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ABSTRACT

In the parasitoid way of life, hosts represent a limited resource. Females of parasitoid
species will compete ether with conspecific or allospecific female for reaching this resource.
The competition between individuals foraging for the same hosts limits the fitness of each
competitor. Foraging strategies have been selected to reduce consequences of the competition.
A few species adopt, in interspecific competition, an original strategy named
kleptoparasitism. A kleptoparasitoid female searches actively for the hosts parasitised by a
concurrent species, destroys the egg and lays its own egg instead of the competitor’s one. This
strategy requires the ability to recognize the host parasitised by the competitor. Eupelmus
vuilleti, competing with Dinarmus basalis, seems to act as a kleptoparasitoid.

We have studied the mecanisms allowing E. vuilleti to discriminate between
unparasitised hosts and hosts parasitised by D. basalis. E. vuilleti recognizes chemical cues
left by D. basalis on the tegument of the seed containing the host. These cues are composed
of hydrocarbons produced by the Dufour gland and found on the cuticle of the D. basalis
female. These secretions are attractive for the E. vuilleti females. Another protean secretion,
produced by the venom gland seems to be active and stimulate the egg laying behavior of the
E. vuilleti females.

We have then studied some evolutive aspects to understand which processes would
have been involved in the selection of this interspecific discrimination. The recognition is
specific of the sympatric populations of D. basalis. Reusing hosts parasitised by the D.
basalis female involves some benefits for the E. vuilleti female. In particular, reusing the hole
drilled by D. basalis, which have a more efficient ovipositor, reduces the time and the energy
spent to drill the seed, and could allow E. vuilleti females to access hosts inaccessible with
their own ovipositor. These benefits constitute an adaptative advantage that could have lead to
the selection of the kleptoparasitism in this species. However, kleptoparasitism doesn’t seem
to be the best strategy, except when competition between the two species is strong. The
selection of interspecific discrimination seems to be linked to particular competitive ability of
the two species. A high genetic variability and behavioral plasticity could allow the female to

adapt their strategy to the local competition intensity.

KEY-WORDS
Parasitoid; Eupelmus vuilleti; Dinarmus basalis; Host discrimination; Kleptoparasitism,;

Dufour gland; Cuticular hydrocarbons; Venom gland.



Femelle Dinarmus basalis exploitant
une larve de Callosobruchus
maculatus contenue dans une graine
de Niébé (X 50).
LA DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE PAR EUPELMUS VUILLETI
(HYMENOPTERA : EUPELMIDAE) DES HOTES PARASITES PAR

DINARMUS BASALIS (HYMENOPTERA : PTEROMALIDAE).

Femelle Eupelmus vuilleti prospectant
a l'aide de son ovipositeur l'intérieur
d’'une gélule a la recherche d’'un ceuf
de Dinarmus basalis (X 50).
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1- Les modalités de la compétition interspécifique

Lorsque plusieurs espéces coexistent dans un méme espace, différents types
d’interactions positives (mutualisme, symbiose), neutres (commensalisme) ou négatives
peuvent intervenir. Les interactions négatives, caractérisées par le fait que 1’action d’une
espece affecte le succes reproducteur d’une ou plusieurs autres, regroupent principalement la
prédation, le parasitisme et la compétition. La compétition interspécifique intervient au sein
d’un groupe d’especes exploitant une méme ressource (guilde) lorsque la ressource est
présente en quantité inférieure aux besoins de toutes les especes présentes. Elle peut se
manifester sous différentes modalités (Miller, 1967 ; Schoener, 1983) regroupées en deux
formes principales. Il y a compétition par interférence ou compétition active lorsque les
compétiteurs s’excluent directement. Il y a compétition par exploitation ou compétition
passive, quand 1’exploitation des ressources par une espece diminue les ressources disponibles
pour une autre.

La compétition interspécifique a plusieurs conséquences non mutuellement exclusives
sur les distributions, les abondances et 1’évolution des organismes (Blondel, 1995).
L’exclusion pure et simple d’une espece par un compétiteur supérieur, souvent invoquée lors
de I’introduction accidentelle d’une espéce dans un écosysteme, est un phénomene commun
responsable de ’extinction de nombreuses especes. La ségrégation active, spatiale, trophique
ou temporelle des especes qui se positionnent dans des portions précises et bien délimitées des
gradients de ressources a longtemps été envisagée comme la seule voie permettant la
coexistence des espéces, notamment entre celles d’une méme guilde (McArthur & Levins,
1967 ; Price, 1971 ; May, 1973). Cependant des théories ont été¢ développées, prédisant
I’existence de guildes formées d’une combinaison stable d’especes, répondant a des regles
d’assemblage précises, dont certaines sont retrouvées dans la nature (Diamond, 1975). La
compétition interspécifique peut également étre le moteur d’un processus évolutif de
déplacement de caractere (Brown & Wilson, 1956) ou de convergence de caractere
(Moynihan, 1968) impliquant une modification des traits d’histoire de vie. Les caracteres
modifiés par la compétition peuvent étre morphologiques (Lack, 1947) mais aussi
comportementaux. La compétition aboutit alors a la sélection de stratégies visant a réduire les
interactions négatives ou a en profiter de fagon détournée. Des espéces au méme niveau
trophique peuvent ainsi utiliser des ennemis naturels communs (compétition apparente ; Holt,

1977) ou s’éliminer physiquement (prédation intraguilde ; Polis ef al., 1989), ou encore voler
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les ressources récoltées par un compétiteur (kleptoparasitisme ; Furness, 1987 ; Ronquist,
1994 ; Sivinsky et al., 1999).

Un débat est apparu depuis quelques dizaines d’années au sujet de 1I’importance du
role de la compétition dans les écosystemes (Schoener, 1983 ; Connell, 1983 ; Roughgarden,
1983 ; Gurevitch et al., 1992). Il semblerait, d’apreés ces auteurs que la compétition serait trop
rare et n’aurait pas de conséquences suffisantes sur les communautés pour permettre la
sélection de caracteres ou de stratégies adaptées (Lawton & Strong, 1981 ; Lawton & Hassell,
1984). Pourtant des études récentes ont montré que la compétition était intense dans certaines
communautés (Damman, 1993 ; Deno ef al., 1995), notamment entre des especes d’insectes
phytophages sédentaires, ou confinées, comme les gallicoles, les mineuses, et les foreuses de
tiges (Deno et al., 1995).

Parmi les communautés d’insectes, certaines sont réputées propices a I’apparition de
compétition interspécifique. Les parasitoides, notamment, constituent fréquemment des
communautés de plusieurs especes plus ou moins spécialisées d’'une méme espece hote.
L’intervention de la compétition au sein de ces communautés a été prouvée chez de nombreux
couples d’especes (Hawkins, 2000). De nombreux auteurs ont examiné la compétition
interspécifique chez les Hyménopteres parasitoides (Salt, 1961 ; Bouton ef al., 1980 ; Dean &
Ricklefs, 1980 ; Force, 1985 ; Hogarth & Diamond, 1984 ; Mackauer, 1990). Hagvar (1989) a
dénombré plusieurs raisons expliquant [’intensité particuliecre de la compétition
interspécifique chez les Hyménopteres parasitoides :

@O Les parasitoides dépendent de leur hote a la fois pour la ponte et pour le
développement de la descendance.

@ Les parasitoides disposent souvent d’un spectre d’hotes potentiels plus restreint par
rapport au spectre de proies potentielles des prédateurs.

® Une espéce hote donnée est fréquemment susceptible d’étre attaquée par beaucoup
d’especes parasitoides.

@ Généralement, les parasitoides semblent incapables de reconnaitre et d’éviter les
hotes parasités par une allospécifique.

® Les populations d’hdtes peuvent subir des variations importantes dans le temps et
I’espace.

Ces facteurs conjugués favoriseraient 1’apparition de compétition locale ou temporelle
entre plusieurs especes de parasitoides quand les hotes sont rares. Les modalités de la
compétition entre chacune des especes sympatriques pourraient intervenir dans la

détermination de la diversité des communautés de parasitoides (Hawkins, 2000).
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L’objectif de ce mémoire est d’étudier le role de la compétition interspécifique dans la
sélection de comportements complexes, participant a 1’adoption par la femelle parasitoide de
stratégies d’exploitation originales visant a optimiser la recherche et le choix d’hotes propices
au bon développement de sa descendance. La compétition interspécifique est—elle capable de
permettre la coévolution d’especes concurrentes ? Quel role joue-t-elle dans la coexistence
des espéces sympatriques et dans la stabilit¢ de communautés de parasitoides? Pour donner
des ¢léments de réponse a ces questions, nous avons, dans ce mémoire, ¢tudi¢ la compétition
interspécifique et ses conséquences sur le comportement de ponte chez deux especes

appartenant a la méme communauté parasitoide.

2- La compétition chez les Hyménoptéres parasitoides

Pour les Hyménopteres parasitoides, les hotes représentent une ressource discrete de
taille réduite, présentant une variabilit¢ dans I’aptitude a assurer le développement des larves
(Waage & Greathead, 1986). Comme les larves sont peu mobiles et ne peuvent généralement
pas changer d’hdte au cours de leur développement, le choix de 1I’héte par la femelle
détermine la survie de sa descendance. Parmi les facteurs pouvant altérer la qualité de I’hote,
un des plus commun est le parasitisme antérieur par la méme femelle, une femelle
conspécifique ou une femelle allospécifique. Ce parametre est particulierement déterminant
pour les parasitoides solitaires chez qui 1’hote ne peut permettre le développement que d’une
unique larve de parasitoide (Vinson & Iwantsch, 1980), généralement la plus agée (Bakker et
al., 1985 ; Wai & Fujii, 1990 ; Visser, 1992).

Les femelles parasitoides prospectant a la recherche d’un site de ponte vont entrer en
compétition pour accéder aux hdtes présentant les meilleures chances de développement de
leur descendance (Hégvar, 1989). Cette compétition peut intervenir entre les femelles
conspécifiques ou allospécifiques sous forme d’interférences directes comme 1’apparition de
comportements agressifs entre les femelles (Hassell, 1971) ou la défense d’un site de ponte
(Griffiths & Godfray, 1988). Ces interférences directes ne sont pas négligeables et peuvent
structurer les dynamiques de population du systéme hote-parasitoides (Weisser ef al., 1997 ;
Visser et al., 1999). En dehors de ces interférences directes, on distingue la compétition
intrinseque (Godfray, 1994), qui intervient au stade larvaire, et qui consiste en une €¢limination
des larves surnuméraires par combat larvaire (Fisher, 1961 ; Salt, 1961 ; Chow & Mackauer,
1984) ou par suppression physiologique (Mackauer, 1990), de la compétition extrinseque, qui

intervient au niveau de la phase de localisation de 1’hdte par la femelle. L’issue de la
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compétition extrinséque entre les parasitoides dépend de la différence entre leur capacité
respective a découvrir I’hote, a D’exploiter efficacement, et de la synchronisation
phénologique de chacun des parasitoides avec leur hote (Hagvar, 1989 ; Tumlinson et al.,
1993 ; De Moraes et al., 1999). Quand plusieurs ceufs sont pondus sur le méme hote, I’issue
de la compétition intrinseque dépend des différences au niveau de la durée de développement,
du nombre d’ceufs, du stade de 1’hote, de 1’ordre des pontes et de la durée séparant les pontes
(van Strien-van Liempt, 1983 ; Tillman & Powell, 1992). Généralement, une fois parasités,
les hotes sont impropres pour 1’exploitation par un autre parasitoide (Hagvar, 1989). Les
femelles possédant les stratégies de recherche de 1’hdte les plus efficaces ont un avantage
compétitif qui devient décisif quand la densité locale de 1’hote est faible (Godfray, 1994).

Au niveau de la population, la compétition larvaire peut étre un facteur exercant une
pression de sélection importante. van Alphen (1988) a mis en évidence I’importance du
nombre de parasitoides exploitant un hote et des interférences mutuelles pour la stabilité des
interactions hotes-parasitoides. La compétition larvaire, en permettant 1’¢limination
d’individus moins compétitifs, permettrait le maintien d’une population de parasitoides a
haute valeur adaptative (Labeyrie & Rojas-Rousse, 1985). Au niveau appliqué, la compétition
interspécifique et les interactions entre les différentes espéces de parasitoides peuvent
diminuer D’efficacit¢ du controle d’un ravageur et rendre difficile la mise en place d’un
protocole de lutte biologique utilisant ce type d’auxiliaire (Turnbull & Chant, 1961 ; Arthur et
al., 1964). En plus de DI’importance écologique, la compréhension des interactions
compétitives entre les espéces de parasitoides est utile pour la sélection d’agents efficaces de
controle biologique des populations de ravageurs, pour leur importation (Mackauer, 1990),
pour le développement de la gestion de I’habitat et des pratiques culturales dans le but de

maintenir et d’accroitre 1’abondance et I’efficacité des espéces bénétiques (Hawkins, 1993).

3- Capacités de discrimination et stratégies d’exploitation

Différentes stratégies ont été sélectionnées visant a réduire les interactions entre les
parasitoides et les effets potentiellement néfastes de la compétition. Les stratégies
d’exploitation ont d’abord ¢été étudiées principalement en situation de compétition
intraspécifique, puis généralisées en situation de compétition interspécifique. L’étude de la

compétition interspécifique fait ainsi fréquemment référence a des concepts développés dans
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le cadre de la compétition intraspécifique. Nous allons donc présenter les théories régissant la
compétition intraspécifique, puis leur adaptation en situation de compétition interspécifique.

Depuis leur description, il été généralement admis que les parasitoides possédaient un
instinct leur permettant de reconnaitre et de préférer les hotes sains aux hotes déja parasités,
ces derniers semblant moins propices au développement de la descendance (Reuter, 1913).
Salt fut le premier en 1934 a démontrer chez des parasitoides du genre Trichogramma que la
distribution des ceufs en présence d’hotes parasités et sains differe significativement d’une
distribution au hasard. Il attribua cette différence a la capacité de discriminer entre les hotes
sains et ceux déja parasités. Cette capacité de discrimination et de rétention des ceufs permet
I’évitement du superparasitisme en situation de compétition intraspécifique ou du
multiparasitisme en situation de compétition interspécifique.

A la suite des observations de Salt, la capacité a discriminer les hotes sains des hotes
parasités a été démontrée chez de nombreuses especes d’Hyménopteres endoparasitoides
grégaires (Cloutier et al., 1984 ; Chow & Mackauer, 1986), ou ectoparasitoides solitaires
(Hubbard et al., 1987 ; Hofsvang, 1990). Chez les Hyménopteres parasitoides, la capacité de
discrimination entre les hotes sains et les hotes parasités a été décrite chez 150 a 200 espéces
(van Lenteren, 1981). Chez la plupart de ces especes, la discrimination est associée a une
stratégie évasive (Zwolfer, 1979) ou d’évitement du superparasitisme. Ainsi, chez les espéces
solitaires, en général, les femelles évitent de déposer des ceufs sur des hotes exploités
précédemment, ce comportement ayant pour but de réduire la compétition larvaire (Prokopy,
1981). L ¢évitement du superparasitisme semble adaptatif. Plusieurs systemes permettant la
discrimination, c’est a dire la reconnaissance des hotes dé€ja parasités ont €té sélectionnés (van
Lenteren, 1981). Dans de nombreux cas, des phéromones de marquage sont impliquées dans
cette discrimination (King & Rafai, 1970 ; van Lenteren, 1976 ; Hofsvang, 1990 ; Godfray,
1994). L’¢évitement du superparasitisme est mis en évidence par une répartition non aléatoire
des pontes entre les hotes parasités et les hdtes sains, biaisée en faveur des hdtes sains.
Cependant, il a été ainsi observé, chez ces especes capables de discrimination, des taux non
négligeables de superparasitisme. Van Lenteren (1976, 1981) propose plusieurs phénomenes
pouvant étre a ’origine du superparasitisme observeé chez les parasitoides solitaires :

@ La femelle pond plusieurs ceufs successivement au cours d’un méme acte de ponte.
Bien qu’en général un seul ceuf soit déposé par séquence de ponte (Hays & Vinson, 1971), le
controle par la femelle du nombre d’ceufs émis peut ne pas €tre infaillible.

@ La femelle ne reconnait pas les hotes parasités. Cependant, la reconnaissance

intraspécifique a été fréquemment décrite chez les Hyménopteres (Hosfvang, 1990).
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® La femelle dépose un second ceuf durant la période nécessaire a la mise en place du
signal permettant 1’¢vitement du superparasitisme. Or les marquages sont souvent
immédiatement perceptibles (van Lenteren, 1981).

@ La tendance a pondre augmente lorsque les femelles n’ont pas rencontré d’hotes
adéquats pour la ponte depuis une longue période (van Lenteren et al., 1978).

Ainsi, jusque dans les années 1980, le superparasitisme n’est considéré que comme
une erreur, une absence de capacité a discriminer ou un pis-aller ne pouvant pas étre
avantageux et donc adaptatif. Il provoque une perte d’ceufs et donc affecte le succes
reproducteur de la femelle, une perte de temps et d’énergie liée a I’exploitation de I’hote. Des
1984, Isawa et al. remettent en question I’aspect désavantageux du superparasitisme. De
nombreux modeles basés sur la théorie des jeux ou sur des concepts comme 1’Optimal
Foraging sont alors développés démontrant que le superparasitisme peut étre avantageux sous
certaines conditions (Charnov & Skinner, 1985 ; Hubbard et al., 1987 ; van der Hoeven &
Hemerik, 1990 ; Visser et al., 1990). Les décisions de ponte prises par les femelles
parasitoides durant I’exploitation d’un hote doivent répondre aux facteurs physiologiques,
comme le nombre d’ceufs matures en rétention et le type de reproduction, et aux facteurs
environnementaux, comme la qualit¢ de 1’hdte et la présence d’une femelle conspécifique
(Vinson, 1976 ; Mangel, 1987 ; Godfray, 1994). La femelle parasitoide va donc accepter ou
non 1’hdte en fonction de sa capacité a assurer le développement de sa descendance, mais
aussi en fonction de ces pontes antérieures et des chances de découvrir ultérieurement un héte
de meilleure qualité. Superparasiter ne serait pas li€é a des capacités discriminatoires
imparfaites mais pourrait sous certaines conditions étre adaptatif (van Alphen & Visser,
1990) :

@ Quand la probabilité de rencontrer des hotes sains est faible. La décision tient
compte alors des chances de survie de la descendance, mais aussi du colt et du risque de
mortalité (Potting et al., 1997) liés a la recherche d’un nouvel hote.

@ Quand la présence de plusieurs ceufs augmente la probabilité de survie de la
descendance. L’émission de plusieurs ceufs peut augmenter les chances que I’un d’entre eux
soit vainqueur lors du combat avec une larve compétitrice. Le bénéfice du self
superparasitisme, c¢’est a dire la ponte sur un hote déja exploité par la méme femelle, s’accroit
avec la fréquence du superparasitisme conspécifique et du multiparasitisme (van der Hoeven

& Hemerik, 1990).
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® Quand I’ceuf pondu a une forte probabilité de gagner la compétition larvaire. Les
chances de victoire de la seconde larve ne décroissent pas toujours linéairement avec le temps
séparant les deux pontes (Wai & Fujii, 1990).

@ Quand plusieurs ceufs inhibent le systéme immunitaire de 1’hote. Cet aspect est
essentiel chez les endoparasitoides grégaires qui pourraient adapter le nombre de ponte et la
quantit¢ d’ceufs émis (clutch size) pour optimiser la lutte contre les défenses de 1’hote
(Mangel, 1987 ; Mackauer, 1990).

® Quand une femelle peut produire un grand nombre d’ovocytes (cas des espéces
synovigéniques) et que I’inspection et le rejet d’un hote prend plus de temps et d’énergie que
la ponte (Mangel, 1989).

La reconnaissance interspécifique est moins bien connue que la discrimination
intraspécifique chez les Hyménopteres parasitoides (Turlings et al, 1985 ; van Alphen &
Visser, 1990). Elle a néanmoins ¢€té citée chez quelques especes, chez lesquelles elle permet
généralement un évitement du multiparasitisme (Hagvar, 1989). L’évitement du
multiparasitisme a été particulierement étudi€ chez les parasitoides de pucerons (Aphididae)
chez lesquels le rejet d’un hote parasité par une femelle allospécifique pourrait impliquer
deux mécanismes, la perception d’indices externes et la perception d’indices internes
requerrant 1’insertion de I’ovipositeur (Chow & Mackauer, 1986 ; Mc Brien & Mackauer,

1991). Deux hypotheses peuvent permettre d’expliquer 1’existence de cette reconnaissance :

@ La reconnaissance intervient entre des especes phylogénétiquement proches comme
cela a été observé dans les genres Aphitis (Rosen & De Bach, 1979), Asobara (Vet et al.,
1984), Anaphes (van Baaren et al., 1994) ou Aphidius (Mc Brien & Mackauer, 1991). Cette
discrimination interspécifique serait un comportement relique d’un ancétre commun, qui
aurait €té conservé car il ne représenterait qu’un colit minime pour 1’espece. Ces différentes
especes occupant des micro-habitats différents, les femelles ne rencontreraient pas

habituellement d’hdtes parasités par les femelles d’espéces proches (Vet et al., 1984).

@ La discrimination interspécifique peut également apparaitre lorsque plusieurs
especes sont sympatriques et exploitent le méme hote (Browning & Oatman, Chow &
Mackauer, 1984). Des les années 70, Price (1970b) a montré que les femelles de certaines
especes d’Ichneumonidae exploitant les mémes hotes reconnaissent les traces odorantes
conspécifiques et allospécifiques. De nombreux cas décrivent des couples d’especes
présentant des capacités parasitaires tres différentes, 1’espece la moins compétitive évitant le

multiparasitisme (Bolter & Laing, 1983 ; Mc Brien & Mackauer, 1991 ; Scholz & Holler,
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1992). Comme pour le superparasitisme, certains auteurs prédisent que le multiparasitisme
pourrait étre avantageux sous certaines conditions. Ainsi, Bakker ef al. (1985) suggerent que
pour des especes parasitoides exploitant le méme hote, le multiparasitisme soit la meilleure

stratégie quand les hotes sont rares et que les femelles ne sont pas limitées en ceufs.

De rares ¢tudes mentionnent, chez des especes d’Hyménoptéres parasitoides
coexistantes dans une méme niche écologique, un comportement original de la part de la
femelle d’une des deux especes sympatriques : la recherche des hotes parasités associée a un
comportement ovicide (Askew, 1971). Ainsi, Temelucha interruptor (Ichneumonidae) est
attiré par les sites de pontes de ’espece Orgilus obscurator (Braconidae), puis détruit I’ceuf
de la femelle allospécifique et pond le sien sur I’hote (Arthur et al., 1964). Pseudorhyssa
Sternata observe sa concurrente Rhyssa persuasoria sondant 1’écorce d’un conifeére a la
recherche d’hote et une fois que le premier parasitoide retire son ovipositeur, P. sternata
trouve ’orifice et y insere son ovipositeur (Spradbery, 1968). Ce parasitoide est ¢galement
capable de retrouver 1’orifice plusieurs jours apres la ponte de I’espece concurrente. Price
(1970a) a observé un comportement similaire chez 1’espece Pleolophus indistinctus
(Ichneumonidae) qui, apres exploration de 1’hote, accede a 1’hote par d’anciens orifices
d’insertion de 1’ovipositeur intra- ou interspécifiques et détruit 1’ceuf du compétiteur. Ce
comportement s’apparente a du kleptoparasitisme (Evans et al., 1954). Un kleptoparasitoide
(ou cleptoparasitoide) est globalement défini comme un parasitoide qui augmente son succes
reproducteur aux dépends d’un autre parasitoide, en préférant des hotes parasités (ou parfois
seulement explorés) par une autre femelle (Pijls, 1996). Un kleptoparasitoide peut utiliser les
orifices dé¢ja forés (Couturier, 1949 ; Spradbury, 1968) ou les traces d’exploitation (Arthur et
al., 1964) d’une autre espece pour accéder a I’hote. Il peut aussi dépendre d’un autre
parasitoide pour I’inactivation des défenses de 1’hote (Spradbery, 1968 ; Arthur, 1981). Le
kleptoparasitisme est fréquemment associ¢ a une activité ovicide de la femelle (Askew, 1971 ;
Price, 1970b, 1971). Les ceufs de la compétitrice sont détruits par piqire de 1’ovipositeur
(Strand & Godfray, 1989). Les avantages éventuels associ€s a la préférence par une femelle
des hotes parasités par une femelle allospécifique pouvant conduire a la sélection d’une telle
stratégie ont été peu étudiés et envisagés jusqu’alors comme n’intervenant qu’au niveau de
I’efficacité dans la recherche de 1’hdte ou de I’efficacité a I’exploiter (Arthur et al., 1964 ;

Haynes & Yeargan, 1999).
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4- La compétition interspécifique entre D. basalis et E. vuilleti

Dinarmus basalis et Eupelmus vuilleti sont deux Hyménopteéres ectoparasitoides
solitaires des larves et des nymphes de bruches, de petits coléopteres dont les stades larvaires
se développent au dépend de graines de Iégumineuses stockées dans des greniers
traditionnels. Ces deux espéces peuvent cohabiter au sein d’un méme grenier pendant
plusieurs mois (Monge & Huignard, 1991). La compétition interspécifique est donc
susceptible d’intervenir entre ces deux parasitoides. Lorsque les femelles D. basalis sont
placées en situation de choix entre des hotes sains et des hotes parasités par E. vuilleti, elles
évitent le multiparasitisme et pondent préférentiellement sur les hotes sains (Leveque et al.,
van Alebeek et al., 1993 ; Gauthier ef al., 1999). Cette discrimination interspécifique pourrait
faire intervenir la perception d’un signal ou d’un indice externe de nature inconnu déposé par
la femelle E. vuilleti a la surface des graines exploitées. De plus, lors de la phase de
prospection interne de la loge de I’hdte a 1’aide de I’ovipositeur, la femelle D. basalis serait
capable de reconnaitre des sécrétions produites par la femelle E. vuilleti durant la ponte ou des
substances émises par ’embryon ou la larve (Gauthier et al, 1999). Cette stratégie
correspondant a la situation décrite par Mc Brien & Mackauer (1991), I’espece la moins
compétitive ¢€vite la compétition larvaire qui lui est défavorable. L’évitement du
multiparasitisme par D. basalis peut étre interprété comme une stratégie d’évasion (van
Alebeek et al., 1993), le refus de ponte sur les hdtes parasités par E. vuilleti peut étre
compens¢ par des capacités parasitaires et des capacités de dispersion supérieures. La
préférence de D. basalis pour les hotes sains pourrait aboutir a une forme de séparation des

niches des deux especes (Zwolfer, 1979).

Les femelles E. vuilleti ne présentent pas de stratégie d’évitement du multiparasitisme
(Gauthier et al., 1999). Au contraire, elles semblent préférer les hotes parasités par D. basalis
(van Alebeek et al., 1993). Cette préférence, qui s’apparente a du kleptoparasitisme, implique
la reconnaissance par les femelles E. vuilleti d’un signal ou d’un indice li¢ a I’exploitation de
I’hdte par les femelles D. basalis. Le stimulus impliqué est encore inconnu. La préférence des
hotes parasités par 1’espece concurrente s’accompagne chez la femelle E. vuilleti de
comportements agressifs qui consistent en la destruction par piqiire de I’ovipositeur des ceufs

(ovicide) ou des larves de D. basalis (larvicide) (van Alebeek, 1991 ; Leveque ef al., 1993 ;
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van Alebeek et al., 1993). Selon Leveque (1993) et Amevoin (1994), la fréquence de ce
comportement dépendrait de 1’age de la ponte de D. basalis, et de la densité en hotes parasités
par D. basalis dans le patch. Pour des hotes parasités par D. basalis depuis 24 heures, plus de
la moitié¢ des ceufs serait détruits par la femelle E. vuilleti. De plus, en présence de larves de
D. basalis agées, ’'injection de venin par la femelle E. vuilleti dans le corps de la larve D.
basalis permet aux larves d’E. vuilleti de se développer comme hyperparasite. Les larves d’E.
vuilleti, trés mobiles et pourvues de mandibules puissantes peuvent également rechercher et
tuer les larves de D. basalis (Leveque et al., 1993), elles gagnent généralement le combat
larvaire. Cette supériorité lors du combat larvaire a ¢ét¢ décrit précisément par Spradbery

(1968) chez une autre espece kleptoparasitoide.

Au niveau de la dynamique des populations, ces stratégies semblent avoir une
influence sur les populations de chacune des especes formant le cortége parasitaire des larves
de bruches au sein des greniers de niébé. Ainsi, lorsqu’une seule espece est présente, D.
basalis semble présenter des capacités parasitaires supérieures a E. vuilleti, tant au plan de la
fécondité, de la longévité, que de la durée du développement larvaire (Sanon, 1997). Quand
les deux especes sont présentes, la structure du corteége parasitaire est différente selon la
densité en hote : quand le ratio Hotes/Parasitoides est élevé, D. basalis devient rapidement
I’espece la plus abondante, la population d’E. vuilleti demeure marginale (Tricault, 2000) et
ceci quel que soit le nombre de couples de chacune des especes introduit au départ. Quand le
ratio Hotes/Parasitoides est faible, les interférences entre les deux especes augmentent et E.
vuilleti devient 1’espece parasitoide majoritaire (Monge ef al., 1995). Cette dominance semble
étre la conséquence de la stratégie agressive d’E. vuilleti. Ces interférences s’accompagnent
d’une explosion de la population du ravageur. La compétition entre D. basalis et E. vuilleti
constitue un frein majeur a I’utilisation de parasitoides dans des procédures de lutte

biologique dans les greniers.

5- La problématique étudiée

Eupelmus vuilleti et Dinarmus basalis sont deux especes biologiquement proches qui
exploitent la méme ressource, les larves et les nymphes de bruche au sein des systemes de
stockage traditionnels du Niébé. Les greniers constituent des systémes relativement clos, au

sein desquels les populations d’hotes sains et parasités et de parasitoides des deux especes
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fluctuent fortement, pouvant entrainer une compétition interspécifique intense entre les
parasitoides pour I’acces aux hotes. La compétition interspécifique pourrait avoir modelé la
stratégie d’exploitation des hotes de chacune des espéces parasitoides. La préférence des
femelles E. vuilleti pour les hotes parasités par D. basalis est une stratégie originale, ne
correspondant pas aux modeles prédisant [’évitement du superparasitisme ou du
multiparasitisme, qui sont décrits comme affectant le succes reproducteur des femelles. Les
caractéristiques particulieres de la compétition interspécifique entre E. vuilleti et D. basalis

pourraient €tre impliquées dans 1’évolution de cette stratégie.

Ce mémoire est consacré a 1’é¢tude de la reconnaissance interspécifique par E. vuilleti
des hotes parasités par D. basalis, permettant a la femelle E. vuilleti de rechercher le

multiparasitisme.

Apres la présentation du mode de vie parasitoide et la description des especes
participant au systéme tritrophique, nous avons analysé le comportement de femelles E.
vuilleti confrontées a un choix entre deux hotes, [’un sain et 1’autre parasité. Cette analyse
nous a permis de définir un test biologique, permettant d’estimer la préférence de la femelle

pour I’un ou I’autre des hdtes présentés.

Nous avons tout d’abord tenté de déterminer les mécanismes permettant a la femelle
E. vuilleti de reconnaitre les hdtes parasités par D. basalis. Apres une étude préliminaire des
conditions d’expression de la discrimination, nous avons déterminé la localisation du stimulus

impliqué, sa nature ainsi que son role primaire pour D. basalis.

Nous avons dans un deuxieme temps tent¢ de déterminer quels processus évolutifs
avaient pu aboutir a la sélection, chez E. vuilleti, de la discrimination interspécifique et de la
recherche du multiparasitisme. Pour cela, nous avons étudi¢ la spécificité de la reconnaissance
interspécifique d’E. vuilleti puis nous avons évalué les bénéfices susceptibles d’avoir permis
la sélection de la discrimination interspécifique et de la recherche du multiparasitisme. Enfin
nous avons étudié le role du déterminisme génétique et de I’expérience dans 1’expression et
I’adaptation de la discrimination interspécifique aux différentes conditions de compétition

rencontrées dans la nature.
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A- Le mode de vie parasitoide

Le parasitisme est un mode de vie treés répandu chez les arthropodes. Un parasite, au
sens large, est un organisme qui vit sur ou dans un autre organisme vivant, I’hote, dont il tire
une partie ou la totalité des nutriments nécessaires a sa survie. Cette association n’apporte
aucun bénéfice a I’hdte, et peut méme provoquer sa mort. De nombreuses especes d’insecte,
représentant 10% de toutes les espéces animales, ont adopté ce mode de vie (Askew, 1971).
Parmi ces insectes parasites, certaines especes sont parasites aux stades larvaires, le
parasitisme aboutissant a la mort de 1’hote, puis meénent une vie libre au stade adulte. Ces
especes ont, sur les populations de leurs hotes, un impact semblable a un prédateur. Seule
I’utilisation de la proie, nutrition directe ou ponte, differe. Reuter (1913) rassembla les
especes d’insectes répondant a ces criteres dans un groupe auquel il attribua le nom de
Parasitoidea, littéralement ressemblant a un parasite, terme a partir duquel dériva ensuite celui
de parasitoide. Selon la définition de Doutt (1959), un insecte est considéré comme un
parasitoide lorsqu’il rassemble les critéres suivants :

@ 11 se développe aux dépens d’un seul hote, ce qui aboutit a la destruction de ce
dernier.

@ Seuls les stades immatures sont parasites, les adultes sont des formes libres.

® Le parasitoide en développement ne peut pas changer d’hote.

@ En général, I’hote appartient a la méme classe taxonomique.

® Le parasitoide et I’hote présentent le plus souvent des tailles similaires.

® Enfin, I’impact du parasitoide sur la dynamique des populations de 1’hdte est plus
proche de celle d’un prédateur que de celle d’un véritable parasite.

On estime qu’environ 100 000 (Askew, 1971) a 250 000 (Gaud, 1986) especes
d’hyménopteres ont adopté le mode de vie parasitoide, représentant environ 10% du total des
especes d’insectes recensées.

Les hyménopteres parasitoides peuvent €tre regroupés dans plusieurs sous-catégories
en fonction des modalités de I’installation du parasitisme et du type d’hote attaqué :

@ La localisation du parasitoide en développement par rapport a son hote détermine la
nature du parasitisme. Les especes qui se développent a I’intérieur méme de 1’hdte sont
nommeées endoparasitoides, alors que celles qui se développent a I’extérieur de I’hote sont

nommées ectoparasitoides.
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@ Une espece parasitoide est dite grégaire si plusieurs individus conspécifiques (issus
ou non de la méme femelle) peuvent se développer sur un méme hoéte, et solitaire lorsqu’un
seul individu peut se développer par hote. Trois situations particulieres peuvent étre
rencontrées quand il y a parasitisme d’un méme hote par un nombre de parasitoides supérieur
a celui dont cet hote peut assurer le développement (Doutt, 1964). Si les individus sont
conspécifiques, on parle de superparasitisme, et plus précis€ément de self-superparasitisme
quand les individus ont ét¢ pondus par la méme femelle ; Si les individus sont allospécifiques,
on parle de multiparasitisme (Smith, 1916). Dans tous les cas, la suppression des éventuels
individus surnuméraires peut prendre la forme de combats larvaires ou de suppression
physiologique (Fisher, 1961 ; Salt, 1961).

® Les espéces d’insectes susceptibles d’étre utilisées comme hotes par un
hyménoptere parasitoide sont tres diverses. Tous les stades de développement (ceuf, larve,
nymphe et adulte) peuvent potentiellement étre attaqués par une ou plusieurs especes de
parasitoides. Le degré de spécificité varie beaucoup selon 1’espece, qui peut étre strictement
monophage, oligophage ou polyphage.

@ Selon le niveau trophique de la relation entre 1’héte et le parasitoide, 1’espéce peut
étre qualifiée de parasitoide primaire lorsque I’hote est un phytophage, de parasitoide
secondaire ou hyperparasitoide lorsque 1’hote est lui-méme un parasitoide primaire.

® Si I’'une des caractéristiques d’un parasitoide est qu’il tue son hote, la mort de ce
dernier peut intervenir au début ou a la fin du développement de la larve parasitoide. Ceux qui
tuent ou paralysent définitivement leur hote deés la ponte sont nommés idiobionts. Les
parasitoides qui laissent leur hote se développer apres la ponte sont nommés koinobionts
(Askew & Shaw, 1986). La plupart des koinobionts sont des endoparasitoides, la mort de
I’héte survient alors généralement lors de 1I’émergence des parasitoides adultes.

Ces caractéristiques, et leurs multiples combinaisons, ont pour conséquence une
grande diversit¢ de modalité d’installation du parasitisme, qui a permis |’explosion
géographique de ce groupe et son intégration dans des niches écologiques tres variées. Quelle
que soit I’espece et le type de parasitisme, les parasitoides sont confrontés a une contrainte
commune forte, trouver un hdte pour s’y reproduire et s’y développer avec succes. Cette
contrainte a favorisé la sélection de caractéres au niveau écologique, comportemental et
physiologique, visant a augmenter 1’efficacité parasitaire de chaque espece. Le succes de
chacune des espéces a ces différents niveaux détermine leur capacit¢ a faire face aux
adaptations de 1’hote pour échapper au parasitisme, ainsi que leur capacité compétitive en

présence d’especes parasitoides concurrentes.
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B- Présentation du systeme tritrophique

Pour réaliser notre étude, nous avons utilis€¢ un systéme tritrophique constitué¢ d’une
plante, Vigna unguiculata (Walp) communément nommée Niébé, d’un phytophage, le
coléoptere bruchidae Callosobruchus maculatus (Fab), et de deux hyménoptéres parasitoides,
I’Eupelmidae Eupelmus vuilleti (Crw) et le Pteromalidae Dinarmus basalis (Rond).

Nous allons, dans ce chapitre, présenter quelques aspects de biologie générale de
chacune des espéces constituant ce systéme tritrophique ainsi que leurs relations au sein de ce

systéme.

1 - La plante : Vigna unguiculata (Walp)

Figure 1 — Vigna unguiculata Walp. (Ndoutoume-
Ndong, 1996)

: feuille

: inflorescence

: gousse

: graine

: systéme racinaire
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1-1 Description

Vigna unguiculata est une légumineuse alimentaire cultivée dans la plupart des
régions tropicales et subtropicales, jusqu’au bassin méditerranéen depuis 5000 ans avant JC
(Murdock, 1959). Le Niébé est la plus importante 1égumineuse a graines dans les zones de
savane tropicale d’Afrique. Originaire de I’ Afrique du Sud-Est, le Niéb¢ s’est diffusé dans le
monde entier. Il est cultivé et consommé de fagon extensive en Asie, en Amérique du Sud et
du Centre, dans les caraibes, aux Etats Unis, dans le moyen orient et en Europe australe (Cissé
& Hall, 2001). C’est une plante herbacée annuelle autogame présentant de nombreuses
variétés a port rampant, semi-rampant ou ¢€rigé (Fig. 1). L’inflorescence, de type grappe
simple ou racéme, est composée de fleurs de type corolle papilionacée jaunes ou violacées. Le
fruit est une gousse indé¢hiscente, longue de 7 a 15 cm, renfermant 8 a 15 graines. A la
jonction avec le pédoncule, des nectaires sécretent un liquide sucré qui coule le long de la
gousse. La graine est reliée par le hile avec la suture dorsale de la gousse. La variété Black-
eyes California, utilisée pour les élevages comme pour les expérimentations est la plus
répandue dans la zone principale de culture, I’ Afrique de I’Ouest (Alzouma, 1987). Dans cette
zone, il existe toujours des formes sauvages de V. unguiculata, les sous especes dekindtiana et

mensensis, ancétres des variétés cultivées.

Position systématique (Singh & Rachie, 1985):
Famille : Légumineuse
Sous-famille : Fabaceae
Tribu : Phaseoleae
Sous-tribu : Phaseolinae
Genre : Vigna
Espéce : unguiculata L.

Sous-espece : unguiculata Walp.

1-2 Cycle biologique, culture et stockage

En zone sahélienne, les semis sont effectués au début de la saison des pluies, fin juin.
La croissance rapide de la plante est suivie de la floraison, qui débute en aolt et peut durer
jusqu’a la fin de la saison des pluies (Alzouma, 1987). La fructification sous forme de gousses
vertes caractéristiques intervient alors que la plante présente encore des fleurs. Une fois que la
majorité des gousses sont seches, fin octobre, elles sont récoltées pour étre stockées dans des

greniers traditionnels, de forme et de matériaux variés, généralement des petites huttes
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maconnées constituées d’argile et de paille de mil séche (Fig. 2). Le volume de ces greniers
peut varier d’un demi a plusieurs metres cubes (Germain, 1988). Une grande partie des stocks
est consommeée rapidement en trois ou quatre mois pour éviter la perte due en partie aux

insectes ravageurs et une petite quantité est conservée pour les semences de 1’année suivante.

Figure 2 - Greniers traditionnels utilisés pour le stockage du
Niébé au Togo. (source : F. A. O).

Haut : grenier en paille de mil (sud du Togo).

Bas : grenier magonné (Togo).
Il existe une grande variété de taille, de forme, et de
matériaux employés.

1-3 Importance agronomique et alimentaire du Niébé
La production mondiale du Niébé est estimée a 3,3 millions de tonnes de graines
seches dont 64% sont réalisés en Afrique (FAO, 2001). La superficie cultivée annuellement

dans le monde est estimée a plus de 12,5 millions d’ha dont environ 9,8 millions d’ha sont

réalisés en Afrique de [’Ouest, faisant de cette région la premiére productrice et
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consommatrice de Niébé dans le monde (CGIAR, 2001). Les principaux pays producteurs en
Afrique de I’Ouest sont le Nigéria, le Niger, le Mali, le Burkina Faso, le Sénégal et le Ghana.

Selon Cissé & Hall (2001) , I’intérét agronomique de la culture du Niébé en Afrique
réside dans :

@ Une adaptation a la sécheresse du fait de variétés a cycles trés courts.

@ Un haut potentiel de fixation biologique de 1’azote dans les aires de cultures
traditionnelles dont les sols sont pauvres (faible teneur en matiére organique (<0,2 %), haute
composante de sable (>85 %)), et une adaptation a une gamme large de pH (4,5 — 9,0).

® Une tolérance aux hautes températures durant son stade végétatif.

@ Un bon comportement sous ombrage.

® Une croissance végétative rapide.

® De multiples usages comme légume vert (feuille et gousses), graines séches et
fourrage.

L’adaptation a la sécheresse du Niébé est un caractére essentiel pour les zones séches
des savanes de 1’ Afrique occidentale et orientale. La variété Black eye California (Fig. 3) est
particuliérement bien adaptée aux conditions climatiques des régions tropicales et
subtropicales, notamment aux saisons des pluies courtes du fait d’un cycle court de 2 a 3
mois. Elle s’adapte également a divers types de sols fertiles ou plus pauvres et peut permettre
deux récoltes annuelles sur des sols irrigués (Gauthier, 1996). Le Niébé ne nécessite que peu
d’apport en engrais azoté du fait de la présence sur les racines de nodules hébergeant des

bactéries symbiotiques du genre Rhyzobium qui fixent 1’azote atmosphérique.

Figure 3 — Graines de Niéb¢ (Vigna unguiculata) de la variété
Black Eye California. (x 10)
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Les graines de Niéb¢ sont généralement destinées a 1’alimentation humaine, alors que
les feuilles et les tiges séchées sont utilisées tel quel ou en ensilage dans I’alimentation animal
des bovins, porcins et volailles (source : FAO). Durant la saison séche, dans certaines régions
d’Afrique de I’Ouest et du Centre, la valeur monétaire des fanes de Niébé stockées devient
tres €levée. Enfin des quantités importantes de ce produit peuvent étre commercialisées, ce

qui fournit un complément de revenu parfois non négligeable aux populations rurales.

Au niveau nutritionnel, le principal intérét du Niébé réside dans la richesse de ses
graines en protéines. La graine mire contient 23-25 % de protéine, 50-67 % d’amidon, des
vitamines B tel que 1’acide folique qui est important dans la prévention de malformation chez
le nouveau-né (Huignard, 1985 ; Cissé & Hall, 2001). Les graines de Niébé renferment tous
les acides aminés indispensables a 1’alimentation humaine, a I’exception notable des acides
aminés soufrés (cystéine et méthionine). La graine est également riche en micro-¢léments
essentiels, tels que le fer, le calcium et le zinc. Le Niébé joue donc un réle important dans la
subsistance de beaucoup de familles rurales en Afrique, en Amérique latine et en Asie, en
procurant les éléments nutritifs déficients dans les céréales. La teneur élevée des graines en
lysine notamment en fait un excellent complément alimentaire aux céréales. Le Niébé
représente une source de protéines moins onéreuse que celles d’origine animale (Stanton,
1970), et permet également le développement d’un €levage d’appoint et un complément de

revenu.

2- Le phytophage hote : Callosobruchus maculatus (Fabricius)

2-1 Description

Callosobruchus maculatus fait partie de la vingtaine d’espéces du genre
Callosobruchus. C’est un insecte de petite taille (2,8 a 3,5 mm). Le corps, de forme oblongue,
est brun rougeatre a gris. La femelle de taille plus importante que le male se distingue par la
coloration et les motifs des ¢élytres et du pygidium (Fig. 4). C’est une espece tres polyphage
(Weidner & Rack, 1984), polyvoltine, quasi-cosmopolite, dont la plante-hote la plus fréquente
est V. unguiculata en zone sahélienne. C. maculatus est d’ailleurs I’espéce de bruche qui
cause le plus de dégat dans les stocks de Ni¢b¢ (Jackai & Daoust, 1986 ; Monge & Germain,
1988).
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Figure 5 — Graine de Niéb¢ infestée par C. maculatus. (x 10)

L’ceuf de bruche est tout d’abord translucide (1) puis devient
blanc (2) lorsque la larve néonate pénétre dans la graine. A la
fin du développement larvaire, la prénymphe aménage une
loge pres de la surface, visible par transparence (3).

Figure 6 — Les stades larvaires, nymphaux et imaginal de
C. maculatus. (x 20)
La larve L1, trop petite, n’est pas représentée.
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Position systématique (Bridwell, 1929):
Ordre : Coléoptere
Sous-ordre : Phytophagoidea
Famille : Bruchidae
Genre : Callosobruchus

Espéce : maculatus Fabricius.

2-2 Cycle biologique

C. maculatus pond des ceufs translucides (environ 0,6 x 0,3 mm) de forme convexe,
aplatis sur la face fixée au substrat. IIs sont déposés par la femelle sur les gousses en voie de
maturation ou séches ou directement sur les graines de Niébé. Apres 1’éclosion, le premier
stade larvaire perfore le tégument de la graine a 1’aide de ses mandibules puis pénétre a
Iintérieur. Cette pénétration s’accompagne du rejet des fragments de tégument et de
cotylédon a I’intérieur du chorion de I’ceuf vide qui prend une couleur blanchatre (Fig. 5). La
larve se développe en consommant les réserves cotylédonaires de la graine (Ouedraogo,
1978). Une galerie grossicre et contournée est ainsi creusée, formée de segments de diamétre
croissant du a la croissance par mue. Apres 4 stades larvaires (Fig. 6), la nymphose intervient
a I’intérieur d’une loge tapissée d’acide urique creusée par la larve a la périphérie de la graine
(Doury, 1995). L’imago découpe ensuite un opercule circulaire dans le chorion et émerge. La
durée de développement, de la ponte a I’émergence est de 22 a 25 jours selon la température.

L’accouplement a lieu souvent immédiatement apres I’émergence.

C. maculatus présente un polymorphisme imaginal caractérisé par deux formes (Utida,
1954):
® Une forme non voili¢re a fécondité ¢levée, adaptée aux conditions des stocks.
@ Une forme voiliére a faible fécondité, responsable de 1’infestation dans les cultures.
Le passage de la forme non voili¢re a la forme voiliére est controlée essentiellement par
les conditions dans les stocks (qualité¢ du substrat trophique, densité larvaire dans les graines,

humidité des graines, température, variation de la thermopériode) (Ouédraogo et al., 1991).

2-3 Conditions d’élevage au laboratoire
La souche utilisée pour les expérimentations a ét¢é maintenue au laboratoire sur des
graines de Niébé de la variété Back Eye California dans une étuve sous les conditions thermo-

et photopériodiques suivantes : 30°C : 25°C, L :D 12 :12, 30% h. r. Les graines de Niébé
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importées d’origines diverses étaient congelées avant utilisation, pour éviter 1’introduction
d’une autre espéce de phytophage, et pour éviter d’introduire dans les ¢levages des acariens
entomophages extrémement nuisibles. Plusieurs centaines d’adultes C. maculatus males et
femelles étaient placés dans des boites en Plexiglas (17,5 x 11,5 x 3 cm) a demi remplies de
graines. Dans ces conditions d’élevage, I’espéce est polyvoltine, et une génération se
développe en 25 jours environ. 17 & 19 jours aprés la ponte, les graines étaient tamisées pour
¢liminer les animaux morts et séparées en deux lots. Une partie des graines contenant des
bruches aux stades L4 ou nymphe était prélevée pour les expériences. Le reste des graines
était replacé dans 1’étuve jusqu’a 1’émergence. Les bruches adultes issues de ce lot étaient

utilisées pour fournir une nouvelle génération d’hétes.

3- Les parasitoides : Dinarmus basalis (Rondani) et Eupelmus vuilleti (Crawford)

3-1 Dinarmus basalis (Fig. 7)

Figure 7 — Dinarmus basalis adultes male (a gauche) et femelle (a droite). (x 20)

3-1-1 Description

Décrit pour la premiére fois sous le nom d’Entedon basalis par Rondani en 1877, il fut
ensuite répertorié comme Bruchobius laticeps (Rasplus, 1988) et confondu avec des espéces
proches avant que Rasplus en 1989 révise et fixe sa position systématique et son nom. Cette
espece est un ectoparasitoide solitaire tropical cosmopolite spécialiste des larves, pré nymphes
et nymphes de coléoptéres Bruchidae de plusieurs genres (Acanthoscelides, Bruchidius,
Callosobruchus, Zabrotes) (van Alebeek, 1991 ; Mendoza, 2000 ; Campan & Benrey, 2004).

Les adultes D. basalis sont de couleur noir brillant. Ils présentent un dimorphisme sexuel net :
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les males (2 a 2.5 mm) sont plus petits que les femelles (3 a 3.5 mm) et sont reconnaissables a
la réserve séminale qui forme une poche claire visible a travers les segments abdominaux
antérieurs transparents. Les femelles sont de couleur uniforme et leur abdomen est plus
fusiforme. Males et femelles se déplacent en marchant mais sont également capables de vol

quand la température est suffisante.

Position systématique (Rasplus, 1989) :
Ordre : Hymenoptera

Sous-ordre : Apocrita

Super-famille :Chalcidoidea

Famille : Pteromalidae

Sous-famille : Pteromalinae

Genre : Dinarmus Ashmead 1904
Espéce : basalis Rondani 1877.

3-1-2 Reproduction

Appareil reproducteur (Fig. 8)

L’appareil reproducteur des femelles comprend une paire d’ovaires occupant environ
les deux tiers de I’abdomen. Chaque ovaire est formé de 3 ovarioles dans lesquels vont se
developper les ovocytes. Les ovarioles sont de type polytrophique ; des cellules nourricieres
ou trophocytes accompagnent 1’ovocyte durant sa migration du germarium au calice et lui
fourni les nutriments nécessaires a son développement. L’ovaire débouche dans un oviducte
latéral. Les deux oviductes latéraux se rejoignent pour former 1’oviducte commun puis le
vagin. Le vagin débouche a la base de I’ovipositeur. La spermathéque qui permet le stockage
des spermatozoides déposés dans le vagin lors d’un accouplement se situe a la jonction

oviducte commun-vagin.

Divers types de glandes sont associés a |’appareil reproducteur de D. basalis.

Certaines ont un role reconnu dans les interactions hote-parasitoide et intraspécifiques.

@O Les glandes collétériques : Une seule paire de glandes collétériques chez D.
basalis (Lang-Combescot, 1992) débouche dorsalement a la jonction oviducte commun-
vagin. Chez les hyménopteres, ces glandes produiraient des sécrétions recouvrant les ceufs

(King & Ratcliffe, 1969), servant a I’élaboration du tube alimentaire (Flanders, 1934 ; King &
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Ratcliffe, 1969), lubrificatrices de I’ovipositeur (Wilkes, 1965), ou agissant comme une

phéromone de marquage (Strand & Vinson, 1982).

oviducte commun
spermatheque
oviducte lateral

ovogonies ovocyte mir O glandes collétériques
(1 paire)

vagin

trophocytes

ovocyte trophoéytes

ovipositeur

Figure 8 — Appareil reproducteur d’une femelle D. basalis. (x 40)

@ Les glandes accessoires (Fig. 9), glande de Dufour et glande a venin se jettent a la

jonction vagin-ovipositeur.

réservoir de la
glande a venin

Figure 9 — Glandes accessoires de I’appareil reproducteur
d’une femelle D. basalis. (x 100)
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La glande de Dufour (Dufour, 1834) ou glande alcaline, est une petite glande
exocrine d’origine ectodermique. C’est une glande oblongue composée d’une unique couche
de cellules épithéliales. Elle est prolongée par un fin conduit efférent qui s’ouvre a la base de
I’ovipositeur. Lors de la ponte, elle libérerait des substances huileuses lubrificatrices de
I’ovipositeur (Porter, 1961), facilitant le passage de 1’ceuf, et des polypeptides impliqués chez
certaines especes dans I’adhérence de I’ceuf sur ’hote (Gnatzy ef al., 2004). Elle a d’autre part
¢été décrite comme le site de synthése des substances de marquage de 1’hdte chez Campoletis
perdistinctus (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Guillot & Vinson, 1972), chez Nemeritis
canescens (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Mudd ef al, 1982 ; Harrison et al., 1985 ;
Hubbard et al., 1987) chez Cardiochiles nigriceps (Braconidae) (Guillot ef al., 1974). Chez
ces especes, la glande de Dufour produit une sécrétion huileuse, composée principalement
d’hydrocarbures, déposée a la surface de 1’hote lors de la posture de marquage. Cette
sécrétion agirait comme une kairomone permettant 1’évitement du superparasitisme pour les
femelles conspécifiques explorant un hote déja parasit¢ (Mudd et al., 1982 ; Marris et al.,
1996). Chez certaines especes endoparasitoides, la glande de Dufour sécréterait des
substances entourant 1’ceuf qui neutraliserait 1’action du venin (Copland & King, 1972) ou
empéecherait la réaction d’encapsulation de I’ceuf par les hémocytes de 1’hote (Osman &
Fiihrer, 1979). Elle peut ¢galement produire chez Cardiochiles nigriceps (Braconidae) une
phéromone sexuelle (Vinson, 1978 ; Syvertsen et al., 1995). Le role de cette sécrétion n’a

cependant pas ét¢ déterminé chez les Pteromalidae (Jaloux, 2000 ; Howard & Baker, 2003).

La glande a venin ou glande acide, d’origine ectodermique elle aussi, est une longue
glande tubulaire non ramifiée reliée a un réservoir. La glande posséde une structure
glandulaire exocrine caractéristique, avec des unités sécrétrices composées d’une cellule
sécrétrice de type dermale (Noirot & Quennedey, 1974) et d’une cellule conduit, disposées en
couronnes concentriques autour d’un canal central (Gnatzy & Volknandt, 2000). Le réservoir
bilobé, recouvert par un fin réseau de fibres musculaires s’ouvre par un fin canal a la base de
I’ovipositeur. La glande a venin est impliquée chez certaines espéces dans la production de
phéromones de marquage (Greany, 1971 ; Bragg, 1974 ; Yamaguchi, 1987) mais serait
surtout spécialisée dans la production de polypeptides toxiques induisant un arrét ou un
ralentissement de la croissance ou du développement (Coudron et al., 2000), une paralysie de
I’hdte ou sa mort (King & Ratcliffe, 1969). Chez de nombreuses especes endoparasitoides, la
glande a venin produirait des mucopolysaccharides empéchant I’encapsulation de 1’ceuf par

I’héte (Osman & Fiihrer, 1979).
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® Les oviductes latéraux et plus particuliérement une zone sécrétrice (le calice)
produirait une sécrétion contenant des substances lubrificatrices pour le passage des ceufs
dans I’ovipositeur (King & Ratcliffe, 1969). Cette sécrétion peut également jouer un role dans
le ralentissement de la croissance de I’hote (Guillot & Vinson, 1972b) et héberger chez
certaines especes des polydnavirus intervenant au niveau du systeme immunitaire de 1’hote
(Stoltz & Vinson, 1979). L’oviducte commun, court et difficilement discernable des oviductes
latéraux semble peu ou pas sécréteur chez D. basalis (Lang-Combecot, 1992). La
spermathéque produirait des sécrétions impliquées dans la migration des spermatozoides
(King, 1962). Le vagin et la base de 1’ovipositeur possederaient des structures sécrétrices

(Rojas-Rousse, 1980) produisant des sécrétions dont la fonction reste inconnue.

L’ovipositeur des hyménopteres est constitué de cinq paires de pieces ectodermiques,
2 paires de valviferes et 3 paires de valves (Copland & King, 1972) :

OLes valvifeéres correspondent a des piéces en liaison avec les tergites de 1’abdomen.
Ces pieces ne sont jamais introduites a I’intérieur de la graine durant la ponte.

®@Les valves 1, ventrales et allongées, présentent sur le bord dorsal un sillon : I’aulax.

®Les valves 2, dorsales et également allongées portent sur les bords dorsaux des
rhachis, sortes de rails s’emboitant dans I’ aulax des valves 1. Les valves 1 et 2 peuvent
coulisser autour d’un canal de ponte et portent a leur extrémité des denticules formant une
véritable scie.

@ Les valves 3, palpiformes, entourent dans leur partie interne concave, la hampe de

I’ovipositeur formée par les valves 1 et 2.

Type de Reproduction

D. basalis est une espece synovigénique, c’est a dire que 1’ovogenese est continue
durant la vie adulte, le nombre d’ceufs matures en rétention est renouvelé quotidiennement
(Flanders, 1950).

Comme chez la plupart des hyménoptéres parasitoides, la reproduction est de type
haplo-diploide : les femelles diploides sont issues d’une reproduction sexuée, les males
haploides sont issus d’une parthénogénése arrhénotoque (Doutt, 1964). La femelle parasitoide
peut contrdler la libération des spermatozoides contenus dans la spermathéque (Godfray,

1994). La libération de spermatozoides produit un ceuf femelle diploide alors qu’un male
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haploide est issu d’un ceuf non fécondé. La femelle peut ainsi controler la sex-ratio de sa
descendance en fonction des conditions (Doutt, 1959 ; Waage, 1985). Les femelles, plus
grosses, nécessitent un hote de meilleure qualit¢ que les males. De nombreux modeles
prédisent un controle par la femelle du sexe de sa descendance selon la capacité de 1’hote a
assurer le développement de la larve (Hamilton, 1979 ; Charnov et al., 1981 ; King, 1987). D.
basalis a ¢té utilisé dans de nombreuses études portant sur le stockage des spermatozoides et
la sex-ratio de la descendance (Fujii & Wai, 1990 ; Nishimura, 1993 ; Chevrier & Bressac,
1997 ; Gauthier et al., 1997 ; Bressac & Chevier, 1998 ; Damiens et al., 2001 ; Campan &
Benrey, 2004). Il a notament €té observé chez cette espece une plus grande proportion de

femelles sur des hotes de grande taille (L4), correspondant a des hotes de qualité élevée.

Comportement de ponte (FIG. 10)

Le comportement de ponte des femelles D. basalis correspond au cas général décrit
par Vinson (1976) et van Lenteren ef al. (1980). Comme, chez E. vuilleti, la recherche de
graines par la femelle D. basalis semble faire appel a I’expérience pré imaginale : la femelle a
I’émergence va chercher I’odeur de la graine dont elle est issue (Cortesero et al., 1993). La
femelle D. basalis localise rapidement les graines contenant des hdtes potentiels. Il semble
que des indices odorants volatils résultant de I’activit¢ de 1’hote rendent les graines plus
attractives que les graines non attaquées par le ravageur (Gauthier et al., 2002).

Une fois la graine contenant un ou plusieurs hotes potentiels découverte, la femelle
monte sur la graine et entame presque immédiatement une séquence de prospection externe.
Cette dernicre est caractérisée par des déplacements sinueux et lents ainsi que par un balayage
antennaire intense du tégument (Drumming, Fig. 10 A) (Gauthier, 1996 ; Jaloux, 2000). La
perception de la loge nymphale a travers le tégument est suivie d’une phase de perforation.
Chez cette espece, la perforation est réalisée directement a I’aplomb de la loge de 1’hote
(Gomez Alvarez, 1980). La femelle s’arc-boute, amenant 1’extrémité de la tariere au niveau
du tégument a perforer (Fig. 10 B). Le forage (Fig. 10 C) est réalisé grace au glissement des
deux valves de la tariere I’'une contre I’autre, ce qui se traduit par des oscillations du corps de
la femelle. L’abdomen de la femelle revient ensuite progressivement a 1’horizontal. Une fois
I’ovipositeur introduit a I'intérieur de la loge nymphale, les oscillations laissent place a des
mouvements plus amples et des torsions de I’abdomen et de 1’ovipositeur, correspondant a la
prospection interne de la loge et de I’hote a 1’aide de I’extrémité sensorielle de I’ovipositeur

(Fig. 10 D). Contrairement a ce qui se passe chez E. vuilleti (Cortesero, 1994), cette phase
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PR

Figure 10 — Le comportement de ponte des femelles D. basalis.
A : drumming ; B : insertion de 1’ovipositeur; C: forage ; D : prospection interne ;
E : ponte ; F : posture de marquage ; G : balayage antennaire de la marque.
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s’accompagne rarement de piqlre. A I’issue de cette phase de prospection interne, la femelle
peut interrompre la séquence comportementale et retirer son ovipositeur. Elle reprend alors
une séquence de prospection ou quitte la graine.

L’exploitation de I’hote peut prendre deux formes : la ponte proprement dite ou le
nourrissage sur 1’hdte (Rivero & Casas, 1999b). Ce phénomene parait cependant moins
fréquent et a été moins étudié¢ que chez E. vuilleti. Si elle utilise 1’hote pour y pondre, la
femelle D. basalis s’immobilise et son abdomen se contracte pour adopter une forme en
triangle caractéristique de la ponte (Fig. 10 E). L’ceuf est dépos¢ sur I’hote ou sur la paroi de
la loge. Le retrait de 1’ovipositeur est généralement suivi d’une posture décrite chez d’autres
especes comme une posture de marquage (Bosque & Rabinovitch, 1979) (Fig. 10 F): la
femelle recourbe son abdomen entre ses pattes, I’extrémité se retrouvant précisément au point
d’insertion de 1’ovipositeur. Elle effectue quelques tatonnements concentriques avec
I’extrémité de son abdomen puis reprend sa position initiale. Immédiatement apres, la femelle
D. basalis recule et balaie de ses antennes la zone (Fig. 10 G). Aprés une séquence
comportementale complete de ponte, la femelle reste généralement sur la graine, et initie le
plus souvent une phase de toilettage (grooming) caractéris€ée par un ensemble de mouvements
de frottement, notamment des pattes postérieures sur la cuticule abdominale (Foltyn &

Gerling, 1985).

Capacité de discrimination intraspécifique

D. basalis est capable de discrimination intraspécifique. Cette discrimination est
effectuée grace a la perception de 1’ceuf de la compétitrice conspécifique ou du transfert d’un
facteur chimique de 1’ceuf vers 1’hdte parasit¢ (Gauthier & Monge, 1999). Cette
discrimination interne, grace aux récepteurs sensoriels de 1’ovipositeur, est moins étudi¢e que
la discrimination externe. Elle a cependant été décrite chez des espéces de plusieurs familles
(Hofsvang, 1990) et notamment chez des Pteromalidae : Muscidifurax zaraptor (Wyllie,
1971), Nasonia vitripennis (Wyllie, 1965), et Spalanga endius (Propp & Morgan, 1983). La
perception de ce signal par des femelles D. basalis exploitant des patchs d’hotes parasités 24
ou 72 h auparavant leur permettrait d’éviter de pondre sur des hotes présentant une qualité

médiocre pour le développement de leur descendance (Gauthier & Monge, 1999).
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Figure 11 — Développement de D. basalis.
A : ceuf; B:larve d’1 jour ; C : jeune larve et son héte ; D : larve
agée dans imago ; E : nymphe.

Développement pré imaginal

L’ceuf de D. basalis, de type centrolécithe, est de forme oblongue (600um x 150 um),
et légeérement courbé (Fig. 11 A). Il ne posséde pas de pédicelle. Dans les conditions
d’élevage, 1’éclosion intervient environ 30 h apres la ponte. Le développement comprend cing
stades (Roger, 1984). Les larves L1 (Fig. 11 B), L2 et L3 de forme semblable différent par la
taille qui croit rapidement. Les larves sont arquées, blanches, apodes et possédent des
mandibules sclérifiées brun noir. Comme chez tous les ectoparasitoides solitaires, le
développement larvaire est précédé de 1’élimination physique des éventuelles larves
surnuméraires (Fisher, 1961). La larve néonate, trés active et mobile explore toute la surface
de son hote avant d’entamer toute phase de nutrition sur I’héte (Fig. 11 C et 11 D).
Lorsqu’elle arrive au contact d’un ceuf, elle le perce a 1’aide de ces mandibules. S’il s’agit
d’une larve, les deux compétitrices combattent, la larve la plus agée étant généralement
vainqueur et la seule survivante (Wai & Fujii, 1990). La prénymphe se distingue par la
différentiation des segments thoraciques. La mue nymphale intervient environ 12 jours apres
la ponte. Les ébauches d’appendices imaginaux apparaissent et la nymphe de couleur ambre
4éme

(Fig. 11 E) noircit, les yeux deviennent rouges. Le 1 jour, quelques heures aprés la mue
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imaginale, le nouvel adulte émerge de la graine, les miles émergeant en moyenne un jour

avant les femelles (Gomez Alvarez, 1980).

Accouplement

Les males émergent, dans les conditions d’élevage, quelques jours avant les femelles.
L’accouplement a lieu peu apres I’émergence des femelles. En général, un seul accouplement
permet a la femelle parasitoide de disposer d’un stock de spermatozoides suffisant pour la
fécondation des ceufs produits durant toute sa vie (Walker, 1980; Caubet, 1993). Chez
certaines especes (Thornhill & Alcock, 1983 ; Eberhard, 1996) dont D. basalis (Chevrier &
Bressac, 2002), les accouplements multiples des femelles sont fréquents, liés, chez D. basalis,

au nombre limité de spermatozoides transférés par accouplement.

Le comportement sexuel des males est stimulé par la présence de femelle. Chez la
plupart des hyménopteres parasitoides, la femelle émet un signal chimique pergut par les
males grace a des récepteurs antennaires (van den Assem, 1991). Le méle D. basalis effectue
une cour, consistant en la sollicitation de la femelle qui se dérobe quelques secondes avant de
s’immobiliser. Le male touche de ses antennes 1’extrémité de 1’abdomen de la femelle puis
monte sur son dos. Durant la copulation qui dure entre 24 et 29 secondes, de nombreux
contacts antennaires ont lieu. Aprés quelques secondes, le male quitte la femelle, il n’existe
pas chez cette espece de cour post-copulatoire. (Gomez Alvarez, 1980 ; Chevrier & Bressac,

2002).

3-2 Eupelmus vuilleti (Fig. 12)

ity )
o5

Figure 12 — E. vuilleti adultes male (a gauche) et femelle (a droite). (x 10)
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3-2-1 Description

Eupelmus vuilleti est un hyménoptere ectoparasitoide solitaire des larves et des
nymphes de coléopteres bruchidae (Terrasse & Rojas-Rousse, 1986), tout comme D. basalis.
Il a été décrit pour la premicre fois par Crawford (1913) sous le nom de Bruchocida vuilleti.
Son spectre d’hote inclus un grand nombre d’especes de Bruchidae des genres Bruchidius,
Callosobruchus et Caryedon (Prevett, 1966 ; Rasplus, 1986). Les adultes présentent un
dimorphisme marqué, les femelles (4 a 6 mm) sont couleur bronze iris¢ de vert et sont
pourvues d’une taricre repliée au repos dans un fourreau formé par la troisieme paire de
valves a ’extrémité de I’abdomen renflé. Elles se déplacent en marchant et sont aussi
capables de sauts importants parfois suivis d’un amortissement plané de la descente, mais sont
incapables d’envol ou de vol prolongé comme la plupart des Eupelmidae (Clausen, 1940).
Ces sauts rapides semblent intervenir dans la réaction de fuite de la femelle confrontée a un
danger. Les males sont plus petits (1 a 4 mm), noirs brillants et sont pourvus de grandes
antennes. Incapables de saut comme les femelles, ils peuvent effectuer des vols prolongés qui

pourrait leur conférer une capacité de dispersion plus grande que celle des femelles.

L’aire de répartition d’E. vuilleti est plus restreinte que celle de D. basalis. S’il a été
observé en Inde (Nikol’skaya, 1963), il est essentiellement rencontré sur le continent africain,
de Madagascar au Sénégal (Ndoutoume-Ndong, 1996) et semble inféodé¢ au climat sahélien
(ou soudanien) (Amévoin et al., 2003). En Afrique de I’Ouest, E. vuilleti est souvent I’espece

la plus abondante dans les cortéges parasitaires des ravageurs des stocks de Niébé (Huignard

& Monge, 1991).

Position systématique (Ndoutoume-Ndong, 1996) :
Ordre : Hymenoptera
Sous-ordre : Apocrita
Super-famille :Chalcidoidea
Famille : Eupelmidae
Genre : Eupelmus

Espéce : vuilleti Crawford 1913.
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3-2-2 Reproduction

Type de reproduction

Comme chez D. basalis, les femelles sont issues d’une reproduction sexuée, alors que
les males haploides proviennent d’une parthénogenese arrhénotoque. E. vuilleti est aussi une
espece synovigénique. De méme, la femelle E. vuilleti est capable de contrdler le sexe de sa
descendance, ce qui se traduit par une modification de la sex ratio en fonction des conditions
rencontrées. Ainsi, le taux sexuel dépend de la taille et du stade de I’hote sur lequel les ceufs
sont déposés. Il est biais¢ en faveur des males sur des larves de stade L3, voisin de 0,5 sur des

larves de stades L4, et biais¢ en faveur des femelles en présence de nymphes (Terrasse, 1986).

Comportement de ponte

La femelle E. vuilleti est sensible aux odeurs de gousses et de graines de Niéb¢é mires
et sont attirées par les odeurs de bruches aux stades larvaires ou nymphaux ainsi que par les
feces de bruche (Cortesero et al., 1993). Une fois sur la graine, la femelle balaie de ses
antennes le tégument de la graine. La plupart du temps, la femelle localise la présence d’un
hote potentiel par la détection du chorion de I’ceuf de bruche (Terrasse, 1986). Elle peut alors
accéder a I’hote grace a deux chemins distincts, en forant son propre orifice ou en utilisant la
galerie de I’hote. Si elle utilise la galerie de I’hodte, la femelle s’immobilise et s’arc-boute a
I’aplomb de I’ceuf. Le stylet de I’ovipositeur est libéré de la troisiéme paire de valves qui le
protége au repos puis est inséré dans le chorion de I’ceuf de bruche. L’abdomen fait alors un
angle proche de 90° avec le reste du corps. L’ovipositeur suit la galerie creusée par la larve-
hote au cours de son développement jusqu’a la loge de 1’hdte. Bien que 1’acces par la galerie
de I’hdte soit décrit comme 1’acces privilégi¢ par les femelles de cette espece (Leveque,
1991), le forage du tégument directement a 1’aplomb de la loge de 1’hote n’est pas rare
(Jaloux, observations personnelles). Une fois dans la loge, la femelle inspecte le tégument de
I’héte et la paroi de la loge a ’aide de I’extrémité de son ovipositeur long et flexible. A 1’issue
de cette exploration, la femelle peut soit retirer son ovipositeur si les conditions favorables a
la ponte ne sont pas réunies, soit accepter 1’hdte et pondre. Si elle I’accepte, I’exploration de
I’hdte est suivie de piqlres provoquant des contorsions de I’hote et laissant des taches
brunatres visibles sur le tégument. Ces piqlres sont accompagnées de I’injection de venin
paralysant (El Agoze, 1983). Durant la phase de prospection interne de la loge et de 1’hote, la
perception de la présence d’une larve ou d’un ceuf d’une compétitrice allospécifique

déclenche généralement chez la femelle un comportement agressif (van Alebeek, 1991 ;
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Leveque et al., 1993). S’il s’agit d’un ceuf, le comportement ovicide consiste a percer a I’aide
de I’ovipositeur 1’ceuf qui se vide (Nell & van Lenteren, 1982 ; Arakawa, 1987). S’il s’agit
d’une larve, le comportement larvicide consiste a piquer plusieurs fois la larve avec injection

de venin.

Comme chez de nombreux Eupelmidae (Delanoue & Arambourg, 1965 ; Askew,
1971), I’exploitation de I’hdte peut prendre deux formes : la ponte proprement dite ou le
nourrissage sur 1’hote (Host feeding). Le nourrissage est rendu possible par 1’¢laboration d’un
tube alimentaire, composé¢ de tissus de 1’hote (hémolymphe) et de sécrétions de 1’ovipositeur.
La femelle leche I’hémolymphe de 1’hote qui monte par capillarité dans le tube alimentaire.
Pour la femelle E. vuilleti, le nourrissage sur 1’hote permet a la femelle d’obtenir une grande
quantité de protéines et de glucides utilisée pour maintenir la demande importante en protéine
associée a la production d’ceufs et les colts énergétiques liés a la survie (Rivero & Casas,
1999 ; Rivero et al., 2001 ; Giron, 2002 ; Giron et al., 2002). La femelle se trouve donc en
présence d’un Trade off : pondre ou se nourrir pour augmenter son stock d’ceufs matures
disponibles. Le nourrissage sur I’hote chez les parasitoides a fait I’objet de nombreuses études
théoriques ayant pour but de prévoir les conditions physiologiques et environnementales
optimales sous lesquelles une femelle va ignorer une opportunité de reproduction immeédiate
dans le but de se nourrir et d’augmenter ses opportunités futures (Jervis & Kidd, 1986 ; Chan

& Godfray, 1993 ; Heimpel et al., 1998).

Si le processus de ponte est enclenché, la femelle s’immobilise complétement,
I’abdomen prend alors une forme triangulaire caractéristique. Durant cette phase, la femelle
semble peu réceptive a des stimuli extérieurs, ce qui peut augmenter considérablement le
risque de prédation. La femelle dépose un ceuf pédicellé soit a la surface du tégument de
I’hote, soit a proximité, sur la paroi de la loge. L’ovipositeur est ensuite retiré de la graine et
ramené a I’horizontal pour €tre a nouveau recouvert par la troisiéme paire de valves. Apres la
ponte, la femelle peut recouvrir son ceuf ou le chorion de 1’ceuf de son hote d’un cocon tissé
d’un fil de soie (Terrasse, 1986). En dehors de ce comportement qui peut étre interprété
comme une forme de marquage, aucune posture caractéristique de marquage n’a été observée

chez cette espece.

44



Capacité de discrimination intraspécifique

Les capacités de discrimination intraspécifique d’E. vuilleti ne sont pas clairement
¢tablies et leur interprétation varie selon les auteurs. Pour Terrasse & Rojas-Rousse (1986), E.
vuilleti reconnait les hotes parasités par les conspécifiques et évite le superparasitisme,
probablement grace a la perception d’un stimulus interne. Pour Cortesero (1994), les femelles
E. vuilleti ne présentent pas de stratégie d’évitement du superparasitisme. Elle a observé un
taux important de superparasitisme (36%) alors qu’un nombre important d’hdtes présentés
aux femelles n’était ni exploité ni méme visité. Ce fort taux de superparasitisme a été retrouveé
chez d’autres Eupelmidae, notamment chez Eupelmus orientalis, une espéce proche d’FE.
vuilleti (Doury & Rousse, 1994). Enfin, lors d’études préliminaires, nous avons constaté que
E. vuilleti reconnaissait les hotes parasités par une conspécifique, mais cette discrimination se
traduisait par la recherche du superparasitisme en situation de choix entre deux hotes, 1’un
sain et 1’autre parasité. Il semble qu’E. vuilleti pratique 1’ovicide en situation de compétition
intraspécifique, bien qu’aucune donnée soit disponible quant a la fréquence de ce

comportement.

Cette espece semble capable d’adapter le nombre et la sex ratio de sa descendance en
fonction du type d’hote parasité prospecté. Ainsi, lorsqu’une femelle prospecte un hote
qu’elle a déja parasité, la sex ratio est biaisée en faveur des femelles (Darrouzet et al., 2003).
Ce phénomene suggere que cette espece posseéde un systeme performant de discrimination

intraspécifique. Les modalités de cette reconnaissance restent inconnues.

Figure 13 — ccuf d’E. vuilleti sur une larve de C.
maculatus. (x 100)
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Développement pré imaginal

L’ceuf d’E. vuilleti, de forme ovoide, est lisse et translucide (Fig. 13). Il mesure
environ 800 um de long pour un peu moins de 200 um de large et porte un pédicelle
d’environ 350 um (Cortesero, 1994). Il porte également un pédoncule beaucoup plus court
(60 um) et de faible diameétre a son pole micropylaire (Gomez Alvarez, 1980). Le
développement larvaire comprend 5 stades larvaires de type hyménoptériforme (De Bach,
1964) ne présentant aucune différence morphologique. Les larves sont blanches et apodes. La
capsule céphalique lisse de taille extrémement réduite est pourvue de mandibules acérées. Ces
mandibules sont creusées d’un canal reli¢ aux glandes salivaires. Elles permettent la fixation
de la larve sur le tégument de leur héte durant la nutrition et jouent un réle important lors des
combats larvaires (Delanoue & Arambourg, 1965 ; Leveque et al, 1993). Dés qu’elle s’est
libérée du chorion de I’ceuf, la larve néonate est assez active et se déplace a la surface du
tégument de 1’hote. Au premier stade larvaire, les mandibules fines, lisses et trés arquées, de
teinte brun clair, mesurent chacune 30 pm environ de la pointe a I’épaulement ; au dernier
stade larvaire, leur longueur est d’environ 50 um. Cinq jours aprés la ponte, les larves L5
cessent de s’alimenter et présentent une coloration grisatre. Elles rejettent une quantité
importante de féces noirdtre (méconium) et reprennent une coloration blanche. La mue
nymphale a lieu environ 3 jours plus tard. La nymphe, blanche a 1’origine, se colore
rapidement en ambre clair puis progressivement en brun foncé (Fig. 14). Dans les conditions
d’¢élevage, 1I’émergence a lieu environ 16 a 17 jours aprés la ponte, 48 heures environ apres

celle de D. basalis, les males émergeant un jour avant les femelles (van Alebeek, 1991).

Figure 14 — Nymphe agée de
femelle E. vuilleti. (x 40)
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Accouplement

L’unique accouplement a lieu immédiatement apres [’émergence des femelles
(Terrasse, 1986). Le male poursuit la femelle pendant quelques secondes puis 1’aborde
latéralement avant de sauter brusquement sur son thorax. Le male, dont la téte se situe alors
juste au-dessus de celle de la femelle, entreprend des contacts antennaires. La femelle, peu
affectée dans son comportement par la présence du male, continue de se déplacer. Au bout de
quelques minutes, le male abandonne le thorax pour placer ’extrémité postérieure de son
abdomen sous celui de la femelle. Apres la copulation, qui est trés rapide, le male retourne sur
le thorax de la femelle qui ne tarde pas a le chasser (Cortesero, 1994). Selon Terrasse (1986),
les femelles de cette espece refusent tout autre accouplement et ne s’accoupleraient qu’une

seule fois au cours de leur vie.

3-3 Elevages au laboratoire (Fig. 15)

La souche d’E. vuilleti et 1a souche de D. basalis étudiées sont originaires des environs
de Dapaong, région de culture importante du Niébé en zone soudanienne au nord du Togo.
Dans cette zone caractérisée par une seule saison seche d’octobre a mai, les deux especes de
parasitoides sont fréquemment retrouvées exploitant les mémes hotes, Callosobruchus
maculatus, Callosobruchus rhodesianus ou Bruchidius atrolineatus (Coleoptera : Bruchidae)
simultanément dans les greniers (Tchassanti, 1995). Ces souches issues de populations
sympatriques ont été¢ développées a partir d’individus émergeant de graines de Niébé infestées
achetées sur le marché de Dapaong a des producteurs locaux. Elles sont maintenues au

laboratoire dans des conditions comparables.

Les cages a population en plexiglas (40 x 30 x 30 cm) sont placées dans une étuve aux
conditions 35 : 25°C, 12: 12 h; L-D, 12: 12 h; Hr 70 = 10 %. Ces cages contiennent une
population de parasitoides males et femelles, un abreuvoir composé d’un réservoir et d’un
coton imbibé d’une solution d’eau sucrée, et une quantité variable selon les besoins de boites
de Pétri remplies de graines de Ni¢bé contenant des hdtes C. maculatus au stade L4 ou
nymphe. Ces hotes sont renouvelés tous les 48 heures. Les boites de Pétri contenant les hotes
sont retirées des cages d’¢élevage puis sont mises dans une étuve sous les mémes conditions
photo- et thermopériodiques jusqu’a I’émergence des adultes. Une partie des adultes
émergents est réintroduite dans la cage a population, la quantité¢ de femelles nécessaire aux

expériences est prélevée.

47



Males et femelles

/ de C. maculatus

Nymphe de C. maculatus
a 'intérieur de gélules

Obtention de
qraines a un hote

@&3)_BOITE DE PETR!
Graines contenant plusieurs Emergences
larves ou nymphes de C. maculatus de C. maculatus

introduction dans la cage
pendant 3 jours

+ o A R " + ¥ h
. *®
v & *
\/ + CAGE D'ELEVAGE
» ~"de D. basalis
TESTS p ou E. vuilleti
Accouplement et @

expérimentation
des fem?les

d'eau sucrée

-
/ Coton imbibé

Emergeants males
et femelles vierges
et inexpérimentés

2-3 jours

A

Transfert dans I'éclosoir

- ECLOSOIR

Béites de Pétri contenant des hotes

Tamisage de / parasités ou non par les Hyménoptéres\Tamisage de C. maculatus
de D. basalis

ou E. vuilleti

Figure 15 — Elevages des bruches et des parasitoides au laboratoire.
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C- Protocole expérimental

1- Choix du test biologique

L’étude expérimentale d’une discrimination intra ou interspécifique peut étre réalisée
classiquement en effectuant deux types d’expériences, présentant chacune avantages et
inconvénients. Le premier type d’expérience, historiquement le premier a avoir permis de
démontrer la discrimination, est basé sur 1’analyse de la répartition des pontes d’une ou
plusieurs femelles parasitoides exploitant un patch composé d’hdtes sains et parasités en
proportions connues (Salt, 1937 ; Arthur ef al., 1964 ; Vinson & Guillot, 1972). Une fois la
femelle parasitoide introduite dans l’aréne, tout hote parasité doit étre immédiatement
remplacé par un hote du méme type pour maintenir le ratio parasité/sain constant. Apres une
période suffisante permettant [’accomplissement d’un nombre important d’événements de
ponte, la répartition des pontes entre les hotes sains et parasités est comparée a une répartition
aléatoire théorique. Cette méthode peu flexible nécessite en outre une grande quantité d’hotes,
une période d’expérimentation importante ainsi que 1’observation de tous les hotes pour
détecter la présence d’une ponte éventuelle. Elle ne permet pas en outre de déterminer a quel
niveau, externe ou interne, est réalis¢ la discrimination. Le second type d’expérience est basé¢
sur I’observation du comportement. Il consiste a placer une femelle en situation de choix entre
des hotes sains et des hotes parasités et a noter différents items comportementaux, leur durée
et le type d’hote attaqué (Hubbard et al., 1987 ; Holler et al., 1991 ; Marris et al., 1996 ;
Hofsvang, 1990) Cette derniere procédure présente de nombreux avantages : elle nécessite un

temps d’observation limité et un petit nombre d’hotes.

Nous avons défini un protocole de test biologique, basé sur la position de femelles E.
vuilleti auxquelles nous avons proposé un choix simple entre deux hotes, I’un sain et 1’autre
parasité par D. basalis. Nous avons €tudi¢ la dynamique de la répartition des femelles sur I’un
ou I’autre des hotes présentés. Nous avons ensuite défini un indice, permettant de déterminer
le degré de préférence des femelles E. vuilleti en fonction des conditions d’expériences. Enfin,
nous avons testé la validité de ce test biologique en tentant de retrouver par cette méthode la
discrimination interspécifique par les femelles E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis,

déja démontrée par analyse de la répartition des pontes par van Alebeek et al. (1993).
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2- Définition du protocole de test biologique

2-1 Conditions de I’expérience

Toutes les expériences ont ét¢ réalisées dans les conditions photo et thermopériodiques
similaires a celles de 1’¢levage des parasitoides, c’est a dire 33° C, Hr 70 £ 10 %, avec un
éclairage intense. Dans ces conditions, les femelles sont actives et présentent une activité de

ponte importante.

2-2 Hotes présentés

Les stades préférentiels de C. maculatus pour la ponte des deux especes sont des
larves aux stades L4, prénymphes et nymphes (Nishimura, 1993). Tous les hotes présentés
aux femelles €taient des prénymphes et des nymphes, stades de taille importante et facilement
distinguables a 1’aide d’une loupe binoculaire. Ces stades sont atteints 22 jours apres la ponte
dans les conditions d’¢élevage. Les hdtes ne sont exploitables par la femelle parasitoide que
s’ils sont présentés a 1’intérieur d’une loge. Durant nos expériences, nous avons utilis¢ des
hotes enfermés a I’intérieur d’une loge naturelle, creusée par la larve de C. maculatus dans

une graine ou d’une loge artificielle fabriquée a partir d’une gélule de type pharmaceutique.

2-2-1 Graines a un hote

Les graines de Ni¢b¢é peuvent héberger une quantité variable de larves de bruches en
développement, jusqu’a 10 hotes par graine environ. Dans le but d’éviter un biais éventuel
dans le choix de la femelle parasitoide 1i¢ au nombre d’hotes présents a I’intérieur des graines,
et pour faciliter la recherche d’un ceuf de parasitoide, seules des graines ne renfermant qu’un
hote sont utilisées lors du test biologique. Ces graines sont obtenues en présentant dans une
boite de Pétri une cinquantaine de graines de Niébé a 4 bruches femelles pendant 4 heures.
Les bruches sont ensuite retirées et les boites placées dans 1’étuve d’¢élevage. Cinq jours plus
tard, les ceufs ont éclos, ils deviennent visibles et sont moins fragiles. Les graines sont triées.
Ne sont conservées que celles présentant un seul chorion blanchatre a leur surface. Ces
graines sont alors replacées dans I’étuve pour permettre le développement des larves. 22 jours
apres la ponte, une loge est visible par transparence, indiquant la présence d’un hdte a un
stade avancé. Ces graines sont utilisées immédiatement ou conservées au réfrigérateur

quelques jours jusqu’a leur utilisation pour les expériences.
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2-2-2 Gélules

Dans le systeme tritrophique étudié, tout se passe a I’intérieur de la graine. Il nous est
impossible d’observer la présence d’un ceuf de parasitoide a moins d’ouvrir les graines, ce qui
bien sir empéche de présenter I’hote pour une seconde exploitation. De plus, I’activité
ovicide d’E. vuilleti complique encore la tache. En effet, les ceufs percés deviennent tres
difficiles a repérer. Apres 1’exploitation par D. basalis puis par E. vuilleti, il nous est difficile
de savoir si ’hote a été exploité par D. basalis. L’utilisation de gé€lules transparentes nous
permet de savoir si la ponte est intervenue sans disséquer la graine et de contrdler la taille et le
stade de 1’hdte, tout en conservant 1’organisation la plus proche possible du systéme naturel,
c’est a dire I’hdte dans sa loge nymphale close. Ce systeme, développé au laboratoire par A.
M. Cortesero et G. Doury, consiste a modifier une gélule de cellulose transparente standard (2
cm de long et 0,6 cm de diametre), identique a celles utilisées en pharmacie (Fig. 16). De
facon a recréer le volume représenté par la loge nymphale, 1’extrémité arrondie du segment le
plus long est enfoncée, formant ainsi une petite cavité. Un hote sain, c’est a dire une
prénymphe ou une nymphe de C. maculatus, est déposée au centre de cette cavité concave.
Pour clore le systeme, la seconde partie plus courte de la gélule est placée sur la cavité et
I’hdte, apres avoir été percée, a I’aide d’une aiguille, de deux orifices permettant le passage de
I’air. Des études précédentes ont montré qu’aprés une période d’adaptation, les femelles se
comportent de facon comparable en présence d’hotes a ’intérieur de graines ou de gélules
(Gauthier, 1996 ; Jaloux, 2000), bien que le nombre d’ceufs soit l1égerement plus faible sur les

hotes a ’intérieur de gélules (Damiens et al., 2001).

Capot Pergage des pré-trous

/@H‘\

Nymphe de C. maculatus

. 3

\4 . ‘
Gélule Systeme
w artificiel
Socle Formation de la loge

Figure 16 — Fabrication du systéme artificiel gélule
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2-2-3 Hétes parasités

Les hotes parasités sont obtenus en présentant a des femelles parasitoides
expérimentées et accouplées agées de 3 a 4 jours des hotes sains, contenus dans des graines a
un hote ou des gélules durant 6 heures. Cette durée est suffisante pour obtenir un taux de
parasitisme important lorsque la densité en hote est d’environ 2 hotes par femelle parasitoide.
Les femelles sont alors retirées et la présence d’au moins un ceuf de parasitoide vérifiée sous
loupe binoculaire lorsqu’il s’agit de gélules. Pour les graines a un hote, le parasitisme ne peut
étre vérifie qu’apres I’expérience, lors de la dissection des graines. Ces hotes parasités,
comme les hotes sains, sont alors conservés a 1’intéricur de boites de Pétri dans I’étuve

utilisée pour les expériences, jusqu’a I’expérience, 24h (£ 3 heures) apres le parasitisme.

2-3 Préparations des femelles E. vuilleti pour I’expérience

Le nombre de femelles présentant une activité de ponte régulicre est faible durant les 2
premiers jours de leur vie, puis augmente pour atteindre un plateau le quatrieme jour
(Gauthier, 1996). Pour que les femelles présentent une activité de ponte maximale, elles
doivent étre agées d’au moins 3 jours et avoir pu acquérir une expérience de ponte. Cette
expérience de ponte est d’autant plus nécessaire lorsque 1’on utilise des gélules. Les femelles
émergeantes sont placées dans des boites de Pétri avec quelques males en présence de graines
contenant une quantité variable d’hotes ou de gélules en fonction de I’expérience. Un coton
imbib¢ d’une solution de sucrose (10%) leur permet de s’alimenter et réduit ainsi fortement la
mortalité précoce. Les femelles restent ainsi dans les conditions photo et thermopériodiques
de I’¢levage durant 2 jours. Durant cette phase, les femelles s’accouplent et stockent dans la
spermathéque une quantité¢ de spermatozoides suffisante pour assurer la fécondation des ceufs
produits au cours de leur vie. De plus, elles acquierent une expérience du comportement de
ponte qui va réduire la période d’inspection avant la ponte. Les femelles sont ensuite placées
individuellement dans une boite de Pétri sans hote avec un coton imbibé d’eau sucrée pendant
une journée. Au cours de la période d’isolement, I’ovogénese permet la production d’un
certain nombre d’ovocytes qui restent en rétention jusqu’a 1I’expérience. De plus, aprés cette
période d’isolement, les femelles testées sont plus actives.

Au début de I’expérience, les femelles sont donc agées de 3 jours, accouplées et

expérimentées a pondre sur le systéeme propos€.
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E. vuilleti

Graine parasitée GRAINE SAINE

Figure 17 — Dispositif expérimental utilisé pour le test biologique

2-4 Dispositif expérimental (Fig. 17)

Le dispositif adopté correspond a une expérience de choix simple : sur le fond d’une
boite de Pétri sont fixés par de la Patafix® deux gélules ou deux graines selon 1’expérience,
I’une contenant un hoéte sain et I’autre un hote parasité par D. basalis, séparées par 3 cm.
L’hoéte parasité est repéré par une marque de stylo a I’extérieur de la boite de Pétri, sur la
paroi verticale de la partie inférieure. Pour éviter tout biais du a une latéralité potentielle chez
les femelles ou a [Dinfluence de la position des ¢léments visuels dans 1’étuve
d’expérimentation, la position de I’hote parasité est inversée a chaque observation. L’aréne
ainsi formée définie 3 positions possibles pour la femelle : OUT, lorsqu’elle est ni sur 1’hote
parasité, ni sur 1’hote sain, GNP lorsqu’elle est sur 1’hote sain, et GP lorsqu’elle est sur 1’hote

parasité.

2-5 Déroulement de I’expérience

L’effectif important de femelles (60) a manipuler et a observer impose une répartition
en deux lots de 30 femelles, les deux lots étant testés consécutivement dans les mémes
conditions. Chaque femelle E. vuilleti est introduite dans une boite de Pétri contenant le
dispositif expérimental, sa position au départ étant aléatoire. Dans le but de s’affranchir de
I’influence d’un éventuel stress 1i¢ a la manipulation de la femelle, une période d’environ 30
secondes précede le déclenchement du chronometre. La position de chacune des femelles du
lot testé est alors notée périodiquement (a 10 secondes, 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25 et

30 minutes). Cette échelle de temps irréguliere a été choisie pour allouer un poids plus
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important aux observations du début de 1’expérience, correspondant au premier choix de la
femelle. 30 minutes apres le début de I’expérience, les femelles sont retirées de la boite. Cette
durée est suffisante pour 1’accomplissement d’une séquence comportementale de ponte
complete. Apres D’expérience, la dissection des graines ou I’observation des gélules sous
loupe binoculaire nous permet de vérifier I’exploitation de I’hdte. Généralement, 60
observations identiques sont réalisées pour une condition expérimentale. Un témoin est réalisé

pour chaque expérience en présentant a une femelle 2 hotes sains.

3- Traitement des données

3-1 Dynamique de ’arrivée des femelles sur les hotes

Durant toutes les expériences préliminaires, un nombre non négligeable de femelles E.
vuilleti, bien qu’ayant subi une préparation strictement identique a celle du reste des femelles,
ne sont pas stimulées par la présence d’hotes, parasités ou non. Ces femelles, que nous avons
nommé familiérement des baladeuses, restent immobiles sur le fond de la boite de Pétri ou
tournent continuellement le long des parois verticales de la boite. Il nous a semblé peu
rigoureux d’exclure ces femelles baladeuses des données, 1’absence de choix étant une
information pertinente dans I’analyse d’une éventuelle préférence ou attraction.

Les données collectées lors de 1’observation consistent en la position de chacune des
femelles a chaque temps d’observation. La position des femelles est une variable discrete
pouvant prendre trois valeurs en fonction du temps d’observation : OUT, GP ou GNP. La
répartition du nombre de femelles dans les trois modalités en fonction du temps peut étre
modélisée par des équations de courbes ajustées aux données expérimentales développées au
laboratoire en collaboration avec le Dr Caparroy (IRBI, Tours). Lorsque ’on exprime
I’évolution de Deffectif des femelles pour chacune des positions, on obtient 3 courbes,
NouT(t), NGP(t) et NGNP(t) qui peuvent étre décrite par un ensemble de parametres (Fig. 18):

Np : nombre total de femelles

Ngp : nombre de femelles sur la graine parasitée

None : nombre de femelles sur la graine non parasitée

Nour: nombre de femelles n’étant sur aucune graine

Nr :nombre de femelles sur aucune graine a la fin de I’observation

p : probabilité d’aller sur une graine/unité de temps. Nous avons considéré a priori que

cette probabilité était constante tout au long de 1’observation.
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La variation du nombre de femelles qui ne vont pas sur les graines peut s’exprimer
sous forme :

dNour (t)/dt = -pNo (Nour (t)-Nr )

dNour (t)/ (Nour (t)-Ng ) =-p No dt

In [K(Nout (t)-Ng )] =-p Not + K’

K(Nour (t)-Ng ) =eP Nt

Nourt (t)-Np=K’/K* ePNe!

N(0)-Np=K’/K* ¢, _, g entraine K’/K= Ny - N

Nour (t) = Np+(No- Ng)e? ™

Le nombre de femelles qui vont sur les graines Ncpoice peut alors étre écrit sous la

forme :
Ncnoick (t) = No - Nour (t)
Nenoice (t) = No - Ng-( Ng - Ng )e? N
Soit pgp la probabilité d’aller sur une graine parasitée,
Nap (1) = pap+ Nenoice (t)
NGp (t) = pep « (No - Ne-( Ny - Np)e? ™Y
None (1) = (1- pap)* Nenoice (1)
Nane (1) = (1- pep) « (No - Ne-(No- Ne)e ™)

Ces équations non lin€aires sont ajustées aux données obtenues lors d’un test
biologique présentant a 60 femelles E. vuilleti un choix entre une graine contenant un hote
sain et une graine contenant un hote parasité par D. basalis (Fig. 19). L’ajustement a été
réalisé grace a 1’algorithme itératif de Simplex sous Matlab. Les coefficients d’ajustement
sont bons (R? > 0,9). Le mode¢le est donc efficace pour expliquer 1’évolution de la répartition
des femelles dans les trois classes de position.

Le postulat de départ qui considere la probabilité d’aller sur une graine constante au
cours de I’observation est vérifi€¢ pour cette expérience. Cette probabilité constante d’aller sur
une graine pourrait s’expliquer par la durée de I’expérience, légerement supérieure a la durée
approximative d’une séquence de ponte, au faible taux de transition entre les graines et au fait
qu’une fois que la femelle E. vuilleti a pondu, elle reste généralement sur la graine choisie
jusqu’au terme de I’expérience. Cette probabilité intervient dans 1’intensité de la décroissance
ou de la croissance exponentielle. Pour obtenir une bonne estimation de cette probabilité p, il

faut un nombre important de données dans la zone de croissance ou de décroissance, c’est a
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Figure 18 - Mod¢le de dynamique de I’arrivée des femelles E. vuilleti sur les
hotes présentés lors du test biologique.

Ny : nombre initial de femelles ; Ny : nombre de femelles sur aucune graine a la
fin de I’observation ; Ngp: nombre de femelles sur 1’hote parasité; Nenp :
nombre de femelles sur I’hote non parasité ; Nour : nombre de femelles n’étant
sur aucune graine ; p : probabilité d’aller sur une graine par unité de temps.
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Figure 19 — Ajustement des courbes théoriques aux positions des femelles E. vuilleti

enregistrées lors d’un test biologique présentant un choix entre deux graines, I’'une contenant un

hote parasité par D. basalis, I’autre contenant un hote sain.

o : nombre de femelles sur aucune graine ; « : nombre de femelles sur la graine contenant 1’hote

parasité ; o : nombre de femelles sur la graine contenant I’hdte sain.
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dire au début de I’expérience ce qui justifie ’emploi d’une échelle de temps d’observation
non linéaire.

Cette exploitation mathématique tres fiable des données nous permet d’avoir acces aux
probabilités d’aller sur une graine (p) et d’aller sur une graine parasitée (pgp). Cependant, la
probabilité p est une valeur estimée sans variance, ce qui ne permet pas d’apporter une
réponse statistique sans multiplier les effectifs. D’autre part, la qualité de I’ajustement doit
étre ¢levée quelles que soient les conditions expérimentales, ce qui par la suite n’a pas
toujours été le cas, sous peine de ne pas pouvoir exploiter les données. Nous avons donc
voulu définir un indice de préférence permettant de conclure statistiquement sur la préférence
ou I’absence de préférence des femelles E. vuilleti pour ’un ou I’autre des hotes présentés,

quelque soit la dynamique de choix des hotes.

3-2 Indice de préférence

Nous avons construit un indice de préférence basé sur la position moyenne des
femelles au cours de 1’expérience. La position a chaque temps d’observation est codée de la
facon suivante : OUT = 0, GP = 1 et GNP = -1. La moyenne de I’ensemble des positions
relevées pour une femelle nous donne un indice de préférence individuel IPi, compris entre —1
et 1. L’échelle de temps d’observation non lin€aire définie précédemment donne plus de poids
aux positions du début de 1’expérience, correspondant au premier choix de la femelle.
Intuitivement, un IPi nul correspond a une absence de choix significatif de la femelle, qui peut
se traduire en réalité par deux situations, soit la femelle n’a été sur aucun des hotes présentés,
soit la femelle a visité les deux hotes sans préférer ’un d’entre eux. Un IPi positif correspond
a un choix préférentiel de 1’hdte parasité, alors qu’ IPi négatif correspond a un choix
préférentiel de ’hote sain. La moyenne des indices de préférence individuels IPi nous donne
un indice de préférence moyen IP (Fig. 20). Si I’indice de préférence moyen est nul, on
considere que les femelles E. vuilleti ne préferent aucun des hotes présentés. S’il est positif,
les femelles préferent 1’hote parasité et s’il est négatif, les femelles préférent les hotes sains.
La comparaison de I’indice de préférence moyen obtenu dans une condition expérimentale et
celui obtenu lors de 1’expérience témoin permet de conclure statistiquement sur la préférence
de la femelle. L’indice de préférence moyen est li¢ a la probabilité d’aller sur une graine
parasitée pgp: une pgp > 0,5 s’accompagne d’un nombre de femelles plus important sur la
graine parasitée, et donc d’un indice de préférence moyen positif. A 1’inverse, une pgp < 0,5
correspond a un indice de préférence moyen négatif. L’indice de préférence moyen ainsi

défini est 1ié également a la probabilité p d’aller sur une graine : un nombre important de
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femelles ne choisissant pas diminue la valeur absolue de I’indice, et donc I’intensité de la
préférence pour I'un des hotes proposés. Cet indice permet donc de savoir quel hote est

préféreé par les femelles E. vuilleti, en tenant compte des femelles n’ayant pas choisi.

Indice de Préférence

1
Préférence pour
I’hote parasité par
D. basalis
Pas de
préférence
0 I

&

Préférence pour
I’héte sain

-1
Figure 20 — Interprétation de I’indice de préférence

3-3 Analyse statistique

En général, la distribution des Ipi ne suit pas une loi normale, ceci tient
essentiellement a la construction de I’indice et aux faibles taux de transitions observés entre
les différentes positions possibles pour une femelle. Le test statistique choisi est donc un test
non paramétrique de Mann-Whitney (MW) entre deux échantillons indépendants
correspondant aux Ipi obtenus en situation expérimentale et les Ipi obtenus lors de
I’expérience témoin ou les femelles sont mises en présence d’un choix entre deux hotes sains
identiques. Ce test bilatéral, effectu¢ sous Xlstat pro 6.1.9, nous renvoie entre autre une P-
value comparée au risque a fixé a 0,05. La préférence pour 1’un des hotes présentés sera donc
significative si P-value < a et non significative si P-value > a. Lorsque I’expérience nécessite
la comparaison de plus de 2 échantillons, un test non paramétrique de Kruskal-Wallis (KW)
(Zar, 1999) sous Xlstat pro 6.1.9 est effectu€. Il nous renvoie une P-value comparée au risque
a =0,05. Si P-value < q, il n’existe pas de différences significatives entre les échantillons. Si
P-value > q, il existe une différence significative entre les échantillons. Dans ce dernier cas,

un test de Dunn-Sidak (DS) permet de classer et de regrouper les échantillons.
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& CHAPITRE 2 : MECANISMES DE LA
DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE foe
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Chez les Hyménopteres parasitoides, les mécanismes de la discrimination des
hotes parasités ont été étudiés principalement en situation de compétition intraspécifique
(Godfray, 1994). L’expression de la discrimination des hotes parasités par la perception d’un
marquage se caractérise par une durée d’action limitée (Hofsvang, 1990 ; Van Alphen &
Visser, 1990 ; Godfray, 1994) et par I’intégration de facteurs physiologiques et
environnementaux permettant a la femelle de décider d’accepter ou de rejeter un hote
notamment en fonction des chances de survie de sa descendance (Godfray, 1994). Dans de
nombreux systémes, la discrimination intraspécifique existe, elle est basée sur un changement
physiologique (Fisher & Ganesalingam, 1970 ; Vinson & Iwatch, 1980) ou comportemental
de I’hdte (Wylie, 1965), ou sur la détection visuelle ou tactile de I’ceuf de la femelle
précédente (Takasu & Hirose, 1988), la reconnaissance des hotes parasités implique
généralement la perception grace a des récepteurs antennaires (Salt, 1937) d’un stimulus
odorant, une phéromone de marquage (Nufio & Papaj, 2001) déposé par la femelle précédente
a la surface ou a l'intérieur de I’hdte ou de la structure végétale I’abritant. La phéromone
impliquée dans la discrimination intraspécifique a ¢t¢ découverte chez Campoletus
perdistinctus (Guillot & Vinson, 1972), puis chez de nombreuses autres especes parasitoides.
Il s’agit de la sécrétion de la glande de Dufour. La composition de cette sécrétion n’a été
déterminée que chez un nombre réduit d’especes (Mudd et al., 1982 ; Syvertsen et al., 1995 ;
Marris et al., 1996 ; Howard & Bakker, 2003).

Peu d’informations sont disponibles au sujet des mécanismes permettant la
discrimination interspécifique. Les cas de discrimination interspécifique étudiés sont
beaucoup plus rares (Godfray, 1994) et ont souvent été interprétés comme la perception par
une espece de la phéromone de marquage intraspécifique de 1I’espece concurrente (Mackauer,
1990). Les mécanismes impliqués et la réponse de la femelle ont souvent été supposés étre les
mémes que ceux intervenant dans la discrimination intraspécifique, mais les études
comportementales sont rares. Les mécanismes permettant la recherche du multiparasitisme
chez les especes kleptoparasitoides n’ont jamais été clairement établis (Arthur ef al., 1964 ;
Spradbery, 1968 ; Price, 1970 ; van Alebeek, 1991).

Nous avons dans ce chapitre tenté de déterminé le mécanisme permettant aux femelles
E. vuilleti de reconnaitre les hdtes parasités par D. basalis. Nous avons tout d’abord
caractérisé les conditions d’expression de cette discrimination, puis nous avons recherché le
ou les stimuli reconnus par les femelles E. vuilleti. Enfin nous avons déterminé leurs natures

et leurs compositions.
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A- ETUDE PRELIMINAIRE DE LA DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE

La préférence par E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis n’a ét¢ démontrée
jusqu’alors que par la répartition non aléatoire des pontes de femelles E. vuilleti (van Alebeek,
1991 ; van Alebeek et al., 1993 ; Léveque et al, 1993) qui peut résulter aussi bien d’une
discrimination externe que de I’exploration interne de 1’hdte. Nous avons voulu savoir si ce
choix préférentiel des hotes parasités pour pondre se traduisait par une répartition non
aléatoire des positions des femelles dans les conditions du test biologique définies dans le
chapitre 1. Nous avons également vérifié que I’emploi du systéme artificiel gélule n’avait pas
d’influence sur le choix de I’hote par les femelles E. vuilleti, et que ce systéme pouvait étre
utiliser pour les expériences.

Dans le but d’optimiser les tests biologiques, nous avons ensuite tent¢ de déterminer
dans quelles conditions I’expression de la discrimination interspécifique était maximale. Pour
cela, nous avons envisagé I’influence de facteurs physiologiques et environnementaux sur son
expression. Si peu de données sont disponibles quant aux conditions d’expression de la
discrimination interspécifique, en situation de compétition intraspécifique, plusieurs facteurs
sont décrits comme pouvant affecter 1’expression de la discrimination des hotes parasités
(Vinson, 1976 ; Mangel, 1987 ; Godfray, 1994) :

@ La perception d’un signal produit par une femelle apparentée (Hubbard et al.,
1987). La parenté entre les femelles ne peut intervenir dans la compétition interpécifique, elle
ne sera donc pas envisagée dans cette étude.

@ L’age de la femelle parasitoide. Ce paramétre regroupe plusieurs facteurs, comme
les expériences de ponte précédentes, le nombre d’ceufs en rétention, les chances de
rencontrer ultérieurement un hote de meilleure qualité. Le stock d’ceufs disponibles décroit
avec I’age de la femelle chez les espéces proovigéniques (Volk & Mackauer, 1990) et est
renouvelé continuellement toute la vie de la femelle chez les especes synovigéniques. E.
vuilleti est une espece synovigénique, cependant des études ont montré une variation de la
fécondité journaliére au cours de la vie de la femelle. Cette fécondité augmente jusqu’au 7™
jour puis diminue jusqu’a la mort de la femelle (Cortesero, 1994).

® Le délai entre les pontes. La femelle parasitoide serait capable d’adapter son
comportement de ponte en fonction des chances de survie de sa descendance (Charnov &
Skinner, 1985 ; van Alphen & Visser, 1990). Les chances de survie de la seconde ponte au
combat larvaire dépendent généralement du délai entre les pontes (Godfray, 1994). De plus,

chez certaines especes, le premier stade larvaire est mobile et présente de larges mandibules
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alors que les stades ultérieurs sont moins mobiles et ont des mandibules réduites ou absentes
(Chow & Mackauer, 1984, 1985, 1986 ; Goubault ef al., 2003). Chez D. basalis, il a ainsi été
démontré qu’avec un délai de 48 heures entre les pontes, les chances de survie s’ inversent au
profit de la seconde ponte (Wai & Fujii, 1990). E. vuilleti pourrait moduler son choix de
I’hdte en fonction de 1’age de la larve de D. basalis et donc du délai entre les pontes..

Nous avons étudi¢ ’influence de I’age des femelles E. vuilleti sur la préférence des

hoétes parasités par D. basalis, puis 1’influence du délai séparant les pontes.

1- Mise en évidence de la discrimination

1-1 Sur Graine

1-1-1 Procédure expérimentale

Le test biologique, tel qu’il a été décrit précédemment, est réalisé en proposant a 60
femelles E. vuilleti accouplées et expérimentées un choix entre deux graines: une graine
renfermant un hote sain et une graine renfermant un héte parasité par D. basalis 24 heures
avant I’expérience. Le parasitisme par D. basalis est vérifié aprés 1’expérience par dissection
des graines et seules les observations correspondantes sont conservées. Un témoin est réalisé
en présentant dans les mémes conditions un choix entre deux graines renfermant chacune un

hote sain.

Indice de Préférence

Temps en minutes

Figure 21 — Evolution de la préférence des femelles E. vuilleti au cours de
I’expérience en situation de choix entre une graine contenant un hote sain et
une graine contenant un hdte parasité¢ par D. basalis. Les erreurs standards,
par construction de 1’indice, n’apportent que peu d’information et affecte la
lisibilité. Elles ne sont donc pas figurées.

B : Témoin graines ; ¢ : Test graines.
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1-1-2 Résultats

En situation de choix entre deux graines renfermant chacune un héte sain (témoin),
nous obtenons un Indice de Préférence moyen (IP) neutre de —0,07, traduisant une absence de
préférence logique pour 1'un des deux hdtes identiques présentés. Lorsqu’on place des
femelles E. vuilleti en présence d’un choix entre une graine renfermant un hote sain et une
graine renfermant un hote parasité, nous obtenons un Indice de Préférence moyen positif de
0,57 (Fig. 21), significativement différent de celui de la population témoin (MW : P-
value<0,001). Si Ion consideére I’indice de préférence a chaque temps d’observation,
correspondant a la position moyenne des femelles, cet indice varie au cours de 1’observation,
de 0,37 a 10 secondes, il augmente pour atteindre un plateau a la dixieme minute et reste
supérieur a 0,6 jusqu’a la fin de I’observation (Fig. 22).

La préférence pour la graine contenant 1’hote parasité par D. basalis apparait durant
les phases précoces du comportement d’exploitation de 1’hote par les femelles E. vuilleti, 87%
des femelles ayant visité au moins une des graines présentées ont visité la graine contenant
I’héte parasité en premier. De plus, une fois le premier choix réalisé, les changements de
graine au cours de I’expérience, bien que rares (0,6 changements par femelle) sont plus
fréquents dans le sens hote sain — hdte parasité (59%) que dans le sens hote parasité — hote

sain (41%).
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Figure 22 — Indice de Préférence moyen (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux graines contenant chacune un hote sain (témoin)
ou une graine contenant un hote sain et une graine contenant un hote parasité
par D. basalis (test).

% : significatif (MW ; P-value < o)
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1-2 Sur Gélules

1-2-1 Procédure expérimentale

Le test biologique est réalis¢é en proposant a 60 femelles E. vuilleti accouplées et
expérimentées a la ponte sur gélules un choix entre deux gélules : une gélule renfermant un
hote sain et une gélule exploitée par D. basalis renfermant un hote parasité 24 heures avant
I’expérience. Le parasitisme par D. basalis est vérifié avant 1’expérience par observation
grace a une loupe binoculaire d’un ceuf de D. basalis.

Un témoin est réalisé en présentant a 60 femelles E. vuilleti dans les mémes conditions

un choix entre deux gélules renfermant chacune un hote sain.

1-
0,8

0,6
0,2
0

0,30

-0,4
-0,6

Indice de préférence

-0,8
A

Temps en minutes

Figure 23 — Evolution de la préférence des femelles E. vuilleti au cours de
I’expérience en situation de choix entre une gélule contenant un hote sain
et une gélule contenant un hote parasité par D. basalis. Les erreurs
standards, par construction de 1’indice, n’apportent que peu d’information
et affecte la lisibilité. Elles ne sont donc pas figurées.
B : Témoin gélules ; # : Test gélules.
1-2-2 Résultats
L’expérience témoin sur gélule nous donne un indice de préférence sensiblement
identique a celui obtenu sur graine, de —0,04 en moyenne. Lorsque des femelles E. vuilleti
sont en situation de choix entre deux gélules, une saine et une parasitée par D. basalis, nous
obtenons un indice de préférence de 0,36 significativement différent de celui obtenu en

situation témoin (MW : P-value < 0,01) (Fig. 24). E. vuilleti préfére donc les gélules

exploitées par D. basalis aux gélules saines. L’évolution de I’indice de préférence au cours de
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I’expérience sur gélule est semblable a celui obtenu lors de l’expérience sur graine : la
préférence apparait deés les premieres secondes, augmente pour atteindre un plateau a partir de
la dixieme minute (Fig. 23). De méme, 80% des femelles ayant visité une gélule ont choisient
la gélule parasitée en premier. L’indice de préférence moyen obtenu lors de Iutilisation du
systeme artificiel gélule (0,36) est toutefois significativement inférieur a celui obtenu avec le
systeme naturel (0,57 ; MW : P-value < 0,01), c’est a dire I’hdte a I’intérieur d’une graine de

Niébé.
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Figure 24 — Indice de Préférence moyen (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux gélules contenant chacune un hote sain (témoin)
ou une gélule contenant un hote sain et une gélule contenant un hote parasité
par D. basalis (test).
% : significatif (MW ; P-value < o)
2- Influence de I’4ge des femelles E. vuilleti sur I’expression de la discrimination

interspécifique

Le protocole de test biologique défini et I’emploi de gélules imposent une préparation
des femelles, leur permettant d’acquérir une expérience du systeme. Cette préparation consiste
a placer les femelles E. vuilleti pendant 2 jours en présence de gélules contenant des hdtes
sains, puis d’un jour d’isolement sans hdte pour augmenter la motivation a pondre et
renouveler le stock d’ceufs. Les femelles testées les plus jeunes étaient donc agées de 3 jours.
A T’opposé, apres une semaine environ, les femelles E. vuilleti sont beaucoup moins actives
et on observe une mortalité importante. Les femelles les plus agées testées €taient agées de 8

jours.
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2-1 Procédure expérimentale

6 lots de 60 femelles E. vuilleti émergentes ont €t¢ prélevés dans I’élevage. A JO, un
premier lot de 60 femelles est placé dans des boites de Pétri en présence de 60 gélules
contenant des hotes sains, de quelques males et d’eau sucrée. Les femelles des lots restants
sont isolées avec quelques males dans des boites de Pétri sans hdte avec un coton imbibé
d’eau sucrée renouvelée tous les jours. A J2, les femelles du premier lot sont isolées
individuellement sans hote dans des boites de Pétri, avec un coton imbibé d’eau sucrée. A I3,
ces femelles subissent un test biologique de choix entre une gélule contenant un hote parasité
par D. basalis 24 heures avant et une gélule contenant un hote sain. Les lots de femelles 2, 3,
4, 5 et 6 sont mis en présence d’hotes respectivement a J1, J2, J3, J4, J5, puis isolés sans
hotes a J3, J4, J5, J6, J7. Le test biologique est ensuite effectué respectivement a J4, J5, J6, J7,
J8.
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Figure 25 — Evolution de I’indice de préférence moyen (+ s.e.m.) des
femelles E. vuilleti pour la graine contenant un hote parasité par D.
basalis en fonction de leur age.

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < o)

Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace a un test de
Newman-Keuls (a = 0,05)

2-2 Résultats (Fig. 25)

Les valeurs d’indice de préférence moyen sont respectivement de 0,36 a J3, 0,33 a J4,
0,25 a J5, 0,35 a J6, 0,25 a J7 et 0,17 a J8. Ces valeurs sont toutes significativement
différentes de celle obtenue en situation témoin (-0,04 ; MW : P-value < 0,05 quel que soit
I’échantillon), les femelles préférent 1’hote parasité par D. basalis quel que soit leur age.

L’analyse statistique de I’évolution de cette préférence nous donne des résultats mitigés : bien

que la valeur de la P-value renvoyée par le test de Kruskal-Wallis soit inférieure a 0,05, ce qui
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traduit I’existence d’une différence significative entre les échantillons, le test de Dunn-Sidak
classe tous ces échantillons dans un méme groupe. Ces deux tests se contredisent,
probablement a cause de la faible puissance du test de Dunn-Sidak. Nous avons alors tenté
d’analyser cette ¢volution a 1’aide d’un test plus puissant, le test itératif de Newman-Keuls.
Les regroupements proposés indiquent une légere tendance décroissante de la préférence avec
I’age, méme si la valeur de I’indice de préférence moyen obtenu pour les femelles agées de 6
jours est trop ¢levée et apparait statistiquement identique a la valeur obtenue avec des
femelles de 3 jours. L’age des femelles E. vuilleti semble donc avoir une influence sur

I’expression de la discrimination interspécifique.

3- Influence du délai entre les pontes sur I’expression de la discrimination
interspécifique par E. vuilleti

Le délai entre les pontes de deux femelles parasitoides peut modifier le choix
d’accepter ou de refuser 1’hdte rencontré (Chow & Mackauer, 1986 ; Hubbard et al., 1987).
Plusieurs hypotheses ont ét€¢ avancées pour expliquer cette influence : Strand et Godfray
(1989) ont montré, grace a des mutants couleur des yeux, que la survie de la seconde ponte du
Braconidae grégaire Bracon hebetor était influencée par le temps entre les deux pontes. Les
femelles parasitoides devraient attaquer préférentiellement des hotes récemment parasités ou
leurs descendances ont les meilleures chances de survies (van Lenteren, 1981 ; Mackauer,
1990). Le parasitisme pourrait €galement affecter la qualit¢ de 1’hdte et le rendre moins
attractif pour la femelle. Chez le Scelionidae Telenomus heliothidis, qui s’attaque aux ceufs de
la mite Heliothis virescens, la larve récemment éclose cause la nécrose de 1’hote qui semble
étre répulsive pour la seconde femelle (Strand, 1986). Enfin, le signal permettant la
discrimination n’a souvent qu’une durée de vie limitée (Hofsvang, 1990 ; Micha ef al., 1992),
les hotes parasités ne sont distinguables que durant une courte période en relation avec la
nature du signal utilisé pour la discrimination, variant de 10 minutes (Ikawa & Suzuki, 1982)

a plus de 72 heures (Bosque & Rabinovitch, 1979).

Nous avons étudié 1’influence du délai entre les pontes sur la préférence d’E. vuilleti
pour les hotes parasités par D. basalis. L’étude du délai entre les pontes des deux parasitoides
est limitée par 1’évolution rapide de I’hote. Les deux parasitoides pondent dans des stades
larvaires agés, prénymphes ou nymphes. Le test biologique réside en un choix simple entre
deux hotes, I’un sain et I’autre parasité, de méme stade, et ayant subit le méme traitement. Le

parasitisme par la premiere femelle arréte le développement de I’hote, alors que I’hote sain
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correspondant continue son développement, se nymphose et émerge. Dans les conditions
d’¢levage et de test biologique, un délai maximum de cinq jours suffit a une prénymphe pour
terminer son développement et émerger de la graine. L’¢tude n’a donc pu porter que sur un

délai maximal de 4 jours.

3-1 Procédure expérimentale

Quatre lots de 60 femelles émergentes ont €t¢ prélevés dans 1’élevage. Chacun d’entre
eux a été expérimenté a la ponte sur gélule durant 2 jours. Le troisieme jour, les femelles ont
été 1solées individuellement sans hdte avec un coton imbibé d’eau sucrée. A J4, ces quatre
lots de femelles ont subi un test biologique entre une gélule renfermant un héte sain et une
gé€lule renfermant un hote parasité par D. basalis 24h, 48h, 72h ou 96h ( £ 3 heures ) avant le
test selon le lot de femelles considéré. Vingt quatre heures apres la ponte, I’ceuf de D. basalis
n’a pas encore éclos. Cette éclosion intervient apres 30 heures environ (Gauthier, 1996). La
gamme de délai étudiée correspond a celle utilisée par Wai & Fujii (1990) pour mettre en

évidence la variation des chances de succes de la seconde ponte chez D. basalis.
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Figure 26 — Evolution de I’Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles
E. vuilleti pour les hotes parasités par D. basalis en fonction du délai
séparant les pontes.

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < o)

Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace un test de
Dunn-Sidak (a = 0,05).
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3-2 Résultats (Fig. 26)

L’indice moyen de préférence obtenu est significativement différent de celui
correspondant au témoin quel que soit le délai séparant I’exploitation par D. basalis de la
visite par E. vuilleti (WMW : P-value; < 0,001 ; P-value, < 0,001 ; P-value; < 0,001 ; P-
value, = 0,008). La période durant laquelle le stimulus est perceptible par les femelles E.
vuilleti est supérieure a celle décrite chez les especes ou I’influence du délai entre les pontes
sur la discrimination intraspécifique a été étudiée (Hofsvang, 1990). L’indice de préférence
moyen reste significativement identique quel que soit le délai séparant le passage des deux
femelles parasitoides (KW : P-value = 0,12 > o = 0,05). Le délai entre les passages des deux
femelles parasitoides ne semble pas avoir d’influence sur I’intensité de la préférence de la
femelle E. vuilleti pour les hotes parasités par D. basalis lorsqu’il n’excede pas 4 jours. Par
contre, la proportion de femelle qui choisissent en premier la gélule parasitée diminue
significativement avec le délai séparant les pontes (y%obs = 13,70> ¥ critique = 7,81 ; 3 ddl, a =

0,05). Elle est de 89% apres 24h, 87% apres 48 h, 67% apres 72 h et 64% apres 96 h.

4- Discussion

Lors de ces expériences préliminaires, I’indice de préférence moyen calculé a partir
des positions des femelles était positif et significativement différent de celui obtenu dans
I’expérience témoin, et ce quel que soit le systeme utilis€, naturel ou artificiel. La préférence
des femelles E. vuilleti pour les graines contenant des hotes parasités par D. basalis est
vérifiée. L analyse des positions des femelles soumises au protocole de test biologique défini
permet de démontrer statistiquement une préférence éventuelle ou une absence de préférence
d’E. wvuilleti pour I'un des deux hotes présentés. La valeur plus faible de I’Indice de
Préférence moyen constatée lors de 1’expérience sur gélule par rapport a celui obtenu sur
graine peut s’expliquer par 1’absence dans le systeme gélule d’un des facteurs attractifs pour
la femelle E. vuilleti, les composés secondaires issus de la plante-hote, le Niébé. En effet,
Cortesero et al. (1993) ont montré a I’aide d’un olfactomeétre tubulaire que I’odeur de gousses
ou de graines seches de Niéb¢ affectent le comportement locomoteur des femelles E. vuilleti.
Les gélules renfermant une nymphe de C. maculatus constitueraient un site de ponte moins

attractif que le systéme naturel complet, sans les stimuli visuels, tactiles et surtout odorants de
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la graine de Niébé. Malgré tout, ce systeme artificiel présente de nombreux avantages et sera
donc utilisé dans la plupart des expériences de test biologique.

Dans ces expériences préliminaires, toutes les femelles E. vuilleti testées n’ont jamais
rencontré d’hotes parasités par D. basalis. Malgré cette inexpérience, une proportion
importante de femelles naives est capable de reconnaitre et de préférer les hotes parasités par
D. basalis des leur premicre rencontre avec ce type d’hote. La discrimination semble
déterminée génétiquement et ne nécessite pas d’expérience préliminaire des femelles des deux
types d’hdtes pour son expression. Cette capacité¢ des femelles naives semble indiquer que le
déterminisme de cette discrimination est différent de celui impliqué dans la plupart des cas de
discrimination intraspécifique. Généralement, les femelles naives acceptent les hotes
parasités, alors que dans les mémes conditions, les femelles expérimentées les rejettent (van
Lenteren & Bakker, 1975 ; Klomp et al., 1980).

La discrimination semble intervenir avant la visite de chacune des graines ou gélules
présentées. La reconnaissance des hotes parasités doit faire intervenir un stimulus perceptible
au moins a courte distance, de type visuel ou olfactif. Le stimulus impliqué est attractif et
semble stimuler le comportement de ponte, il s’agit vraisemblablement d’un signal

(kairomone) ou d’une trace odorante consécutive a 1’exploitation de 1’hote par D. basalis.

Les femelles E. vuilleti semblent préférer les hotes parasités par D. basalis quel que
soit leur age. E. vuilleti étant une espece synovigénique, le stock d’ceufs disponibles dépend
peu de I’age de la femelle. Il dépend plutot du nombre d’épisodes de ponte récents, ainsi que
de la disponibilité en nourriture, permettant une vitellogénese efficace. Dans les conditions de
I’expérience, les épisodes récents de ponte sont indépendants de I’age des femelles, car la
préparation des femelles E. vuilleti aux expériences consiste a les placer pendant deux jours
en présence d’hote, quel que soit 1’age testé. Globalement, la rétention en ceuf ne semble pas
influencer le choix des femelles E. vuilleti. L’indice de préférence moyen semble néanmoins
présenter une légere tendance décroissante en fonction de 1’age. La diminution de I’activité de
recherche de 1’hote et de ponte chez les femelles les plus agées évoquée chez certaines
especes proovigéniques (Volk & Mackauer, 1990) ne semble pas pouvoir expliquer cette
tendance chez I’espece E. vuilleti. En effet, des études olfactométriques ont montré que si la
femelle acquicre une expérience de ponte, I’hdte reste attractif jusqu’au sixiéme ou septieéme
jour de la vie de la femelle (Cortesero, 1994). La préparation des femelles E. vuilleti pour les

expériences nécessitant 3 jours, et la préférence semblant 1égérement fléchir aprées le 5™ jour
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de la vie de la femelle, toutes les expériences futures vont étre effectuées avec des femelles

agées de 3 ou 4 jours.

Le délai entre les passages des deux femelles ne semble pas influencer la préférence
par E. vuilleti des hotes déja parasités par D. basalis. Des observations préliminaires ont
montré qu’E. vuilleti semble capable de reconnaitre les hdtes immédiatement apres
I’exploitation de 1’hote par la femelle D. basalis. Cette reconnaissance reste efficace jusqu’a 4
jours apres 1’exploitation par la femelle D. basalis. Ces résultats concordent avec la seule
¢tude menée a ma connaissance sur 1’influence de I’age de la premicre ponte sur la découverte
par un kleptoparasitoide des hotes parasités par I’espéce concurrente : Pseudorhyssa sternata
percoit les trous forés par Rhyssa persuasoria (Hyménoptéres: Ichneumonidae)
immédiatement et jusqu’a 12 jours auparavant (Spradbery, 1968). La discrimination
interspécifique par E. vuilleti semble présenter une persistance beaucoup plus importante que
les quelques heures (Klomp et al., 1980 ; Chow & Mackauer, 1986 ; Strand, 1986 ; Sugimoto
et al., 1986) a quelques jours (Harrison et al., 1985; Bosque & Rabinovich, 1979)
mentionnées dans les €études portant sur la discrimination intraspécifique. La capacité de
discrimination interspécifique semble s’appuyer sur la perception d’un signal ayant une durée
de vie trés importante ou plus probablement sur la perception de plusieurs signaux successifs.
Elle pourrait ainsi faire intervenir la détection d’un indice d’exploitation ou d’un marquage,
puis de la larve en développement. Cette hypothése est confortée par 1’évolution de la
proportion de femelles qui choisissent 1’hdte parasité en premier. Cette proportion est
importante avec un délai de 24 et 48 h, puis diminue fortement. La discrimination
interspécifique apres un délai de 48 h pourrait faire intervenir la perception par I’ovipositeur

de la larve concurrente.

Ces observations au niveau du comportement de la femelle E. vuilleti en présence
d’hotes parasités par D. basalis concordent avec les taux de multiparasitisme observés par van
Alebeek et al. (1993). Dans cette étude, le nombre d’ceufs déposé par la femelle E. vuilleti
sur un hote parasité par D. basalis restait significativement supérieur a celui déposé sur un
hote sain avec un délai de 7 jours entre le passage des deux femelles. Cependant, aprés un
délai aussi important, 1’hdte était presque entierement consommeé par la larve D. basalis. La
ponte sur cet hote ne constitue plus un cas de multiparasitisme mais d’hyperparasitisme, la
larve d’E. vuilleti se développant non plus sur la larve de C. maculatus mais aux dépens de

celle de D. basalis. Les délais étudiés, de 1 a 4 jours, n’ont pas été suffisants pour permettre
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I’observation d’une influence de ce délai sur le choix d’un hote par la femelle E. vuilleti.
Cependant, passé cette période, la qualité de I’hote présenté differe trop entre un hote parasité

et un hote sain pour permettre de déterminer quel facteur influerait sur la prise de décision.

Pour éviter que la préférence observée ne soit due a la perception de la larve de D.
basalis et a I’hyperparasitisme, les hotes parasités présentés aux femelles E. vuilleti pour les

tests biologiques seront parasités depuis 24 heures (£ 3 heures).

72



B- DETERMINATION DU STIMULUS IMPLIQUE DANS LA
DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE

Il existe une grande variété de stimuli associés a un hote parasité capables de
provoquer une modification du comportement des femelles parasitoides conspécifiques ou
allospécifiques. Plusieurs catégories ont été définies, se basant soit sur la nature du stimulus
impliqué (Vinson, 1976 ; Godfray, 1993 ; Nufio & Papaj, 2001), soit sur la localisation de ce
stimulus sur le systéme plante-hote (Salt, 1937 ; van Lenteren, 1976 ; Hofsvang, 1990), soit
enfin sur la fonction primaire de ce stimulus (Seeley, 1998 ; Nufio & Papaj, 2001). D’apres
ces derniers, les stimuli permettant aux femelles de distinguer les hotes parasités des hotes
sains peuvent étre qualifiés soit d’indices, soit de signaux. Un indice est le produit de la
sélection d’un caractére non li€ a la communication et qui ne véhicule une information
qu’accidentellement. Un signal est sensé avoir été sélectionné pour véhiculer une information
d’un émetteur vers un receveur, et donc constitue une véritable communication (Roitberg &
Mangel, 1988). Cette distinction est parfois difficile car les systéemes de communication
n’apparaissent que rarement spontanément, et les signaux impliqués ne sont souvent que des
indices amplifiés par I’émetteur (Hasson et al., 1992 ; Bradbury & Vehrencamp, 1998).

Les indices peuvent prendre la forme d’un stimulus visuel ou tactile : la vue d’une
femelle en train de pondre (Spradbery, 1968), la perception du pédicelle de I’ceuf saillant a
I’extérieur de 1’hdte (Takasu & Hirose, 1988) ou la perception par 1’ovipositeur de la présence
de la larve (Mappes & Mikeld, 1993). Chez les endoparasitoides, la ponte a I’intérieur d’un
hote peut provoquer un changement de la composition de I’hémolymphe de 1’hote (Vinson &
Iwatsch, 1980 ; Ferkovich et al., 1983 ; Strand, 1986), ce changement est utilis¢ par la femelle
suivante pour discriminer les hotes sains des hotes parasités (Fisher & Ganesalingam, 1970).
L’utilisation de véritables signaux, sélectionnés pour véhiculer une information, a été décrite
chez de nombreuses especes. La femelle parasitoide, apres la ponte, dépose dans 1’hote, a la
surface de I’hdte ou de la structure végétale I’hébergeant, un signal chimique permettant la
discrimination intraspécifique par les femelles suivantes (King & Rafai, 1970 ; van Lenteren,
1976 ; Hofsvang, 1990 ; Godfray, 1994). Ce dépdt constitue une phéromone de marquage
définie par Nufio & Papaj (2001) comme un signal chimique associé a I’hote qui indique
I’occupation par des individus conspécifiques. Habituellement percue par chemoréception de
contact, ces phéromones sont généralement produites par les femelles et déposées sur ou dans

I’hdte apres la ponte. Chez certaines especes, la phéromone de marquage peut étre produite
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par des stages juvéniles, ceuf (Gauthier & Monge, 1999) ou larve (Corbet, 1973 ; Hilker &
Weitzel, 1991).

La localisation du signal ou de I’indice sur le systéme plante-hote joue un rdle
important, puisqu’elle conditionne la phase du comportement de recherche d’un hote durant
laquelle la discrimination est réalisée. Le marquage du patch a ainsi été décrit chez certaines
especes (Price, 1970b ; Holler & Hormann, 1993 ; Bernstein & Driessen, 1996 ; Hoffmeister
& Roitberg, 1997). 11 permettrait la discrimination a distance ou durant la phase de
localisation de I’habitat de 1’hote. Le marquage du patch a été trés étudié¢ d’un point de vue
théorique car il pourrait permettre a la femelle de prendre des décisions optimisant sa
stratégie de recherche d’un hote (Waage, 1979 ; Hemerik ef al., 1993 ; Rosenheim & Mangel,
1994). 11 s’agit souvent du marquage de la structure végétale pouvant contenir plusieurs hotes
(fruit, feuille ou graine) (Godfray, 1994) ou serait du a la perception a distance du marquage
de I’hote qui diffuserait dans le milieu (Potting ef al., 1997). Les hotes peuvent €galement étre
marqués individuellement, la discrimination intervient alors durant la phase de sélection de
I’héte (Godfray, 1994). Le dépdt d’un signal chimique a la surface de I’hote si celui-ci est
libre ou de la structure végétale I’abritant s’il est cryptique, constitue un marquage externe. Ce
marquage est percut par des récepteurs antennaires (Nufio & Papaj, 2001), avant
I’introduction de 1’ovipositeur. Un marquage interne de 1’hote ou de sa loge est également
décrit chez de nombreuses especes (Hofsvang, 1990). La discrimination est alors effectué¢
apres insertion de [’ovipositeur et ferait intervenir des récepteurs sensoriels situés sur
I’ovipositeur.

Chez les hyménopteres parasitoides, les sites de production et de stockage de
phéromone de marquage intraspécifique des hotes parasités sont classiquement associés aux
systémes exocrines ou reproductifs (Nufio & Papaj, 2001). Les glandes accessoires et plus
particulierement la glande de Dufour (Guillot & Vinson, 1972 ; Mudd ef al., 1982 ; Harrison
et al., 1985 ; Hubbard et al.,, 1987) et la glande a venin (Greany, 1971 ; Bragg, 1974 ;
Yamaguchi, 1987) semblent étre les sites de production les plus communs. Chez de rares
especes, les oviductes latéraux et plus précisément la partie glandulaire sécrétrice, le calice
(Guillot & Vinson, 1972) ou les ovaires (Holler et al., 1993), ont été identifiés comme étant le
site de production ou de stockage. Plus rarement, chez d’autres especes, le dépot de la
phéromone de marquage a la surface de 1’hote est associé aux pattes (Foltyn & Gerling,
1985), ou dans le cas ou I’hormone juvénile fait office de phéromone de marquage, les

corpora allata (Holler et al., 1994).
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Chez les especes évitant le multiparasitisme, la discrimination interspécifique
s’effectue généralement grace a la perception de la phéromone de marquage de 1’espece
concurrente (Hagvar, 1989) ou phylogénétiquement proche (Vet et al., 1984). Chez les
especes kleptoparasitoides ou le mécanisme permettant la reconnaissance interspécifique a été
¢tudié, les données sont diverses. Chez Pseudorhyssa sternata (Hyménoptera :
Ichneumonidae), le stimulus est soluble dans 1’eau, il s’agirait de substances lubrificatrices de
I’ovipositeur de [’espece concurrente (Spradbery, 1968). Chez Temelucha interruptor
(Hymenoptera : Ichneumonidea), le stimulus impliqué serait la phéromone de marquage de
I’espece concurrente, et résisterait au lavage a I’eau du substrat (Arthur ef al., 1964).

Nous avons tenté dans ce chapitre de déterminer la localisation du stimulus permettant
la discrimination interspécifique par E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis sur le
systéme plante-hote. Nous avons ensuite ¢tudié sa nature et son action sur le comportement de

ponte de la femelle D. basalis. Enfin, nous avons tenté de déterminer quelle était son origine.

1- Localisation du stimulus sur le systéme plante-hote

L’utilisation de gélules nous permet de séparer les trois parties les constituant, la partie
inférieure de la gélule ou socle, représentant la partie inférieure de la surface interne de la
loge, I’hote, c’est a dire la nymphe de C. maculatus, et la partie supérieure de la gélule ou
capot, constituant la surface externe du systéme et la partie supérieure de la surface interne de
la loge. Nous pouvons ensuite reformer de nouvelles gélules constituées d’une ou plusieurs

parties provenant de gélules exploitées par D. basalis et de parties neuves propres.

1-1 Procédure expérimentale

Deux lots de 60 femelles E. vuilleti accouplées et expérimentées a la ponte sur gélule
ont subi un test biologique présentant un choix entre une gélule neuve renfermant un hote sain
et une gélule modifice.

Expérience 1: La gélule modifiée A (Fig. 27) est une gélule composée d’un capot
provenant d’une gélule exploitée par D. basalis 24 heures avant 1’expérience, I’hote et le socle
sont remplacés par un hote sain et un socle neuf. La face interne du capot est nettoyée a I’aide
d’un coton sec pour le débarrasser des ceufs ou des dépots éventuels.

Expérience 2 : La gélule modifiée B (Fig. 27) est composée d’un socle et d’un héote

provenant d’une gélule contenant un hote parasité par D. basalis 24 heures avant 1’expérience,
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dont le capot a été remplacé par un capot neuf. La présence d’un ou de plusieurs ceufs de D.
basalis est vérifiée sous loupe binoculaire.

L’indice de préférence obtenu lors de ces expériences est comparé a celui obtenu lors
de ’expérience témoin (Chap. 2 I 1-2) réalisée en présentant a 60 femelles E. vuilleti dans les

mémes conditions un choix entre 2 gélules neuves identiques, contenant un hote sain.

Gélule modifiée A

Capot exploité >
? >
Pré trous ]

Nymphe de C.
maculatus Oeuf de D. >
basalis

Nymphe de C.
maculatus non

parasitée + socle
neuf
Gélule
parasitée par || |
D. basalis T—

Capot neuf
- P

|

>
? >
Socle exploité + (D -
hote parasité
O C

Gélule modifiée B

>

Figure 27 — Modification d’une gélule parasitée par D. basalis, permettant de tester séparément
la surface (gélule modifiée A) du reste du systeme (gélule modifiée B).

1-2 Résultats (Fig. 28)

L’indice de préférence moyen obtenu lors d’un choix entre une gélule modifiée A dont
seul le capot a été en contact avec une femelle D. basalis est positif et significativement
différent de celui obtenu en situation témoin (0,46 ; MW : p-value < 0,01). Les femelles E.

vuilleti préfeérent donc les gélules dont le capot provient d’une gélule contenant un hote
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parasité par D. basalis. Cette valeur est similaire a celle obtenue en présence d’un systeme
g€lule-hote parasité complet (MW : p-value = 0,026). Lors de la deuxieme présent un choix
entre une gélule neuve renfermant un hote sain et une gélule modifiée B composée d’un socle
et d’un hote parasité par D. basalis recouverts d’un capot propre, I’indice de préférence
moyen est positif (0,12), bien que non significativement différent de celui obtenu lors de
I’expérience témoin (MW : p-value = 0,056). Le socle et I’hote parasité ne semblent pas ou

peu attractifs pour les femelles E. vuilleti.

1. %*
T %*

0,8
0,6
0,4
0,2 1 —

0 [

-0,2
0.4 témoin gélule gélule systéme
’ modifiée A modifiée B complet

Indice de préférence

-0,6
-0,8
A

Figure 28 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre une gélule saine et une gélule modifiée A, une
gélule modifiée B ou une gélule enticre exploitée par D. basalis.

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < o)

2- Nature du stimulus impliqué

Des observations préliminaires a la loupe binoculaire de graines ou de gélules
parasitées par D. basalis n’ont pas permis de déceler le moindre indice visuel ou tactile
capable de permettre la discrimination interspécifique par E. vuilleti des hotes parasités par D.
basalis. Les trous d’insertion de 1’ovipositeur sont extrémement discrets et difficilement
discernables méme a fort grossissement. D’autre part, 1’hote parasité par D. basalis est préféré
des le premier choix, la discrimination semble intervenir avant que la femelle ne monte sur la
graine. Des stimuli tactiles ou uniquement gustatifs ne semblent pas pouvoir induire la
préférence rapide a courte distance observée chez les femelles de cette espéce en situation de
compétition interspécifique. Un stimulus olfactif volatil semble donc le meilleur candidat.

D’autre part, chez la plupart des especes ou le stimulus permettant la discrimination a été
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identifié, il s’agissait d’un dépot odorant d’hydrocarbures percu par les récepteurs olfactifs

antennaires de la femelle (Guillot &Vinson, 1972 ; Godfray, 1994 ; Nufio & Papaj, 2001).
Nous avons voulu vérifier que le stimulus impliqué dans la discrimination

interspécifique était bien de nature chimique. Pour cela, nous avons étudié son transfert d’une

gé€lule a une autre par I’intermédiaire d’un solvant organique.

2-1 Procédure expérimentale

60 gélules contenant des nymphes de C. maculatus sont placées dans des boites de
Pétri avec 60 femelles D. basalis accouplées et expérimentées dans les conditions photo- et
thermo- périodiques de 1’¢levage. Apres 48 heures, les femelles parasitoides sont retirées et le
parasitisme est vérifié sous loupe binoculaire. Dans ces conditions, les hotes sont fortement
superparasités et portent de 3 a 8 ceufs de D. basalis. Les capots des gélules parasitées sont
prélevés puis plongés quelques secondes dans 2 ml de dichlorométhane. 5 pl de cet extrait
sont alors déposés a la surface de 60 gélules propres contenant des hotes sains. Le
dichlorométhane s’évapore trés rapidement, laissant a la surface de la gélule un dépot
chimique éventuel. Ces gélules constitueront les gélules a tester. D’autre part, les capots de 60
gé€lules non parasitées contenant des hotes sains ont été lavés dans 2 ml de dichlorométhane. 5
ul de cet extrait sont alors déposés a la surface de 60 gélules neuves contenant un hote sain.
60 femelles E. vuilleti subissent alors un test biologique présentant un choix entre ces deux
types de gélules. L’indice de préférence obtenu est comparé a celui obtenu en situation témoin

(Chap. 21 1-2).

2-2 Résultats (Fig. 29)

L’indice de préférence moyen obtenu lors de cette expérience est significativement
différent de celui obtenu lors de ’expérience témoin (0,24 ; MW : P-value < 0,001). Les
femelles E. vuilleti sont capables de reconnaitre les gélules sur lesquelles a ét¢ déposé un
extrait obtenu par lavage de la surface d’une gélule exploitée par D. basalis. Cependant, bien
que non significativement différent (MW : P-value = 0,09), I’indice de préférence obtenu lors
de cette expérience est sensiblement inférieur a celui obtenu lorsque 1’on présente dans les
mémes conditions un choix entre une gélule contenant un hote sain et une gélule contenant un
hote parasité. L’évolution de I’indice de préférence au cours de I’observation semble indiquer
qu’apres une augmentation similaire durant les 5 premieres minutes, 1’indice de préférence
diminue plus rapidement lorsque la gélule testée porte uniquement un extrait au

dichlorométhane. Aprés avoir effectué une séquence de ponte entiere, les femelles ayant
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choisi les gélules portant 1’extrait quittent la gélule plus rapidement que lorsque le systeme

gé€lule-hote parasité est complet.

1,0 -
0,8
0,6 —
0,4
0,2

0,0 —
0,2
0,4
0,6
0,8
-1,0 i

témoin test extrait

Indice de préférence

Figure 29 — Indice de Préférence moyen (+ s.e.m.) des femelles E.
vuilleti en situation de choix entre deux gélules contenant chacune un
hote sain (témoin) ou une gélule sur laquelle a été déposé un extrait
obtenu par lavage dans le dichlorométhane de gélules exploitées par D.
basalis et une gélule sur laquelle a été déposée une quantité équivalente
de dichlorométhane (test extrait).

% : significatif (MW ; P-value < )

3- Réle du stimulus dans la discrimination intraspécifique chez D. basalis

Les caractéristiques du stimulus impliqué dans la discrimination interspécifique
évoque celles d’un marquage. Les marquages externes ou internes des hotes parasités sont
sens€s permettre soit la discrimination des hotes sains des hotes parasités par les femelles
conspécifiques (Bakker ef al., 1985 ; Turlings et al., 1985) ou des hodtes parasités par une
femelle conspécifique des hotes parasités par la méme femelle (Hubbard et al., 1987 ; Holler
et al., 1991). Cette discrimination entrainerait une modification comportementale qui se
traduirait par un choix préférentiel d’un des types d’hotes présentés. Le stimulus détecté par
les femelles E. vuilleti en présence d’hotes parasités par D. basalis est-il un signal destiné a
véhiculer une information participant a une communication intraspécifique entre des femelles
D. basalis? Ce role peut-étre difficile a mettre en évidence. En effet, chez différentes espéces
capables de discrimination intraspécifique, bien que le signal soit percu, les femelles
parasitoides n’évitent le superparasitisme que sous certaines conditions. La réponse
comportementale est modulée en fonction de 1’age de la femelle et du stock d’ceufs chez

certaines espeéces proovigéniques (Volk & Mackauer, 1990), la densité en hotes disponibles
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(Cloutier, 1984), I’échelle a laquelle est envisagée la discrimination (Hoffmeister & Roitberg,
1997) ou la parenté de 1’émettrice avec la réceptrice (van Dijken & Waage, 1987 ; Hubbard et
al., 1987). Les résultats concernant la réponse comportementale de femelles D. basalis en
présence d’hotes parasités en fonction de 1’age des femelles ou du choix entre différents
patchs d’hotes ont ét€¢ exposé€s dans mon rapport de DEA (Jaloux, 2000), ils ne seront donc
pas répétés ici. Seul les résultats de 1’étude du comportement des femelles D. basalis en
présence d’hotes parasités par la méme femelle ou par une femelle conspécifique sont
présentés ici. Les principaux résultats obtenus lors de mon DEA étaient que le présumé
marquage externe des hotes parasités n’intervenait pas dans la discrimination intraspécifique
quel que soit 1’age de la femelle ou le délai entre les pontes, mais plutot dans le choix du
patch d’hotes a exploiter.

Nous avons voulu savoir si le stimulus externe impliqué dans la reconnaissance
interspécifique entrainait une réponse comportementale de la part de femelles conspécifiques,
notamment au niveau de leur préférence pour 1’un des hotes proposés au cours d’un test

biologique.

3-1 Procédure expérimentale

Deux cent quarante femelles D. basalis émergentes ont été isolées individuellement
dans 240 boites de Pétri numérotées avec 3 gélules contenant chacune un hote sain, un male et
un coton imbibé d’eau sucrée. Vingt quatre heures plus tard, les gélules sont retirées et le
parasitisme est vérifi€¢ sous loupe binoculaire. Les gélules et les femelles sont alors utilisées
pour les expériences suivantes.

Expérience 1 : Soixante femelles D. basalis sont placées en situation de choix entre
deux gélules propres contenant chacune un hote sain. Cette expérience constitue 1’expérience
témoin.

Expérience 2 : Un test biologique est réalis¢ en plagant 60 femelles D. basalis en
situation de choix entre une gélule propre contenant un hdte sain et une gélule contenant un
hote parasité par une femelle conspécifique 24 heures avant I’expérience.

Expérience 3 : Un test biologique est réalis¢ en plagant 60 femelles D. basalis en
situation de choix entre une gélule propre contenant un hdte sain et une gélule contenant un
hote parasité par la méme femelle 24 heures avant 1I’expérience.

Expérience 4 : Un test biologique est réalis¢ en plagant 60 femelles D. basalis en

situation de choix entre une gélule propre contenant un hdte parasit¢ par une femelle

80



conspécifique et une gélule contenant un hote parasité par la méme femelle 24 heures avant

I’expérience.
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Figure 30 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) de femelles D. basalis en
situation de choix entre deux hoétes sains (Exp. 1), entre un hote sain et
un hoéte parasité par une femelle conspécifique (Exp. 2), entre un hote
sain et un hote parasité par la méme femelle (Exp. 3), et entre un hote
parasit¢ par la méme femelle et un hote parasit¢é par une femelle

conspécifique (Exp. 4).

NS : Non significativement différent du témoin (MW ; P-value > ).

3-2 Résultats (Fig. 30)

L’indice de préférence obtenu lors de I’expérience 1 (témoin) est logiquement neutre

(0,02). Lors de chacune des expériences suivantes, I’indice de préférence obtenu n’est pas

significativement différent de celui obtenu lors de I’expérience témoin, que la femelle ait a

choisir entre un hote sain et un hote parasité par une conspécifique (-0,01 ; MW : P-value

0,80 > a), entre un hote sain et une gélule parasitée par elle-méme (0,004 ; MW : P-value =

0,94 > a), ou entre un hote parasité par elle-méme et un hote parasité par une conspécifique

(0,05; MW : P-value = 0,74 > a). Les femelles D. basalis semblent incapables de

discrimination intraspécifique, quelle que soit la femelle ayant exploité I’hote parasité. Le

stimulus impliqué dans la reconnaissance interspécifique par E. vuilleti des hotes parasités par

D. basalis ne semble pas avoir de rdle dans la discrimination intraspécifique chez D. basalis.
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4- Activité des glandes accessoires et de I’appareil génital de la femelle D. basalis

Les glandes accessoires des Pteromalidae sont constituées d’une glande a venin simple
et opaque se déversant dans un large réservoir, bilobé chez D. basalis, d’une glande de
Dufour tubulaire et allongée qui se contracte en un court canal qui s’ins€re sur 1’oviducte
commun a la base du réservoir de la glande a venin (Howard & Bakker, 2003). Lors de la
dissection de I’abdomen de femelles D. basalis, ces glandes forment un ensemble facilement
séparable du reste de I’appareil génital. Nous avons testé I’activité des glandes accessoires et

du tractus génital sur la préférence des femelles E. vuilleti.

4-1 Procédure expérimentale

Des observations préliminaires de 1’appareil reproducteur de femelles D. basalis
disséquées a différents ages ont permis de déterminer que 1’état de maturation des glandes
accessoires des ovaires variait avec 1’age des femelles. La glande de Dufour et le réservoir de
la glande a venin sont de petite taille et peu renflés a I’émergence. Ces structures grossissent
et se renflent durant les premiers jours de la vie de la femelle pour atteindre une taille plus ou
moins stable a partir du quatriéme jour apres I’émergence. Le réservoir de la glande a venin,
notamment, présent sous forme d’une petite glande a I’émergence acquiert une structure
bilobée renflée a partir du quatrieme jour. De plus, la quantité de corps gras, génante pour la
dissection, diminue au cours de la vie de la femelle lorsque celle-ci présente une activité de
ponte réguliere et que I’on ne lui fournit pas d’eau sucrée. Les femelles disséquées seront
donc des femelles agées de plus de 4 jours, accouplées et maintenues dans des boites de Pétri
en présence de graines contenant des hdtes pendant 3 jours avec un coton imbibé uniquement
d’eau puis isolées sans graine avec un coton imbibé d’eau le quatriéme jour. La dissection
intervient le cinquieme jour.

Soixante femelles D. basalis ainsi préparées sont sacrifiées et leurs abdomens sont
disséqués dans du liquide physiologique. Les glandes accessoires, c’est a dire la glande de
Dufour, la glande a venin et son réservoir, ainsi que la premiere paire de valves de
I’ovipositeur, sont isolées du reste du tractus génital, comprenant les ovaires, les oviductes
latéraux, I’oviducte commun, la spermatheque et les glandes collétériques. Chacun de ces
ensembles est préleve et écrasé directement a la surface d’une gélule vide, sans loge ni héte.

Expérience 1: Une expérience témoin est réalisée en présentant a 60 femelles E.
vuilleti, dans les conditions du test biologique défini, un choix entre deux gélules vides

propres, sans loge formée ni hotes.
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Expérience 2 : Soixante femelles E. vuilleti sont soumises a un test biologique, en
situation de choix entre une gélule vide sur laquelle ont été écrasées les glandes accessoires et
une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposée une quantité équivalente de corps gras prélevée
dans I’abdomen de la femelle D. basalis lors de sa dissection.

Expérience 3 : Soixante femelles E. vuilleti sont soumises a un test biologique, en
situation de choix entre une gélule vide sur laquelle a été écrasé le reste de ’appareil génital et
une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposée une quantité équivalente de corps gras prélevé dans

I’abdomen de la femelle D. basalis lors de sa dissection.
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Figure 31 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux gélules vides (Exp. témoin 1), entre une gélule
vide propre et une gélule vide sur laquelle ont ét¢ écrasées les glandes
accessoires d’une femelle D. basalis (Exp. 2), et entre une gélule vide propre
et une gélule vide sur laquelle a été écrasé le reste de I’appareil génital d’une
femelle D. basalis (Exp. 3).

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < o)

4-2 Résultats (Fig. 31)

L’indice de préférence obtenu lors de 1’expérience témoin est neutre (0,02). L’indice
de préférence obtenu lors de I’expérience 2 est positif et significativement différent de celui
obtenu lors de I’expérience témoin (0,33 ; MW : P-value < 0,01). Les femelles E. vuilleti
préferent donc les gélules sur lesquelles ont été écrasées les glandes accessoires de D. basalis,
bien que ces gélules ne contiennent pas d’hotes. Lors de 1’expérience 3, I’indice de
préférence, bien que légerement positif, n’est pas significativement différent de celui obtenu
lors de I’expérience témoin (0,09 ; MW : P-value = 0,06 > a). Les ovaires, oviductes latéraux
et commun, glandes collétériques et spermathéque ne semblent pas impliqués dans la synthése

ou le stockage des substances chimiques reconnues par les femelles E. vuilleti.
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Cette expérience a en outre permis d’observer un phénomene étonnant : la plupart des
femelles E. vuilleti testées ont initié un comportement de ponte a 1’endroit exact ou les
glandes accessoires de D. basalis ont été écrasées (Fig. 32). La femelle effectue une séquence
de « drumming » intense sur la zone, puis s’immobilise, repli son abdomen et entreprend la
perforation de la gélule. Aprés une courte exploration a 1’aide de son ovipositeur flexible de
I’espace vide a I’intérieur de la gélule, la femelle interrompt le comportement de ponte, et
réitére de nombreuse fois cette séquence comportementale au méme endroit. Outre la
précision avec laquelle la femelle E. vuilleti localise les glandes pour initier un comportement

de ponte, le plus surprenant réside dans « I’acharnement » des femelles sur cette zone.

Figure 32 — Une femelle E. vuilleti initiant un
comportement de ponte a I’endroit ou ont été
écrasées les glandes accessoires de D. basalis.

5- Caractéristiques physico-chimiques des composés actifs

Chez les différentes espéces ou la phéromone de marquage a été étudiée, la substance
impliquée dans la discrimination intraspécifique peut étre de nature variée, parfois plusieurs
signaux produits par différentes structures peuvent intervenir. Ainsi, selon Vinson & Guillot
(1972), chez Campoletis perdistinctus (Ichneumonidae), la phéromone de marquage serait
composée de deux signaux, un signal externe composé d’une substance huileuse produite par
la glande de Dufour, et un signal interne injecté dans 1’hdte sous forme d’un fluide soluble

dans du liquide physiologique, produit par les oviductes latéraux. Chez Dendrocerus
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carpenteri (Megaspilidae), un hyperparasitoide, Holler et al. (1991) retrouve aussi cette
double nature du signal, mais composant un signal uniquement externe. L’un des marqueurs
serait tres actif, de courte durée, non détectable par chromatographie gazeuse et sensible a la
congélation. Le second marqueur est moyennement actif, persistant, détectable par
chromatographie gazeuse et insensible a la congélation. Chez Nemeritis canescens (Hubbard
et al., 1987), le marqueur serait uniquement composé de la sécrétion de la glande de Dufour,
et permettrait une identification individuelle de la femelle ayant parasité 1’hote. Nous avons
tenté de déterminer les caractéristiques chimiques des composés actifs contenus dans les

sécrétions des glandes accessoires de la femelle D. basalis.

5-1 Procédure expérimentale

Dans cette série d’expérience, nous avons utilis¢é comme solvant aqueux [’eau, et
comme solvant organique le dichlorométhane. Ce solvant est non miscible dans I’eau, ce qui
permet d’isoler les fractions hydrophiles et hydrophobes, et n’est pas trés apolaire, ce qui
permet de solubiliser la majorit¢ des composés lipidiques présents dans les sécrétions des
glandes accessoires. Soixante femelles D. basalis agées de quatre jours sont sacrifiées et
disséquées. Les glandes accessoires sont prélevées et écrasées dans un mélange composé de 2
ml d’eau distillée et de 2 ml de dichlorométhane. Le mélange est agité vigoureusement
pendant quelques secondes puis laissé au repos. Aprés quelques minutes, les deux solvants
non miscibles se séparent pour former deux phases, une phase aqueuse au fond et une phase
hydrophobe au-dessus. Les deux phases sont alors prélevées a 1’aide d’une micropipette et
trois extraits sont définis: extrait eau, extrait dichlorométhane, et extrait eau +
dichlorométhane.

Expérience 1: Une expérience témoin est réalisée en présentant a 60 femelles E.
vuilleti, dans les conditions du test biologique défini, un choix entre deux gélules vides
propres, sans loge formée ni hotes.

Expérience 2 : Soixante femelles E. vuilleti sont soumises a un test biologique, en
situation de choix entre une gélule vide sur laquelle a été¢ déposé 10 ul d’extrait dans I’eau et
une gélule vide sur laquelle a été déposé 10 pl d’eau distillée

Expérience 3 : un deuxieme lot de 60 femelles E. vuilleti subit un test biologique, en
situation de choix entre une gélule vide sur laquelle a été déposé 10 pl d’extrait dans le
dichlorométhane et une gélule vide sur laquelle a été déposé 10 pl de dichlorométhane pur.

Expérience 4 : un troisiéme lot de 60 femelles E. vuilleti subit un test biologique, en

situation de choix entre une gélule vide sur laquelle a été¢ déposé 5 pl d’extrait dans le
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dichlorométhane + 5 pl d’extrait dans 1’eau et une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 ul

de dichlorométhane pur et 5 ul d’eau distillée.
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Figure 33 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux gélules vides (Exp. 1 témoin), une gélule
vide et une gélule sur laquelle a ¢ét¢ déposé un extrait de glandes
accessoires de D. basalis dans le dichlorométhane (Exp. 2), une gélule
vide et une gélule sur laquelle a ¢ét¢ déposé un extrait de glandes
accessoires de D. basalis dans I’eau (Exp. 3), et entre une gélule vide et
une gélule sur laquelle a été¢ dépos€ un mélange des deux extraits (Exp. 4).
% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < ).

Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace au test de
Dunn-Sidak (a = 0,05).

5-2 Résultats (Fig. 33)

L’indice de préférence pour la gélule sur laquelle a été¢ déposé ’extrait de glandes
accessoires est significativement différent de celui obtenu en situation témoin (Exp. 1 : 0,02),
quel que soit le solvant utilis€ : dichlorométhane (Exp. 2 : 0,24 ; MW : P-value < 0,01), eau
(Exp. 3: 0,24 ; MW : P-value < 0,01), ou eau + dichlorométhane (Exp. 4: 0,41 ; MW : P-
value < 0,01). Les valeurs de I’'indice de préférence pour les extraits dans I’eau et dans le
dichlorométhane ne sont pas significativement différentes. En revanche, la combinaison des
deux extraits eau + dichlorométhane provoque chez la femelle E. vuilleti une préférence
significativement plus forte, bien que la quantité déposée (Sul + Sul) soit similaire a celle des

deux autres extraits (10pl).
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6- Activité de la sécrétion la glande de Dufour et de la glande a venin

Chez les Hyménopteres, le role et la nature des sécrétions de chacune des glandes
accessoires sont tres différents : La glande de Dufour produit une sécrétion huileuse (Vinson
& Guillot, 1972) composée majoritairement d’hydrocarbures linéaires a longues chaines
saturées et mono-insaturées solubles dans un solvant organique généralement décrite comme
la source de la phéromone de marquage des hotes parasités (Mudd ef al., 1982 ; Syvertsen et
al., 1995 ; Marris et al., 1996 ; Howard & Bakker, 2003). Cette sécrétion a aussi été décrite
comme un lubrifiant facilitant le passage de I’ceuf a I’intérieur de I’ovipositeur (Bender,
1943 ; Robertson, 1968 ; Copland & King, 1971). La glande a venin quand a elle est un site
de production important de substances protéiques de taille variable, du peptide a la protéine
de poids moléculaire important (Coudron & Brandt, 1996). Ces molécules aqueuses sont
impliquées dans 1’altération des réactions de défense de 1’hdte, sa paralysie ou sa mort (King
& Ratcliffe, 1969). La glande a venin produirait également chez certaines especes des
mucopolysaccharides empéchant I’encapsulation de I’ceuf par I’héte (Osman & Fiihrer, 1979),
des hydrocarbures, esters de stérols et acides gras (Guillot ef al., 1974). Aprés dissection et
isolement des glandes accessoires de femelles D. basalis, nous avons réalisé différents extraits
dans 1’eau et dans le dichlorométhane dont nous avons comparé ’activité sur la préférence et

le comportement des femelles E. vuilleti.

6-1 Procédure expérimentale

Cent femelles D. basalis agées de quatre jours sont sacrifiées et disséquées. Les
glandes accessoires sont prélevées, la glande de Dufour séparée de I’ensemble glande a venin-
réservoir de la glande a venin. Quatre extraits sont alors réalisés en dilacérant les glandes dans
le solvant : cinquante glandes de Dufour dans 2 ml de dichlorométhane, 50 glandes de Dufour
dans 2 ml d’eau distillée, 50 glandes a venin (+ réservoir) dans 2 ml de dichlorométhane et 50
glandes a venin (+ réservoir) dans 2 ml d’eau distillée. Chaque extrait est enticrement évaporé
a 25°C puis repris dans 5 ml de solvant correspondant. Quatre tests biologiques ont alors été
réalisés en plagant 60 femelles E. vuilleti en situation de choix entre :

Expérience 1 : deux gélules vides propres (témoin).

Expérience 2 : une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 ul d’extrait de glandes de
Dufour dans le dichlorométhane et une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposé 5 pl de

dichlorométhane pur.
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Expérience 3 : une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposé 5 pul d’extrait de glandes a
venin dans le dichlorométhane et une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposé 5 pl de
dichlorométhane pur.

Expérience 4 : une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 ul d’extrait de glandes de
Dufour dans I’eau et une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 ul d’eau distillée.

Expérience 5 : une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposé 5 pul d’extrait de glandes a
venin dans 1’eau et une gélule vide sur laquelle a ét¢ déposé 5 pl d’eau distillée.

En plus des positions permettant le calcul de I’indice de préférence, le nombre de

comportements de ponte initiés, caractérisés par le repli de I’abdomen de la femelle a

I’endroit du dépdt, est noté pour chacune des femelles testées.
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Figure 34 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux gélules vides (Exp. 1 témoin), une gélule
vide et une gélule sur laquelle ont ¢t¢ déposés des extraits de glande
accessoires de D. basalis:

Un extrait de glandes de Dufour dans le dichlorométhane (Exp. 2)

Un extrait de glandes a venin dans le dichlorométhane (Exp. 3)

Un extrait de glandes de Dufour dans I’eau (Exp. 4)

Un extrait de glande a venin dans 1’eau (Exp. 5).

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < ).

Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace au test de
Dunn-Sidak (a = 0,05).

6-2 Résultats (Fig. 34)

L’indice de préférence est significativement différent de celui obtenu en situation
témoin (Exp. 1 : 0,02) pour trois extraits : glande de Dufour dans le dichlorométhane (Exp. 2 :
0,23 ; MW : P-value < 0,001), glande a venin dans le dichlorométhane (Exp. 3 : 0,12 ; MW :
P-value < 0,001), et glande a venin dans I’eau (Exp. 5: 0,10 ; MW : P-value = 0,03), et.
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L’indice de préférence correspondant a 1’extrait de glande de Dufour dans 1’eau n’est pas
significativement différent de celui du témoin (0,04) (MW : P-value = 0,205). Le dépot le plus
actif est ’extrait de glande de Dufour dans le dichlorométhane, les extraits de glande a venin
dans le dichlorométhane et glande a venin dans I’eau présentant une valeur intermédiaire.
Parmi les quatre extraits testés, trois entrainent une stimulation significative du
comportement de ponte (Fig. 35). Le nombre de comportements de ponte initié€s sur la gélule
portant I’extrait est significativement différent de celui sur la gélule portant uniquement le
solvant pour I’extrait de glande a venin dans I’eau ()%bs = 30,16 > Y’critique = 3,84 ; 1 ddl, a =
0,05), I’extrait de glande de Dufour dans le dichlorométhane ()%obs = 20,03 > ¥critique = 3,84 ;
1 ddl, a = 0,05) et I’extrait de glande a venin dans le dichlorométhane ()%obs = 36,09 > ¥critique
=3,84; 1 ddl, a = 0,05). Il n’est pas significativement différent pour 1’extrait de glande de
Dufour dans I’eau ()%obs = 0,92 < ¥’critique = 3,84 ; 1 ddl, oo = 0,05). D’autre part le nombre total
de comportements de ponte initiés, quelle que soit la gélule, différe selon 1’extrait considéré
(%Cobs = 92,96 > critique = 7,81 ; 3 ddl, o = 0,05). Il est nettement plus important pour I’extrait
de glande a venin dans I’eau. Cet extrait semble stimuler le comportement de ponte sur la

gé€lule portant I’extrait, mais aussi sur la gélule portant le solvant.
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Figure 35 — Nombre total de comportements de ponte initiés par les
femelles E. vuilleti sur la gélule portant le solvant (™), et la gélule portant
I’extrait de glandes accessoires de D. basalis (W) :

Glandes de Dufour dans le dichlorométhane (Exp. 2)

Glandes a venin dans le dichlorométhane (Exp. 3)

Glandes de Dufour dans 1’eau (Exp. 4)

Glande a venin dans I’eau (Exp. 5).

% : Significativement différent (y%obs > Yeritique 5 1 ddl, a = 0,05)
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7- Réle des hydrocarbures cuticulaires

Chez de nombreuses especes d’Hyménopteres, les hydrocarbures cuticulaires et ceux
produits par la glande de Dufour présentent une grande similarité, tant au niveau de leur
nature que de leurs taux respectifs. Cette similarité a été rapportée chez plusieurs espéces de
bourdons (Oldham et al., 1994), chez des guépes polistes (Dani et al., 1996), chez ’abeille
Apis mellifera (Gozansky et al., 1997), et assez récemment chez les hyménopteres
parasitoides dont un Braconidae, Cardiochiles nigriceps (Syvertsen et al., 1995), deux
Bethylidae, Cephalonomia tarsalis et C. waterstoni, et surtout deux Pteromalidae,
Anisopteromalus calandrae et Pteromalus cerealellae (Howard & Bakker, 2003). De plus,
chez de nombreuses especes d’hyménopteres sociaux, ces hydrocarbures cuticulaires sont des
indices impliqués dans la reconnaissance du genre ou de I’espece d’un individu allospécifique
(Ali & Morgan, 1990 ; Bagnéres et al., 1991 ; Howard, 1993 ; Lahav ef al., 1999 ; Wagner et
al., 2000). Ils sont donc potentiellement capables de constituer un indice impliqué dans la
reconnaissance interspécifique. Nous avons testé I’activité des hydrocarbures cuticulaires de

femelles D. basalis sur la préférence des femelles E. vuilleti.

7-1 Procédure expérimentale

Expérience 1: Une expérience témoin est réalisée en présentant a 60 femelles E.
vuilleti, dans les conditions du test biologique défini, un choix entre deux gélules contenant
chacune un hote sain.

Expérience 2 : Vingt femelles D. basalis émergentes sont isolées dans 2 boites de Pétri
sans hdte pendant 3 jours, avec un coton imbibé d’eau uniquement. Les boites de Pétri sont
renouvelées chaque jour pour ¢liminer toute poudre de Niébé, dont les femelles parasitoides
sont en partie couvertes a 1’émergence ainsi que les traces de féces. Le quatriéme jour, ces
femelles sont plongées entieres et vivantes 10 secondes dans 5 ml de dichlorométhane. 5 ul de
cet extrait sont déposé€s a la surface de 60 gélules vides, sans loge ni hote. Ces gélules sont
alors proposées a 60 femelles E. vuilleti expérimentées en situation de choix simple avec 60
gélules vides sur lesquelles ont été déposés 5 pl de dichlorométhane.

Expérience 3 : L’abdomen de 60 femelles D. basalis, préparées comme pour
I’expérience 2, est frott¢ a la surface de 60 gélules contenant chacune un hote sain. Le
frottement consiste a saisir la femelle par le thorax a 1’aide de pinces souples et a frotter
délicatement 4 ou 5 fois la face supérieure (tergites) de I’abdomen resté libre a la surface de la

gélule, juste au dessus de la loge artificielle, en évitant I’extrémité de I’abdomen, pour éviter
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la contamination avec des sécrétions de la glande de Dufour. Ces gélules sont ensuite
présentées a 60 femelles E. vuilleti en situation de choix avec 60 gélules propres contenant

chacune un hote sain.
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Figure 36 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti en
situation de choix entre deux gé€lules identiques contenant chacune un
hote sain (Exp. 1), ou deux gé€lules dont I’une porte un extrait cuticulaire
dans le dichlorométhane (Exp. 2), ou sur laquelle a été frott¢ I’abdomen
d’une femelle D. basalis (Exp. 3).

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < ).

7-2 Résultats (Fig. 36)

L’indice de préférence obtenu lors du test de I’activité des hydrocarbures cuticulaires
(Exp. 2) est positif (0,27) et significativement différent de celui obtenu lors de 1’expérience
témoin (0,02), présentant un choix entre 2 gélules contenant chacune un hoéte sain (MW : P-
value < 0,001). L’extrait cuticulaire est donc actif et induit une préférence similaire a celle
obtenue avec un extrait de glande de Dufour (paragraphe 3 ; MW : P-value = 0,92 > a), mais
légerement plus faible que celle induite par la gélule parasité¢ compléte (Chap I 1-2 ; MW : P-
value < a).

Lors de I’expérience 3, I’indice de préférence est également significativement différent
de celui du témoin (0,19 ; MW : P-value < 0,001). Bien que légerement inférieur, il n’est pas
significativement différent de celui obtenu avec 1’extrait cuticulaire (Exp. 2) (MW ; P-value =
0,49). Le frottement de 1’abdomen de la femelle D. basalis semble donc suffisant pour

permettre la discrimination par la femelle E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis.
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8- Discussion

Le stimulus permettant la discrimination interspécifique serait un dépot a la surface du
systeme plante-hote, 1i¢ a I’exploitation de cet hote par la femelle D. basalis. En effet, une
gélule dont seul le capot a été exploité par une femelle D. basalis induit une préférence
équivalente a celle observée en présence de la gélule parasitée complete. La surface de la
gélule semble suffisante pour permettre la discrimination interspécifique par les femelles E.
vuilleti des hotes parasités par D. basalis. Le signal ou I’indice impliqué est donc déposé a la
surface de la graine ou de la gélule par la femelle D. basalis lors de I’exploitation de I’hote. 11
pourrait s’agir d’un signal intraspécifique externe, sous forme d’une phéromone de marquage
intraspécifique (Nufio & Papaj, 2001) ou d’un indice, tactile, visuel, olfactif ou gustatif. Le
résultat intermédiaire obtenu dans le deuxiéme lot peut faire intervenir un signal
complémentaire interne ou plus vraisemblablement un signal externe résiduel notamment sur
la partie postérieure du socle, exposée a la femelle D. basalis durant I’exploitation de la
gélule.

Ces résultats concordent avec ceux de Spradbery (1968) chez 1’Ichneumonidae
kleptoparasitoide Pseudorhyssa sternata. Les trous forés par 1’espéce concurrente Rhyssa
persuasoria a la surface d’une feuille de carton, sous laquelle ont ¢t¢ ménagées des cavités
contenant des hotes, sont attractifs pour les femelles P. sternata, alors que des trous artificiels
n’entrainent pas de sondage. La reconnaissance des hotes parasités par un kleptoparasitisme

semble faire intervenir un stimulus externe attractif.

Le stimulus est une substance odorante constituée d’un ou de plusieurs composés
lipidiques solubles dans le dichlorométhane. Ces caractéristiques concordent avec les
observations de Guillot et Vinson (1972) au sujet de la phéromone de marquage permettant la
discrimination intraspécifique chez le braconidae Campoletis perdistinctus. Néanmoins, en
présence de gélules sur lesquelles un extrait dans le dichlorométhane de ce dépot a été déposé,
la réponse des femelles E. vuilleti est plus faible que lorsqu’elles sont en présence de gélules
parasitées complétes. Plusieurs hypotheses pourraient expliquer cette différence :

@ Soit une partie seulement du stimulus impliqué est soluble dans le dichlorométhane,
les gélules testées ne porteraient alors qu’un stimulus partiel.

@ Soit la quantité déposée trés approximativement serait différente de celle présente a

la surface d’une gélule parasitée.
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® Soit enfin le dépdt de dichlorométhane pourrait avoir un effet néfaste sur la qualité
de I’hdte a Dl’intérieur de la loge, ce qui induirait un départ plus rapide de la femelle
parasitoide. Apres observation a la loupe d’hotes contenus dans une gélule sur laquelle a été

déposé 5 ul de dichlorométhane, aucune nécrose n’a pu €tre observée.

En présence du stimulus impliqué dans la discrimination interspécifique, les femelles
D. basalis ne semblent éviter ni le superparasitisme conspécifique, ni le self-superparasitisme.
Bien que la femelle adopte fréquemment apres la ponte une posture semblable a la posture de
marquage décrite par Salt (1937), la discrimination chez D. basalis ne semble pas faire
intervenir la reconnaissance d’un marquage externe déposé par la femelle précédente.
Plusieurs ¢léments viennent étayer cette thése :
® Tout d’abord, la posture de marquage ne semble pas étre systématique. Lors
d’expériences préliminaires, seules 71% des pontes étaient suivies d’une posture de
marquage, et pres de 22% des postures observées intervenaient sans qu’un ceuf puisse €tre

observé apres dissection des graines.

@ Malgré 1’adoption de cette posture, aucun dépot n’a pu étre observé. Cependant,
I’observation visuelle d’un dépdt n’est que treés rarement rapporté chez les hyménopteres
parasitoides (Rabb & Bradley, 1970), plus fréquemment chez les dipteéres phytophages
(Averill & Prokopy, 1988) chez lesquels, cependant, ce dépot n’est pas nécessairement

associ¢ avec le dépot d’une phéromone de marquage (Prokopy & Koyama, 1982 ; Fitt, 1984).

® Enfin, il existe chez cette espéce un marquage interne suffisant pour permettre la
discrimination intraspécifique. Selon Gauthier et al. (1996), la capacité de discrimination
serait basée sur la détection d’un facteur interne li€ a I’ceuf parasitoide ou encore d’un signal
transféré de D’ceuf vers I’hote parasité (Gauthier & Monge, 1999). Cette détection fait
intervenir des récepteurs situés sur 1’ovipositeur, elle n’intervient pas sur le choix de 1’hdte

mais sur I’acceptation de I’hdte une fois le comportement de ponte engageé.

De nombreuses expériences ont été réalisées au laboratoire pour déterminer le rdle
d’un supposé marquage externe des hdtes parasités par D. basalis. Aucune réponse claire n’a
pu €tre mise en évidence, la discrimination entre les hotes sains et les hotes parasités semblant
essentiellement basée sur la reconnaissance d’un marquage interne. Cependant, des
expériences menées au niveau de la discrimination entre des patchs composés d’hdtes sains et
des patchs d’hotes dont une proportion importante est parasitée semblent montrer que D.

basalis préfere les patchs sains (Jaloux, 2000), la discrimination intervenant a courte distance.
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Bien que le stimulus permettant la discrimination n’ait pu étre identifié, un signal externe,
volatil semble plus a méme de permettre ce type de discrimination qu’un signal interne.
L’évaluation du taux de parasitisme d’un patch pourrait présenter un avantage important dans
ce systeme, ou les hotes sont distribués en patch (une graine peut renfermer une dizaine
d’hotes), et ou I’exploration individuelle de chaque hote nécessite du temps et de 1’énergie (la
discrimination n’est effectuée qu’aprées insertion de I’ovipositeur).

Le rdle intraspécifique de ce présumé signal reste obscur et ne correspond pas a celui
décrit chez les especes possédant un systeme de discrimination intraspécifique basée sur la
détection d’une phéromone de marquage. Ce dépot ne semble pas étre impliqué dans
I’évitement du superparasitisme a proprement parler, assuré par la perception du marquage
interne. Il permettrait plutot a la femelle suivante d’éviter les patchs déja fortement exploités.
L’information véhiculée par ce signal n’est donc pas équivalente pour les deux especes : pour
D. basalis, 1l permettrait d’évaluer la qualit¢é d’un patch pour éviter les patchs fortement
parasités; pour E. vuilleti, il permet la discrimination entre les hotes sains et les hotes parasités

et entraine une préférence forte de ces derniers.

Les glandes accessoires des femelles D. basalis semblent étre le site de production
et/ou de stockage de la substance chimique constituant le stimulus externe reconnu par les
femelles E. vuilleti. Ces résultats concordent avec la majorité des travaux ayant étudi¢ les sites
de production de la phéromone de marquage intraspécifique des hotes parasités (Guillot &
Vinson, 1972 ; Mudd et al., 1982 ; Harrison et al., 1985 ; Hubbard et al., 1987 ; Nufio &
Papaj, 2001). Les sécrétions des glandes accessoires de D. basalis pourraient étre déposées a
la surface de la graine activement durant la posture de marquage. D’autre part, de nombreux
auteurs ont attribué aux sécrétions des glandes accessoires des hyménopteres un réle dans la
lubrification de 1’ovipositeur (Porter, 1961) ou de I’ceuf a I’intérieur de I’ovipositeur (Gnatzy
et al., 2004). Le retrait de ’ovipositeur apres la ponte pourrait s’accompagner d’un dépot
passif des substances lubrificatrices sur les rebords du trou. Ainsi chez le kleptoparasitoide
Pseudorhyssa sternata, les glandes accessoires des femelles Rhyssa persuasoria, impliquées
dans la lubrification de I’ovipositeur (Robertson, 1968) semblent étre le site de production du
stimulus chimique permettant aux femelles P. sternata de reconnaitre les hotes parasités
(Spradbery, 1968).

Bien que I’oviducte ait été décrit comme un site de syntheése de la phéromone de
marquage intraspécifique chez quelques rares especes (Guillot & Vinson, 1972), la légere

préférence observée lors de 1’expérience ou le tractus génital est testé pourrait n’étre due qu’a

94



une contamination de 1’oviducte par les sécrétions des glandes accessoires. Ces glandes se
déversant au niveau de 1’oviducte commun, la contamination semble inévitable.

Les sécrétions des glandes accessoires semblent avoir deux effets distincts sur le
comportement des femelles E. vuilleti : d’une part un effet attractif, au moins a courte
distance, qui oriente le déplacement de la femelle et permet la localisation précise du dépot.
D’autre part, il provoque une stimulation du comportement de ponte, observable méme en
absence de stimuli issus de la plante ou de 1’hdte. Visuellement, cet effet inducteur se traduit
par une « excitation intense » ou un « acharnement » des femelles. Ce deuxieme effet a une
influence sur I’indice de préférence : une fois 1’hdte parasité choisi, la femelle pond puis reste
sur cet hote et initie de nouveaux comportements de ponte, ce qui augmente la durée de
résidence de la femelle sur cet hote et donc ’indice de préférence correspondant.

Ce double effet attractif et stimulateur a déja été mentionné lors de la description du
comportement des femelles Temelucha interruptor, un Ichneumonidae kleptoparasitoide qui
préfere les hotes parasités par 1’espece concurrente sympatrique Orgilus obscurator
(Braconidae) (Juillet, 1960 ; Arthur et al., 1964), et Pseudorhyssa sternata, kleptoparasitoide
de Rhyssa persuasoria (Ichneumonidae) dans deux des rares cas de kleptoparasitisme étudiés.
Juillet (1960) observe que les femelles 7. interruptor sont attirées et explorent trés activement
avec I’ovipositeur des pommes de pin sur lesquelles des femelles O. obscurator auraient
laiss¢€ des traces odorantes. Spradbery (1968) décrit les trous forés par R. persuasoria comme
attractifs et stimulateurs du comportement de sondage par I’ovipositeur des femelles P.
sternata. Les mécanismes permettant la recherche du multiparasitisme chez ces especes
relativement €éloignées phylogénétiquement de E. vuilleti sont trés semblables.

Les deux phases, aqueuse et hydrophobe, sont actives et induisent chez les femelles E.
vuilleti 1a méme préférence pour la gélule sur laquelle a ét¢ déposé 1’extrait. Deux hypotheses
peuvent alors étre avancées :

® Soit la substance chimique est soluble dans les deux solvants, eau et
dichlorométhane, les extraits seraient donc équivalents. En effet, le dichlorométhane et un
solvant peu apolaire, et bien que non miscible dans I’eau, certains composés pourraient étre
solubles dans les deux phases.

@ Soit le stimulus reconnu par la femelle E. vuilleti est formé de deux parties
distinctes, une aqueuse et une hydrophobe, ayant deux actions complémentaires. La plus forte
préférence observée lorsque le dépdt est constitué des deux phases tend a privilégier la
seconde. Ces résultats corroborent I’hypothése d’Holler et al. (1991) selon laquelle la

phéromone de marquage externe intraspécifique, serait composée de deux signaux chimiques
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de nature fondamentalement différente, ayant un effet sensiblement différent lorsqu’ils sont
séparés, I’un fortement actif mais instable, et I’autre moins actif et persistant. L.’effet conjugué
de ces deux signaux aurait un effet synergique.

Les tests des extraits aqueux et dans le dichlorométhane de la glande de Dufour et de
la glande a venin font apparaitre les deux effets décrits dans le paragraphe précédent : un effet
sur la préférence de 1’hdte, associ€ principalement a une sécrétion hydrophobe de la glande de
Dufour qui s’apparente a une attraction. Cet effet est cependant également décelé pour les
extraits de glande a venin dans 1’eau et dans le dichlorométhane. Ces résultats concordent en
partie avec les observations de Guillot & Vinson (1972). Dans la premiere étude ayant
mentionné le role de la glande de Dufour dans la sécrétion de la phéromone de marquage, ils
avaient également identifi¢ une seconde substance soluble dans du liquide physiologique,
produite par les oviductes latéraux, et ayant également une action sur le comportement des
femelles Campoletis perdistinctus conspécifiques. Chez cette espece, la sécrétion de la glande
a venin ne semble pas intervenir dans la discrimination intraspécifique.

Le deuxieme effet, la stimulation du comportement de ponte, est maximal pour
I’extrait de glande a venin dans I’eau, et intermédiaire pour les extraits de glande a venin dans
le dichlorométhane et de glande de Dufour dans le dichlorométhane. Ces valeurs
intermédiaires, témoignant de la dissociation imparfaite des deux effets pourrait faire
intervenir une contamination croisée des extraits lors de la dissection et de la séparation des
deux glandes. D’autre part, ces effets sont en fait intimement imbriqués : ’attraction des
femelles sur la gélule portant I’extrait augmente la probabilité que [D’initiation d’un
comportement de ponte s’effectue sur la gélule portant 1’extrait. A ’inverse, la stimulation du
comportement de ponte augmente le temps de résidence de la femelle sur la gélule et donc son
indice de préférence.

Le rdle des hydrocarbures produits par la glande de Dufour dans la discrimination est
communément acquis lorsque 1’on étudie les phéromones de marquages intraspécifiques
(Guillot & Vinson, 1972 ; Mudd et al., 1982 ; Harrison et al., 1985 ; Hubbard et al., 1987). La
stimulation de la ponte par la sécrétion de la glande a venin est beaucoup plus original. Cette
sécrétion est plus généralement décrite comme un poison injecté par la femelle a I’intérieur de
I’héte jouant un role dans la paralysie, la dépression immunitaire ou la mort de 1’hote. Lors de
la prospection de la loge d’un hote parasité, cette sécrétion pourrait étre détectée par les
chémorécepteurs de I’ovipositeur de la femelle E. vuilleti, et associée a la présence d’un ceuf
ou d’une larve D. basalis. Autre hypothése, apres avoir été injectée par 1’intermédiaire de

I’ovipositeur dans le corps de I’hdte, une petite quantité de cette sécrétion pourrait Etre
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essuyée a I’intérieur de la galerie de forage jusqu’a la surface, lors du retrait de I’ovipositeur.
Ce dépdt résiduel pourrait alors €tre détecté par les chémorécepteurs des antennes, permettrait
la localisation précise du point d’insertion de 1’ovipositeur de la femelle D. basalis et pourrait
étre impliqué dans la réutilisation de ce trou par la femelle E. vuilleti (Spradbery, 1968). La
perception de cette substance entraine une forte excitation de la femelle et pourrait méme étre
impliquée dans le déclenchement du comportement ovicide ou larvicide fréquemment observé

chez cette espece (van Alebeek, 1991 ; Leveque et al., 1993).

La sécrétion de la glande de Dufour et de la cuticule semble présenter la méme activité
sur le comportement de ponte d’E. vuilleti. Ces résultats concordent avec les travaux de
Vinson (1978) et Syvertsen ef al. (1995) sur le comportement d’accouplement chez
Cardiochiles nigriceps. Chez cette espece, la glande de Dufour et la cuticule des femelles
semblent produire la phéromone sexuelle stimulant la cour des males. Ces résultats semblent
indiquer que les substances sécrétées au niveau de la cuticule et de la glande de Dufour
seraient identiques, comme 1’ont montré Howard & Bakker (2003) chez deux espéces de
Pteromalidae. L’analyse chimique des deux types d’extraits en chromatographie gazeuse
permettra de vérifier cette hypothese.

L’expérience de frottement de I’abdomen de femelles D. basalis a la surface de gélules
démontre que la posture de marquage n’est pas nécessaire a la discrimination interspécifique
par les femelles E. vuilleti. Deux hypotheses peuvent expliquer ce phénomene :

@ Soit le frottement de I’abdomen de la femelle D. basalis a la surface de la graine
lors des différentes phases comportementales associées ou non a la ponte constituerait un
indice d’exploitation suffisant a la femelle E. vuilleti pour reconnaitre et rechercher les hotes
parasités, cet indice n’étant pas un caractere sé€lectionné pour permettre la discrimination
intraspécifique (Seeley, 1998). Cette hypothése concorde avec les observations effectuées
chez le kleptoparasitoide 7. interruptor. Chez cette espéce, le simple passage de femelles de
I’espeéce concurrente O. obscurator sur des pommes de pin saines ne contenant pas d’hote
suffit a attirer et a stimuler le comportement de ponte de femelles 7. interruptor (Juillet,
1960 ; Arthur, 1964). Des traces cuticulaires indépendantes de 1’exploitation de I’hote
pourraient ainsi constituer 1’indice permettant la discrimination interspécifique.

@ Soit la posture de marquage de la femelle D. basalis constitue un véritable
marquage mais aurait été¢ sélectionné par amplification d’un indice d’exploitation (Hasson et
al., 1992). Le marquage des hotes parasités ne serait constitué que d’un frottement de

I’extrémité de ’abdomen de la femelle a la surface de I’hote ou de la structure végétale, et pas
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du dépot direct d’une sécrétion de la glande de Dufour. Cette derniere hypothése permet
d’expliquer I’existence d’une posture de marquage chez la femelle D. basalis et 1’absence

paradoxale de dépot, de « goutte » lors de cette posture de marquage.
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C- COMPOSITION DES SECRETIONS IMPLIQUEES DANS LA
DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE

Nous avons dans ce chapitre tent¢ de déterminer la composition des sécrétions
produites par D. basalis et ayant une action sur le comportement des femelles E. vuilleti. Ces
sécrétions sont au nombre de 3 : la sécrétion de la glande a venin, la sécrétion de la glande de
Dufour et les hydrocarbures cuticulaires. La sécrétion de la glande a venin, est réputée
essentiellement protéique, et semble avoir un effet stimulant sur le comportement de ponte
des femelles E. vuilleti. L’analyse chimique de cette sécrétion fait appel a des techniques
d’analyse protéique. Les sécrétions cuticulaires et de la glande de Dufour sont lipidiques, elles
présentent le méme effet attractif sur les femelles E. vuilleti et peuvent toutes deux étre
analysées par Chromatographie Gazeuse. Nous allons donc tout d’abord présenter les résultats
concernant la composition de la sécrétion de la glande a venin, puis ceux concernant la
composition des sécrétions cuticulaires et de la glande de Dufour. Une comparaison de la

composition des sécrétions de ces deux dernicres structures sera effectuée.

I- Composition de la sécrétion de la glande a venin de D. basalis

La glande a venin de femelles D. basalis semble €tre le site de production d’un facteur
stimulant le comportement de ponte des femelles E. vuilleti. Ce rdle stimulateur de cette
glande n’a jamais été décrit chez les parasitoides. La sécrétion de la glande a venin n’est
mentionnée comme la source d’une substance pouvant agir sur le comportement de femelles
conspécifiques que chez Ascogaster reticulatus, un Braconidae endoparasitoide des ceufs et
des larves de Lépidopteres (Yamaguchi, 1987) chez qui elle permettrait la reconnaissance des
hotes parasités par une femelle conspécifique. La nature des substances actives chez cette
espece n’a pas été découverte. La glande a venin, ou glande acide, est réputée n’avoir qu’un
role physiologique et étre le site de synthése de sécrétions venimeuses injectées dans 1’hote au
moment de la ponte (Doutt, 1959 ; Vinson & Iwantsch, 1980 ; Stoltz, 1986 ; Doury, 1995). Ce
venin a particuliecrement bien été étudié chez les endoparasitoides, chez qui le parasitisme
implique de contrer les systemes de défense physiologiques sélectionnés par 1’hdte. La
sécrétion de cette glande est aqueuse, et contient des substances protéiques. Les molécules
toxiques impliquées sont souvent de petits peptides (Godfray, 1994), bien que chez certaines

especes, 1l puisse s’agir de plusieurs protéines de poids moléculaire ¢élevé (Piek & Spanjer,
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1986 ; Quistad ef al., 1994). La glande a venin peut contenir des protéines jusqu’a plus de 130
kDa et fortement glycosylées chez Chelonus sp. Near curvimaculatus (Piek & Spanjer, 1986).
Nous avons ¢étudié la fraction protéique de la sécrétion de la glande a venin de femelles D.
basalis. Si la détermination d’une protéine active et son séquencage parait illusoire, nous
avons tenté, en collaboration avec Corinne Labrosse (IRBI, Tours), de caractériser
précisément les protéines produites par la glande a venin de femelles D. basalis ayant une

activité stimulatrice du comportement de ponte de la femelle E. vuilleti.

1- Analyse de la fraction protéique de la sécrétion de la glande a venin

Cette analyse consistait en un test colorimétrique de Bradford pour évaluer la quantité
de protéines contenue dans la sécrétion de la glande a venin, suivi d’une ¢€lectrophorese en
conditions dénaturantes pour estimer le poids moléculaire des protéines majoritaires

présentes.

1-1 Procédure expérimentale

1-1-1 Préparation de I’extrait de glande a venin

40 femelles D. basalis émergentes sont isolées dans des boites de Pétri sans hote, avec
un coton imbibé d’eau sucrée et quelques males durant 3 jours. Le quatriéme jour, ces
femelles sont sacrifiées et 1’abdomen est disséqué dans du liquide physiologique (0,9 %
NaCl). La glande a venin et le réservoir de chacune des femelles sont délicatement isolés et
dilacérés dans un tube Eppendorf contenant 200 pl de liquide physiologique. L’extrait total
est alors centrifugé a 12000 g pendant 10 minutes pour précipiter les débris cellulaires. Le
surnageant est récupéré et séparé en deux nouveaux extraits utilisés 1’un pour le test

colorimétrique et I’autre lors de I’¢électrophorese.

1-1-2 Test colorimétrique de Bradford

La quantité de protéines de I’extrait est déterminée par colorimétrie par la méthode
standard de Bradford (1976) : Une gamme étalon est réalisée en mesurant la densité optique
(DO) a 595 nm de solution d’albumine de sérum bovin (BSA) a différentes concentrations
connues et une goutte bleu de Coomassie G 250. La comparaison de la DO obtenue pour
I’échantillon avec la gamme étalon nous permet de déterminer sa concentration en protéine, et
par extrapolation d’évaluer approximativement la quantit¢ de matériel protéique contenue a

I’intérieur de la glande a venin et de son réservoir.
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1-1-3 Electrophorése

15 pl d’extrait de glande a venin sont dilués dans un tampon dénaturant (0.125 M Tris-
HCIl, 12% [v/v] glycerol, 0.005% [w/v] bleu de bromophénol, 6% [w/v] Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), 12% [v/v] 2-mercaptoethanol, pH 6.8). L’échantillon est alors déposé dans un
puit du gel de concentration, puis séparé sur gel SDS-PAGE (8 % polyacrylamide) sous 150
V. Apres migration, le gel est fixé (45% éthanol, 10% acide acétique) pendant 2 heures puis
teint¢ pendant 30 minutes dans la solution de fixation contenant 0.2 [w/v] de bleu de
Coomassie G 250 et enfin révélé par plusieurs bains de solution aqueuse (25% éthanol, 7%
acide acétique). Un standard utilisant I’albumine de sérum bovin (BSA) a été utilisé pour

déterminer le poids moléculaire des différentes bandes protéiques éventuelles.

Standard Glande a

BSA venin
175 kDa g gl
- 8 P8 y = 0,0433x + 0,0221
83KDa e = pa 0,5 1 2
B R® = 0,9819
62 kDa a ¢
; —P2 0,4
q, H
47.5kDa e > *
2 03
®) .
]
0,2
32.5kDa s <
2 0,1
25kDa 0 ‘ ‘ \ w ‘ !
0 2 4 6 8 10 12
masse de protéines (jig)
16.5kDa . Figure 37 — Evaluation de la quantit¢ de protéine contenue dans 20

glandes a venin (+ réservoirs) de D. basalis par la méthode de Bradford.
@ : Etalon BSA
@ : Extrait de glandes a venin

6.5 kDa = PI'l‘igure 38 — Gel de migration d’un extrait de

glandes a venin de D. basalis par €lectrophorese.
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1-2 Résultats

Le test colorimétrique de Bradford (Fig. 37) nous a permis d’estimer la quantité de
protéine a environ 4 ug dans ’extrait correspondant a 20 glandes, soit 0,2 pg de
protéine/glande.

Bien que la faible quantité de protéines contenue dans la glande et son réservoir ne
permette pas une révélation précise, 1’électrophorese de I’extrait de glande a venin en
conditions dénaturantes nous a permis d’identifier 6 bandes (Fig. 38). Elles correspondent a
des protéines majoritaires dont le poids moléculaire a été évalué a 6,5 kDa (P1), 70 kDa (P2),
77 kDa (P3), 89 kDa (P4), 92 kDa (P5) et 100 kDa (P6). La protéine P3, correspondant a la
bande la plus intense semble €tre en concentration plus importante. Ce profil protéique semble
cohérent avec les travaux portant sur le venin de I’espece la plus étudiée, Bracon hebetor, tant
au niveau du nombre de protéines que de la gamme de poids moléculaire considérée (Piek &

Spanjer, 1986 ; Quistad et al., 1994).

2- Sensibilité de I’activité de la sécrétion de la glande a venin a la Protéinase-K
Ce test a été réalisé dans le but de prouver que ’activité stimulatrice du comportement
de ponte d’E. vuilleti de la sécrétion de la glande a venin de D. basalis est due a la fraction

protéique de cette sécrétion.

2-1 Procédure expérimentale

Un nouvel extrait est réalisé¢ avec les glandes a venin et les réservoirs de 40 femelles.
Ces glandes sont dilacérées dans un Eppendorf contenant 250 pl de Ringer. Apres
centrifugation, cet extrait est divisé en deux, 100 pl de surnageant sont prélevés et déposés
dans deux Eppendorfs. On ajoute alors dans I'un des Eppendorfs 1’équivalent de 10 pg de
Protéinase-K, le second servant de témoin. Les deux extraits sont alors mis a incuber au bain-
marie a 37°C durant 4 heures.

Deux tests biologiques sont alors réalisés en présentant a des femelles E. vuilleti le
choix entre deux gélules :

Expérience 1 : 60 femelles E. vuilleti sont soumises a un test biologique présentant un
choix entre une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 ul d’extrait de glande a venin traité a la
protéinase K et une gélule vide sur laquelle a été déposé Sul de Ringer.

Expérience 2 : 60 femelles E. vuilleti sont soumises a un test biologique présentant un
choix entre une gélule vide sur laquelle a été déposé 5 pl d’extrait de glande a venin non traité

et une gélule vide sur laquelle a été déposé Sul de Ringer.
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Les comportements de ponte initiés, c’est a dire le nombre de replis de I’abdomen au-

dessus du dépot, ont été enregistrés pour chacune des femelles testées.

NS

ponte initiés par femelle

[

sans protéinase K avec protéinase K

Nombre moyen de comportement de

Figure 39 — Nombre de comportements de ponte (+ s.e.m.) initi€s
par femelle E. vuilleti sur la gélule vide propre (¥) et sur la gélule
vide portant I’extrait de glandes a venin de D. basalis (W) avant ou
apres traitement a la protéinase-K.

% : Significativement différent (y%obs > Y2eritique 5 1 ddl, a = 0,05).

2-2 Résultats (Fig. 39)

Le traitement a la protéinase-K de I’extrait de glande a venin semble lui faire perdre
toute activité stimulatrice sur le comportement de ponte des femelles E. vuilleti. Ainsi le
nombre de comportements de ponte total initiés quelle que soit la gélule est significativement
plus important pour I’expérience 2 ou I’extrait n’est pas traité¢ (190 piqlres observées) que
pour I’expérience 1 ou I’extrait testé a €té traité a la protéinase-K (23 piqares) (y%obs = 77,35 >
Loritique = 3,845 1 ddl, a = 0,05). De plus, dans D’expérience 2, ces piqlres sont
significativement plus nombreuses sur la gélule portant 1’extrait de glande a venin non traité
que sur la gélule ou a été déposé une goutte de Ringer (%obs = 24,77 > critique = 3,84 ; 1 ddl, a
= 0,05). Dans I’expérience 1, les femelles E. vuilleti ont initié significativement plus de
comportements de ponte sur la gélule sur laquelle a été¢ déposé Sul de Ringer (y2obs = 3,99 <

Lritique = 3,84 ; 1 ddl, a = 0,05).

3- Discussion

Ces expériences confirment 1’activité de synthese protéique de la glande a venin. La

quantité de protéines totales contenue dans la glande et son réservoir a été évaluée a 0,2 pg.
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Au regard des volumes respectifs du réservoir et de la lumiere de la glande, cette quantité
représente essentiellement le matériel protéique contenu a I’intérieur du réservoir. Cette
quantité est faible en comparaison des 8,7 pg de protéines totales contenus en moyenne dans
le réservoir de la glande a venin des femelles Eupelmus orientalis, une espece proche et
légerement plus grosse que E. vuilleti (Doury, 1995). Outre la taille différente entre les
especes D. basalis et E. orientalis, cette différence pourrait s’expliquer par le fait que chez D.
basalis, contrairement aux observations effectuées chez E. orientalis (Doury, 1995) et E.
vuilleti (Cortesero, 1994), la femelle ne pique I’hote que trés rarement (Gauthier, 1996). La
sécrétion produite par la glande a venin de cette espéce ne serait pas injectée dans I’hote, et
n’aurait pas de role paralysant. La production massive de protéines venimeuses ne serait donc
pas nécessaire chez cette espece.

La sécrétion de la glande a venin de la femelle D . basalis est constituée d’un
ensemble de protéines de poids moléculaires importants, de 6,5 a 100 kDa, dont une protéine
P3 de 77 kDa apparemment en plus forte concentration. Ce profil protéique semble cohérent,
tant au niveau du nombre de protéines que de la gamme de poids moléculaire considérée, avec
les travaux portant sur le venin de 1’espece la plus étudiée, Bracon hebetor (Piek & Spanjer,
1986 ; Quistad et al., 1994) ou d’autres especes d’hyménopteres parasitoides (Leluk et al.,
1989 ; Gnatzy & Volknandt, 2000) chez lesquelles cette sécrétion est injectée dans I’hote.

L’activité de la sécrétion de la glande a venin est sensible au traitement a la protéinase
K, donc un polypeptide ou un mélange de différents polypeptides de cette sécrétion serait la
molécule active. De nombreuses expériences complémentaires ont ét¢ tentées pour déterminer
quelle protéine parmi les 6 identifiées était la substance active. Des €lectrophoréses en gel
natif ont été réalisées, suivies du découpage du gel en bandes correspondantes aux différentes
protéines identifiées. Ces morceaux de gel de migration ont été déposés sur des gélules vides
et présentées a des femelles E. vuilleti, mais aucune ne semblait induire de comportement de
ponte. Au contraire, le gel de polyacrylamide semblait répulsif. D’autres €lectrophoreses ont
¢été réalisées, suivies du découpage puis de 1’¢lution et du test biologique séparé de chacun des
extraits ainsi récoltés, mais elles n’ont donné aucun résultat. Prises séparément, ni la protéine
P3 ni aucune des protéines majoritaires identifiées ne semblent avoir d’effet stimulateur du
comportement de ponte d’E. vuilleti. Les différents solvants utilisés lors de I’électrophorese
peuvent cependant étre répulsifs pour la femelle ou avoir dénaturé les molécules actives. La
femelle E. vuilleti peut également reconnaitre une protéine ou un peptide minoritaire ou un

ensemble de protéines dans des proportions définies.
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II- Composition des sécrétions de la cuticule et de l1a glande de Dufour de

D. basalis

La glande de Dufour chez les hyménopteres contient un large spectre de composés
chimiques qui ont ¢ét¢ impliqués dans un grand nombre de fonctions physiologiques et
sémiochimiques (Blum, 1985 ; Ali & Morgan, 1990). Les sécrétions de la glande de Dufour
ont ét¢ bien étudiées chez de nombreuses especes de fourmis, abeilles et guépes supérieures
(Billen & Morgan, 1998), notamment pour leur intervention dans la communication et la
cohésion des colonies. Beaucoup plus rares sont les ¢tudes portant sur les sécrétions de cette
glande chez les hyménopteres parasitoides (Jervis & Kidd, 1996 ; Quicke, 1997). La glande
de Dufour renferme une sécrétion huileuse composée essentiellement d’hydrocarbures
(Guillot et al., 1974) pouvant servir de phéromone de marquage intraspécifique (Vinson &
Guillot, 1972) ou de phéromone sexuelle (Syvertsen et al, 1995). L’identification des
hydrocarbures contenus dans la glande de Dufour n’a été réalisée que chez 6 hyménoptéres
parasitoides, un Ichneumonidae, Venturia canescens (Mudd et al., 1982 ; Marris et al., 1996),
un Braconidae, Cardiochiles nigriceps (Syvertsen et al, 1995), deux Bethylidae,
Cephalonomia tarsalis et C. waterstoni, et deux Pteromalidae, Anisopteromalus calandrae et
Pteromalus cerealellae (Howard & Bakker, 2003). Il semble qu’il existe une grande diversité
dans la composition de cette sécrétion en fonction de la famille considérée, tant au niveau du
nombre et du type d’hydrocarbure, que de la gamme de nombre de carbones. Chez les deux
dernieres especes citées, proches phylogénétiquement de D. basalis, la sécrétion de la glande
de Dufour contient un mélange d’hydrocarbures saturés a longues chaines (de C,7 jusqu’a
Csg) presque identiques dans leur nature et leur proportion a ceux retrouvés sur la cuticule.

Nous avons dans ce chapitre tenté d’identifier les différents hydrocarbures contenus
dans la glande de Dufour et sur la cuticule des femelles D. basalis. Ces analyses chimiques
ont été réalisées en GC-MS (Chromatographe phase Gazeuse couplé a un Spectrometre de
Masse), en collaboration avec Christine Errard (IRBI, Tours), Nathalie Mondy (IRBI, Tours)
pour I’extraction et 1’obtention des chromatogrammes et Abraham Hefetz (Department of
Zoology, Tel Aviv University, Israel) pour I’analyse des spectrogrammes et 1’identification

des composés. Nous avons ensuite déterminé les similarités et les différences au niveau de la
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composition des sécrétions de la glande de Dufour et de la cuticule. L’origine de cette

similarité est discutée.

1-Procédure expérimentale

1-1 Obtention des femelles D. basalis pour les extraits

Dans le but de supprimer les contaminations possibles issues de la plante V.
unguiculata ou de 1’hote C. maculatus, les femelles D. basalis utilisées pour les extraits
cuticulaires et de glandes de Dufour ont subi un développement larvaire dans des gélules
contenant un hote, puis, a partir du stade nymphal, dans des gélules sans hote :

120 femelles D. basalis accouplées, expérimentées a la ponte sur gélule et agées de 4
jours, ont €té réparties en 6 lots de 20 femelles dans 6 boites de Pétri en plastique avec, dans
chaque boite, un coton imbibé d’eau sucrée et cinquante gélules contenant une nymphe de C.
maculatus. Ces boites ont été placées dans une étuve, dans les conditions d’¢élevage pendant
24 heures. La présence d’un ceuf était vérifiée par transparence sous loupe binoculaire et
seules les gélules contenant un ceuf de D. basalis étaient conservées. Ces boites ont été
ensuite placées dans 1’¢tuve d’¢levage des parasitoides pendant 15 jours, durée suffisante pour
I’accomplissement du développement larvaire de la majorité des pontes. Les gélules étaient
alors ouvertes, et les nymphes de D. basalis prélevées et débarrassées de la poussiere de
graine et des féces de 1’hote. Les nymphes de D. basalis étaient alors placées dans de
nouvelles gélules propres sans hote, formées d’un socle et d’un capot neuf ménageant une
loge. La loge était comblée par une boule de coton empéchant tout mouvement potentiel
ultérieur de I’imago. Ces gélules étaient placées dans I’étuve 24 heures. Aprés la mue
imaginale, les adultes n’ont donc eu aucun contact physique direct ni avec V. unguiculata, ni

avec C. maculatus et ne peuvent se toiletter avant I’ouverture des gélules.

1-2 Dissection et collecte des extraits

Les gélules sont alors surveillées pour observer la mue imaginale. 5 lots de 10
femelles sont alors réalisés : Pour les lots 1, 2, 3 et 4, les gélules sont ouvertes des la
métamorphose. Les extraits de cuticules et de glandes de Dufour sont alors réalisés
immédiatement (Cut0O, Duf0), 1 heure (Cutl, Dufl), 24 heures (Cut24, Duf24) et 72 heures
(Cut72, Duf72) apres la mue imaginale. Pour le lot 5, ’heure de la mue imaginale est notée et

la femelle reste immobilisée dans la gélule jusqu’a son ouverture, 72 heures plus tard.
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Immeédiatement aprés 1’ouverture des gélules, les extraits Cut72bloc et Duf72bloc sont
réalisés.

La partie du corps de la femelle a utiliser pour effectuer les extraits cuticulaires pose
probléeme. En effet, pour éviter toute contamination ou relargage de la glande de Dufour sur la
cuticule, la dissection puis 1’extraction des thorax isolés semble appropri¢e. Cependant, la
dissection des femelles pour isoler les thorax entraine la contamination des extraits par du
corps gras ou des fluides corporels, comme 1’hémolymphe ou le contenu du tube digestif. Des
expériences préliminaires ont montré que les profils en hydrocarbures cuticulaires étaient
identiques que les extraits soient réalisés a partir de thorax uniquement ou de femelles enticres
plongées dans le pentane. Oldham ef al. (1994) ont démontré chez les bourdons que les
hydrocarbures cuticulaires étaient identiques quelle que soit la partie du corps de 1’animal
utilisée pour réaliser 1’extrait. Nous avons donc effectué des extraits cuticulaires en plongeant
les femelles entiéres dans le pentane. Ce solvant est bien adapté a 1’analyse d’hydrocarbures
en chromatographie gazeuse. Pour chaque lot, les extraits ont été¢ obtenus en plongeant 10
femelles vivantes dans 100 pl de pentane (GC grade, 99%) pendant 10 secondes. Les
parasitoides meurent instantanément. L’extrait est homogéné€isé au Vortex pendant quelques
secondes. Les femelles sont alors retirées et disséquées. La dissection est réalisée dans du
liquide physiologique (0,9 % NaCl). L’abdomen est séparé du thorax, les tergites retirés et la
plaque sous génitale isolée. Apres s’étre débarrassé du corps gras, du tube digestif et des
ovaires, la glande de Dufour est prélevée et dilacérée dans 50 ul de pentane. Chaque extrait
est réalisé avec les glandes de Dufour des 10 femelles utilisées pour I’extrait cuticulaire

correspondant.

1-3 Analyses chimiques

Les analyses chimiques ont été réalisées en GC-MS grace a un appareil Perkin-Elmer
Turbomass system de paillasse. Le chromatographe est €équipé d’un injecteur en mode split-
splitless. La colonne capillaire BP 1,25 0,32 mm ID distribuée par SGE est recouverte d’une
phase de polydimethylsiloxane de 0,5 um d’épaisseur. La température du port d’injection était
de 200°C et le gaz vecteur utilisé était de I’hélium (99,99%). Le gradient de température dans

la colonne était le suivant :

50°C » 280°C (10 min).
10°C/min
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Les chromatogrammes en courant ionique total (TIC) et les spectres de masse ont été
enregistrés en mode ionisation d’impact ¢lectronique a 70 eV. L’interface et la température de
source ¢étaient maintenues a 150 °C. Les différents hydrocarbures ont été identifiés par
comparaison de leur temps de rétentions avec une gamme d’hydrocarbures standards connus
(Cys a Cs3) injectés dans les mémes conditions (Howard et al., 1978), ainsi que 1’analyse des
spectres de masse, basée sur leurs caractéristiques de fragmentation EI-MS.

La composition des sécrétions cuticulaires et de la glande de Dufour ont été comparées
par une analyse multivariée sous Xlstat v. 6.1.9 pour déterminer la similarit¢ des profils

chimiques a différents ages.

2- Résultats
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Figure 40 — Chromatogramme phase gazeuse d un extrait de glande de Dufour (Duf72) de D.
hasalis.
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Tableau 1 : Identification des hydrocarbures contenus dans la glande de Dufour de D. basalis

}I:;S RT Formule rﬁg;gle?]i]af;) + S.D. Composé

1 16,05 non identifié - 1,00 + 0,65 -

2 17,51 non identifié - 1,90 £ 1,42 -

3 17,82 C,Hys 21 1,28 + 0,93 Hénicosane

4 18,73 CyHys 22 2,39 + 1,22 Docosane

5 19,61 Cy3Hyg 23 474 + 2,83 Tricosane

6 20,02 non identifié - 2,68 + 1,84 contaminant

7 20,14 non identifié - 3,10 =+ 1,65 contaminant isomeére du 6
8 20,45 Cy4Hso 24 6,66 = 3,01 Tetracosane

9 20,63 non identifié - 0,65 + 0,49 identique 6, 7

10 21,25 CysHsy 25 9,58 = 1,70 Pentacosane

11 21,73 2-CH3Cys5Hs, 26 043 + 0,24 2-méthylpentacosane
12 22,02 CyHss 26 8,82 + 1,10 Hexacosane

13 22,42 10-+12-CH;Cy6Hss 27 0,25 + 0,20 10-+12-méthylhéxacosane
14 22,57 Cy5H;,-COO-C;oH,, 26 0,96 + 0,20 decylpalmitate

15 22,77 Cy;Hsg 27 9,79 += 3,38 Heptacosane

16 23,18 3,9-(CH;),Cy7Hsq 29 048 + 0,17 3,9-diméthylheptacosane
17 23,28 3-CH;C,;Hss 28 0,56 + 0,30 3-méthylheptacosane
18 23,51 CysHsg 28 8,05 = 3,20 Octacosane

19 24,06 non identifié - 0,53 + 0,10 -

20 24,39 CyoHgg 29 7,07 = 3,77 Nonacosane

21 24,72 ester non identifié - 0,96 + 0,64 -

22 24,97 non identifié - 450 + 1,89 contaminant

23 25,15 non identifié - 446 + 1,63 contaminant isomére du 22
24 25,45 C;Hgn 30 7,64 + 3,38 Triacontane

25 25,64 ester non identifié - 1,29 + 0,64 Insaturé du 21

26 26,12 non identifié - 0,48 £+ 0,04 -

27 26,70 C;Hgs 31 395 + 2723 Hentriacontane

28 27,08 11-+13-+15-CH;C3Hgs 32 0,13 £+ 0,09 11-+13-+15-méthylhentriacontane
29 27,59 9,13-(CH;),C5,Hg, 33 0,27 = 0,13 9,13-diméthylhentriacontane
30 27,76 3-CH;Cs1Hgs 32 0,19 = 0,04 3-méthylhentriacontane
31 28,23 CjHgs 32 290 + 1,58 Dotriacontane

32 30,24 Cs3Hgg 33 1,20 + 0,98 Tritriacontane

33 30,75 11-+13-+15-+17-CH;C;;Hg; 34 0,16 = 0,06 11-+13-+15-+17-méthyltritriacontane
34 31,46 11,15-+13,17-(CH;),C53Hgs 35 0,09 + 0,03 11,15-+13,17-diméthyltritriacontane
35 32,39 CsyHypp 34 0,76 + 0,38 Tetratriacontane

2-1 Composition chimique de la sécrétion de la glande de Dufour (Fig. 40, Tab. 1)

La sécrétion de la glande de Dufour de D. basalis est composée d’hydrocarbures
saturés, linéaires, branchés (mono ou diméthyl) et de trois esters minoritaires (3% du total)
dont le décylpalmitate. Aucun hydrocarbure insaturé n’a été¢ détecté, tout comme chez les
deux Pteromalidae dont la composition de la glande de Dufour est connue, 4. calandrae et P.
cerealellae (Howard & Bakker, 2003). La gamme de nombre de carbones s’étend du C,; au
Css et consiste en un mélange de n-alkanes (C;; a Cs4) trés majoritaires, entrant pour 74% en

moyenne dans la composition de la sécrétion de la glande de Dufour, de méthyl alcanes (2 %
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du total) en position 2-, 3-, 10-, 11-, 12-, 13-, 15- et 17-, et de diméthyl alcanes (1%) en

position 3,9-, 9,13-, 10,12-, 11,15- et 13,17-.

La présence massive d’alcanes pairs dans les mémes proportions que les alcanes

impairs est assez inhabituelle. Chez toutes les especes d’hyménopteres parasitoides chez

lesquelles la composition de cette sécrétion a été étudice, les hydrocarbures impairs sont
seuls présents (Mudd ef al., 1982 ; Marris et al., 1996) ou ultra majoritaires (Syvertsen et

1995 ; Howard & Bakker, 2003).

Scan ER

10 20365

13

20

(4]

[

WY

O e T T T T T T T T T T I T T T T A e e e e Tima
S00 750 10000 1230 1500 1790 2000 2230 2500 2730 000 25

Figure 41 —~ Chromatogramme phase gazeuse d’un extrait cuticulaire (Cut72) de
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2-2 Composition chimique de la sécrétion cuticulaire (Fig. 41, Tab. 2)

Les chromatogrammes correspondant aux extraits cuticulaires sont semblables a ceux
obtenus avec les extraits de la glande de Dufour. Tous les composés présents dans la sécrétion
de la glande de Dufour sont communs aux deux structures, et aucun n’a pu étre identifié
comme une caractéristique exclusive de la cuticule ou de la glande de Dufour. Seules les
différences quantitatives exprimées en proportions relatives de chaque type de composé
varient légerement. Les esters entrent pour 3% dans la composition totale, les n-alcanes
constituent 73%, les monométhyl alcanes 8%, et les diméthyl alcanes 3% de la composition
totale de la sécrétion cuticulaire. A partir du C,7, la plupart des n-alcanes, méthyl alcanes et
diméthyl alcanes identifiés dans la sécrétion de la cuticule de la femelle D. basalis sont
présents dans la sécrétion de la cuticule de Pteromalus cerealellae (Howard, 2001). 11 existe
cependant quelques différences importantes entre ces deux Pteromalidae : chez D. basalis, le
profil cuticulaire est plus étendu, et comporte des alcanes plus légers, de Cy; a Csa, que celui
de P. cerealellae qui s’étend de C,7 a Css. La composition de la sécrétion de P. cerealellae
semble également plus complexe, avec des groupements mono et diméthyl pouvant prendre
de nombreuses positions sur la molécule. Chez cette espece, il a également été¢ détecté un
triméthylalcane (3,7,11-triméthyltriacontane), qui n’a pas été détect¢ dans la sécrétion

cuticulaire des femelles D. basalis.
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Tableau 2 : Identification des hydrocarbures cuticulaires des femelles D. basalis.

}I:;S RT Formule rﬁg;gle?]i]af;) + S.D. Composé

1 16,05 non identifié - 0,89 + 043 -

2 17,50 non identifi¢ - 1,26 + 0,68 -

3 17,80 C,Hys 21 0,94 + 0,52 Hénicosane

4 18,71 CyHye 22 1,73 + 0,55 Docosane

5 19,58 Cy3Hug 23 434 + 1,25 Tricosane

6 19,99 non identifi¢ - 1,59 £ 0,36 contaminant

7 20,11 non identifié - 1,55 £ 0,33 contaminant isomeére du 6
8 20,42 Cy4Hso 24 5,85 £ 1,20 Tetracosane

9 20,61 non identifié - 045 + 0,11 identique 6, 7

10 21,22 CysHsy 25 8,11 = 0,90 Pentacosane

11 21,71 2-CH;C,s5Hs, 26 0,37 + 0,23 2-méthylpentacosane
12 21,99 CysHss 26 7,40 + 1,03 Hexacosane

13 22,46 10-+12-CH;3C,¢Hs;3 27 0,33 + 0,10 10-+12-méthylhéxacosane
14 22,55 C;sH;3-COO-CoHy, 26 0,53 + 0,16 decylpalmitate

15 22,774 CyHse 27 8,99 + 1,16 Heptacosane

16 23,19 3,9-(CH;),Cy7Hsq 29 0,39 + 0,22 3,9-diméthylheptacosane
17 23,27 3-CH;C,;Hss 28 1,38 + 1,00 3-méthylheptacosane
18 23,48 CygHsg 28 746 + 1,21 Octacosane

19 24,10 non identifié - 0,24 + 0,09 -

20 24,36 Cy9Hgp 29 7,85 £ 0,80 Nonacosane

21 24,70 ester non identifié - 1,84 + 0,69 -

22 2491 non identifié - 2,36 + 0,77 contaminant

23 25,08 non identifié - 3,14 £ 0,87 contaminant isomeére du 22
24 2540 C;30Hg, 30 6,58 £ 1,30 Triacontane

25 25,61 ester non identifié - 0,88 + 0,20 Insaturé du 21

26 26,15 non identifié - 0,46 + 048 -

27 26,66 C;3;Hgy 31 5,50 £ 0,65 Hentriacontane

28 27,08 11-+13-+15-CH;C3Hgs 32 1,40 £ 1,47 11-+13-+15-méthylhentriacontane
29 27,58 9,13-(CHj;),C;5,Hg; 33 0,48 + 0,34 9,13-diméthylhentriacontane
30 27,77 3-CH;Cs3 Hgs 32 1,36 £ 0,59 3-méthylhentriacontane
31 28,20 Cj,Hgs 32 4,02 + 0,78 Dotriacontane

32 30,07 Cs3Hgg 33 2,87 £ 0,32 Tritriacontane

33 30,71 11-+13-+15-+17-CH;C33Hg; 34 3,32 + 1,66 11-+13-+15-+17-méthyltritriacontane
34 31,33 11,15-+13,17-(CH;),Cs3Hgs 35 241 + 1,30 11,15-+13,17-diméthyltritriacontane
35 32,38 Cs4Hypp 34 1,74 + 022 Tetratriacontane

2-3 Etude de la similarité de la composition des sécrétions de la glande de Dufour
et de la cuticule

Une analyse en composante principale (ACP) des extraits de glande de Dufour (Duf0,
Dufl, Duf24, Duf72 et Duf72bloc) et de cuticules (Cut0, Cutl, Cut24, Cut72, Cut72bloc)
réalisée avec les proportions relatives de chacun des composés, permet de regrouper les
extraits en deux groupes : les extraits de glande de Dufour et ceux de la cuticule (Fig. 42). Ces
résultats sont confirmés par une analyse factorielle discriminante (AFD), les barycentres des

groupes Dufour et Cuticule sont significativement différents (test du Lambda de Wilks ; P-
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value < 0,001). Une classification ascendante hiérarchique (CAH) basée sur la distance
euclidienne nous montre cependant que la ségrégation Cuticule-glande de Dufour n’est pas
totale (Fig. 43). Les extraits de glande de Dufour 24 et 72 heures aprés 1I’émergence sont plus
proches des extraits cuticulaires que des extraits de glandes de Dufour immédiatement et 1
heure aprés I’émergence. L’age auquel est réalisé 1’extrait ne semble cependant pas intervenir
de fagon significative dans la similarité ou la différence de la composition de la sécrétion de la
glande de Dufour et de la cuticule. L immobilisation des femelles a I’intérieur des gélules ne
modifie pas non plus le profil général en hydrocarbures, ni dans la glande de Dufour, ni sur la

cuticule.
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Figure 42 — Analyse en composante principale des
proportions relatives de chacun des composés
présents dans les sécrétions cuticulaires et de glandes
de Dufour de D. basalis.

Les triangles représentent les barycentres des
groupes Dufour et Cuticule.

Nous avons ensuite déterminé quels composés étaient impliqués dans la ségrégation
entre les extraits cuticulaires et de glande de Dufour (Fig. 44). Les extraits de glande de
Dufour sont caractérisés par une abondance relative significativement plus importante des
composés correspondant aux pics 7 (non identifi€¢), 14 (décylpalmitate) et 19 (non identifi¢)
(MW ; P-value <0,05). Les extraits cuticulaires sont caractérisés quand a eux par une
abondance relative significativement plus importante du composé 17 (3-méthylheptacosane)

et surtout des alcanes les plus lourds, les composés 28 (11-+13-+15-méthylhentriacontane), et
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de 30 a 35 (3-méthylhentriacontane, Dotriacontane, Tritriacontane, 11-+13-+15-+17-

méthyltritriacontane, 11,15-+13,17-diméthyltritriacontane et Tetratriacontane).
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Figure 43 — Dendrogramme obtenu par classification ascendante
hiérarchique (CAH) des proportions relatives des composés
présents dans les extraits cuticulaires ou de glandes de Dufour.
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Figure 44 — Abondance relative (+ s.e.m.) de chacun des composés identifiés dans les extraits de
cuticule (M) et de glandes de Dufour (M) de D. basalis.

% : composé significativement plus abondant dans la glande de Dufour (MW ; P-value <a).

% : composé significativement plus abondant sur la cuticule (MW ; P-value <a).
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3-Discussion

La composition de la sécrétion de la glande de Dufour n’a été¢ étudiée que chez un
nombre réduit d’espéces d’hyménopteres parasitoides, bien que son role dans la
discrimination des hdtes parasités soit connu depuis le début des années 1970 (Vinson &
Guillot, 1972). Chez I’lchneumonidae Venturia canescens, la sécrétion de la glande de
Dufour est un mélange simple de 3 hydrocarbures saturés (Cp;, Ciz et Cys) et leurs 5
homologues mono insaturés ((Z)-8-, 9-, et 10-Héneicosee, (Z)-10-Tricosene et (Z)-10-
Pentacosene) avec un composé tres majoritaire, le Z-10-Tricoséne représentant plus de 60%
du mélange (Mudd et al., 1982 ; Marris et al., 1996). Chez le Braconidae Cardiochiles
nigriceps, la glande de Dufour produit une sécrétion €galement composée uniquement
d’hydrocarbures, mais avec un spectre de carbone plus large (Cy3 a Css), et consiste en un
mélange de séries homologues de n-alcanes, Z-monoenes, et Z,Z-alkadienes. Ces composés
sont identiques a ceux retrouvés sur la cuticule (Syvertsen ef al., 1995). Chez les bethylidae
Cephalonomia tarsalis et C. waterstoni, la composition est plus variée, avec un grand nombre
de n-alcanes de Cy3 a Cs3, des méthyl- et diméthyl- alcanes et des mono-alcénes (Howard &
Bakker, 2003). La sécrétion de la glande de Dufour de D. basalis est composée d’un mélange
complexe de n-alcanes, mono et diméthyl alcanes, de C,; a Cs4. Cette composition est proche
de celles des deux Pteromalidae étudiés, Anisopteromalus calandrae et Pteromalus
cerealellae, et plus particuliecrement de cette derniere espece (Howard & Bakker, 2003) : la
gamme d’hydrocarbures cuticulaires de D. basalis (C,; - Css) est plus proche de celle de P.
cerealellae (Cy4 — C37) que de celle d’A. calandrae qui comprend beaucoup d’hydrocarbures a
plus longue chaine (Cy9 — Csg). De plus, comme chez P. cerealellae (Howard & Bakker,
2003), seul le groupement méthyl, a un ou deux exemplaires, est présent dans la sécrétion de
la glande de Dufour de D. basalis.

Tout comme chez le Braconidae Cardiochiles nigriceps (Syvertsen et al., 1995), les
deux Bethylidae Cephalonomia tarsalis et C. waterstoni et les deux Pteromalidae
Anisopteromalus calandrae et Pteromalus cerealellae (Howard & Bakker, 2003), ou les deux
sécrétions ont été €tudiées, les hydrocarbures constituant la sécrétion de la glande de Dufour
sont retrouvés également sur la cuticule. Cependant, chez C. waterstoni, A. calandrae et P.
cerealellae, certains composés sont strictement spécifiques de la sécrétion de la glande de
Dufour et ne sont pas présents dans la sécrétion cuticulaire. Chez D. basalis, aucun composé
ne constitue une caractéristique qualitative d’une des deux structures, bien que des

contaminations entre les extraits soient possibles. Il semble au contraire que la cuticule soit
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caractérisée par une abondance massive d’hydrocarbures lourds, présents en treés petite
quantité dans la sécrétion de la glande de Dufour.

Cette similarité de la composition de la cuticule et de la glande de Dufour au sein
d’une méme espece contraste avec l’extraordinaire diversité¢ interspécifique (Mudd et al.,
1982 ; Marris ef al., 1996 ; Syvertsen et al., 1995 ; Howard & Bakker, 2003). La différence au
niveau du nombre d’hydrocarbures, de leur nature (saturé-insaturé¢), de la gamme de longueur
de chaine carbonée, du nombre de groupements méthyl et leurs positions sur la chaine
principale semble 1i¢é a la phylogénie des especes. La composition des secrétions des
Ichneumonidae et Braconidae (superfamille : Ichneumonoidea) est assez simple, caractérisée
par un petit nombre de composé€s, saturés et insaturés, de C,; a Cyg, non branchés (Syversten
et al., 1995; Marris et al, 1996). Les Bethylidae (Bethyloidea) et les Pteromalidae
(Chalcidoidea) sont caractérisés par une plus grande quantité et diversité d’hydrocarbures a
longue chaine (C,;;-Csg), dont certains portent des groupements méthyl, et [’existence
(Bethylidae) ou non (Pteromalidae) d’hydrocarbures insaturés.

Le profil cuticulaire et de la glande de Dufour semble peu évoluer durant les trois
premiers jours de la vie de la femelle D. basalis. Les femelles D. basalis disposeraient de
sécrétions de composition similaire sur la cuticule et dans la glande de Dufour des
I’émergence. La classification hiérarchique semble cependant indiquer une faible tendance a
une augmentation de la similarité entre les structures avec 1’dge des femelles. Ces résultats
different de ceux obtenus chez les hyménopteres plus évolués tels que les guépes polistes
(Gamboa, 1996 ; Panek et al., 2001), les fourmis (Morel et al., 1988 ; Soroker et al., 1995 ;
Dahbi et al., 1999 ; Lenoir et al., 1999) et les abeilles (Breed et al., 1988) chez lesquels le
profil cuticulaire colonial n’est acquis qu’apres quelques heures a quelques jours et nécessite
le contact d’autres membres de la colonie. Si la qualité et la proportion relative des composés
n’évoluent que faiblement, la quantité et la concentration des sécrétions pourraient augmenter
avec I’age. Les analyses chimiques effectuées n’ont pas permis d’obtenir des informations
quant a la concentration totale des différents hydrocarbures contenus dans les sécrétions. Les
observations préliminaires de glande de Dufour de femelles agées de quelques heures (chap.
3) ont montré que 1’aspect et le volume de la glande de Dufour changent durant les premiers
jours et suggerent que la quantité d’hydrocarbures change avec I’age.

L’activité similaire des deux sécrétions démontrée dans le chapitre 3 nous porte a
croire que les composés actifs sur le comportement des femelles E. vuilleti feraient plutot
partie des composés communs aux deux sécrétions, et non des composé€s présents en quantité

significative uniquement dans une des deux sécrétions. Déterminer un unique composé actif
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semble difficile, d’autant que les nombreux travaux portant sur le role de la sécrétion de la
glande de Dufour dans la communication chez les abeilles (Hefetz, 1987) et les fourmis
(Billen & Morgan, 1998) ont montré que la reconnaissance s’effectue au niveau de la
combinaison des différents hydrocarbures a des concentrations précises. Généralement,
chacun des composés pris séparément n’a aucune activité¢ dans la reconnaissance.

La composition identique tant au niveau qualitatif que quantitatif des sécrétions
cuticulaire et de la glande de Dufour est troublante. Cette similarité, qui n’a été¢ décrite que
depuis une dizaine d’années, semble pourtant répandue chez les Hyménopteres. Elle a
notamment été retrouvée chez des bourdons (Oldham ef al., 1994), chez des guépes polistes
(Dani et al., 1996), chez I’abeille Apis mellifera (Gozansky et al., 1997) et chez plusieurs
familles d’hyménopteres parasitoides (Syvertsen et al., 1995 ; Howard & Bakker, 2003).
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette similarité:

@ Soit une des structures, probablement la glande de Dufour, est sécrétrice, et la
sécrétion est répandue a la surface de la cuticule durant les phases de toilette fréquentes chez
cette espece. Les extraits effectués a différents ages et aprés immobilisation des femelles
semblent montrer que cette similarité apparait trés tot, bien avant les premieres phases de
toilette. Le comportement de toilette ne semble pas jouer de role déterminant dans I’apparition
de la similarit¢ de la composition des deux sécrétions, mais pourrait jouer un rdle non
négligeable dans I’homogénéisation des deux sécrétions.

@ Soit les structures sécrétrices au niveau de la cuticule et de la glande de Dufour
produisent les mémes hydrocarbures dans des proportions similaires. Les hydrocarbures a la
surface de la cuticule sont présumés produits par de petites structures glandulaires
épidermiques, qui déchargeraient leurs sécrétions au niveau de pores cuticulaires. Les glandes
a venin et de Dufour sont dérivées de tissus €épidermiques et possédent une paroi cuticulaire.
Des tissus ayant la méme origine pourraient produire des composés similaires (Oldham et al.,
1994).

® Soit enfin la production s’effectue en amont et les hydrocarbures sont transportés
vers la glande de Dufour et la cuticule, ou ils sont excrétés. Aucune étude n’a démontré
clairement que la glande de Dufour était le site de biosynthese des hydrocarbures contenus
dans la sécrétion. Cette glande peut étre une structure d’excrétion et de stockage de composés
produits ailleurs dans 1’organisme. Différentes études physiologiques chez les insectes
démontrent que les hydrocarbures de la cuticule et de la glande de Dufour proviennent
d’cenocytes qui libérent les hydrocarbures dans 1’hémolymphe. Ils sont alors pris en charge

par une lipophorine, principale classe de protéine de I’hémolymphe des insectes, transportés
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et libérés a travers les membranes cuticulaires ou a travers la membrane des glandes
spécialisées (van der Horst et al., 1993 ; Blomquist ef al., 1998 ; Schal et al., 1998 ; Jurenka
& Subchev, 2000). Cependant, si cette hypotheése peut expliquer les similarités des profils de
la glande de Dufour et de la cuticule, 1’origine des hydrocarbures les plus lourds, retrouvés
presque exclusivement sur la cuticule, reste a découvrir. Soit des mécanismes excluent
certains hydrocarbures du transport vers la glande de Dufour ou permettent une absorption
sélective différente par la membrane des cellules de la glande de Dufour et de la cuticule
(Schal et al., 1998), soit les hydrocarbures lourds sont synthétisés localement, au niveau d’une

des nombreuses glandes cuticulaires.
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& Chapitre 3 : Aspects evolutifs de la
discrimination interspécifique @
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Les études ayant porté sur 1’évolution de la discrimination interspécifique ont presque
toutes en commun 1’a priori que cette discrimination aboutit a 1’évitement du multiparasitisme
(Gofray, 1994). Dans ces conditions, la discrimination interspécifique est généralement
considérée comme n’étant pas une stratégie évolutive stable (ESS), sauf dans les situations ou
le nombre d’hétes exploitables est limitant et quand les chances de survie dans un hote
parasité par une femelle allospécifique sont plus faibles que dans un hote sain (Bakker ef al.,
1985). Turlings et al. (1985), ont modélisé 1’évolution de la discrimination interspécifique
entre deux parasitoides sympatriques de drosophile et ont conclu que I’évolution de la
discrimination interspécifique était improbable. La seule situation pouvant aboutir a la
discrimination interspécifique selon ce raisonnement serait liée a une proximité
phylogénétique (Rosen & De Bach, 1979 ;Vet ef al., 1984 ; Mc Brien & Mackauer, 1991).
Deux especes proches, dont la séparation est intervenue récemment a partir d’un ancétre
commun capable de discrimination intraspécifique, pourraient avoir conservé ce caractere et
reconnaitraient les hdtes parasités par 1’espece proche. Ce raisonnement est inapproprié dans
le cadre du kleptoparasitisme, ou la discrimination aboutit non pas a I’évitement mais a la
recherche du multiparasitisme et ou le déficit en survie li¢ a la ponte dans un hote parasité est
annulé par le comportement ovicide. Pour van Alphen & Visser (1990), la reconnaissance du
marquage et la ponte sur un hote parasité par une femelle allospécifique ne peut étre
avantageux pour un parasitoide, que si cette espéce est un compétiteur supérieur, c’est a dire
qu’il gagne toujours la compétition intrinseque, et que les chances de survie de sa
descendance sont plus élevées sur un hote parasité par le compétiteur inférieur que sur un hote
sain. Cet avantage pourrait selon les auteurs étre a 1’origine de 1’évolution du
kleptoparasitisme. D’autre part, de nombreux auteurs suggerent que [’apparition de la
discrimination interspécifique serait liée a [’asymétrie entre les aptitudes compétitives
respectives des especes (Leveque et al., 1993 ; Mc Brien & Mackauer, 1990). La compétition
interspécifique agirait alors comme une pression de sélection puissante modelant les stratégies
des parasitoides. Ce lien entre la compétition interspécifique et 1’apparition de stratégies
d’exploitation impliquant des phénomenes de discrimination interspécifique des hotes
parasités n’a jamais €t€¢ prouveé. D’autre part, sur le terrain, les conditions de compétition
varient localement et temporellement. La stratégie adoptée par une femelle E. vuilleti devrait
dépendre de I’intensité locale de la compétition interspécifque.

Nous avons dans ce chapitre tenté de déterminer quels processus €évolutifs avaient pu
permettre la sélection chez Eupelmus vuilleti de la discrimination interspécifique des hotes

parasités par Dinarmus basalis. Pour cela, nous avons tout d’abord étudié la spécificité¢ de

120



cette reconnaissance, puis nous avons tenté de déterminer si la discrimination interspécifique
des hotes parasités présentait des bénéfices suffisants pour expliquer I’apparition et la
sélection de ce comportement. Enfin, nous avons voulut déterminer si I’expression de cette
stratégie était liée a des conditions environnementales particulicres, et si des mécanismes

permettaient 1’adaptation de la stratégie dans des conditions environnementales fluctuantes.
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A- SPECIFICITE DE LA DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE

Bien que la discrimination des hotes parasités par des femelles allospécifiques soit
difficilement interprétable comme un phénomene adaptatif (Bakker et al., 1985 ; Turlings et
al., 1985 ; Ueno, 1999), deux situations ont été décrites comme potentiellement capables
d’expliquer I’apparition d’un tel comportement (Godfray, 1994) :

@ Lorsque les espéces considérées sont phylogénétiquement proches (Rosen & De
Bach, 1979; Vet et al.,, 1984; Mc Brien & Mackauer, 1991): La discrimination
interspécifique serait un comportement relique d’une discrimination intraspécifique existante
chez un ancétre commun. Elle est alors interprétée comme une erreur par confusion de la
phéromone de marquage allospécifique avec la phéromone de marquage conspécifique de
composition proche.

@ Lorsque les espéces considérées sont sympatriques et entrent en concurrence pour
le méme type d’hote (Browning & Oatman, 1984 ; Chow & Mackauer, 1984) : L’issue de la
compétition interspécifique dépend des mémes facteurs qu’en situation de compétition
intraspécifique, notamment du délai entre les pontes, mais dépend également des adaptations
particulieres de chacune des especes a la compétition (Mc Brien & Mackauer, 1990).
Généralement, I’espece la moins compétitive est capable de reconnaitre les hotes parasités par
I’espece la plus compétitive et évite le multiparasitisme (Bai & Mackauer, 1991 ; McBrien &
Mackauer, 1991 ; Scholz & Holler, 1992 ; Pijls et al., 1995).

Lorsque les espéces sont phylogénétiquement proches, la discrimination peut étre
réciproque entre les especes concernées (Vet ef al., 1984 ; McBrien & Mackauer, 1990). Entre
deux especes sympatriques, en revanche, la discrimination est généralement sélectionnée chez
I’espece la moins compétitive qui évite les hotes parasités par 1’espece la plus compétitive.
Chez d’autres especes enfin les deux processus pourraient intervenir : Anaphes n. sp. est
capable de reconnaitre les hotes parasités par Anaphes sordidatus (Hymenoptera :
Mymaridae), une espece proche et sympatrique (van Baaren et al., 1994). L’étude de la
spécificité de la reconnaissance et de 1’influence de la position phylogénétique des especes
concurrentes sur la reconnaissance doit nous permettre d’identifier le ou les processus
impliqués dans la sélection chez E. vuilleti de la discrimination interspécifique des hotes

parasités par D. basalis.

Si E. vuilleti et D. basalis sont inféodés aux mémes especes hotes, la répartition

mondiale des deux parasitoides est tres différente (Fig. 45). D. basalis est un parasitoide
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Figure 45 — Répartition mondiale de D. hasalis etde E. vuiller.
Les pays ou D. basalis a &té décrite sont colorés en rouges (M) et ceux ou £ vuiller a &€ décrite sont en bleu (). Dans les pays hachurés ( Il ). les
deux espéces sont potentiellement sympatriques. En pointillé, les aires de répartitions probables des deux espéces.

tropical ubiquiste, décrit dans de nombreux pays d’Afrique, de ’Egypte a I’ Afrique du Sud
(Rasplus, 1986 ; Alzouma, 1987 ; Rasplus, 1989 ; Monge & Huignard, 1991 ; Ouedraogo et
al., 1996; Amevoin et al., 2003), en Amérique du Nord et du Sud (Rasplus, 1989, Schmale et
al., 2001) et en Asie, de I’'Inde aux Fidji (Rasplus, 1989 ; Verma, 1990 ; Wai & Fujii, 1990 ;
Nishimura, 1993 ; Islam & Kabir, 1995). E. vuilleti quant a lui est une espéce décrite
uniquement dans I’ancien monde, en Afrique intertropicale (Crawford, 1913 ; De Luca, 1965 ;
Prevett, 1966 ; Rasplus, 1986 ; Alzouma, 1987 ; Germain, 1988 ; Monge & Huignard, 1991 ;
Sankung, 1994 ; Tchassanti, 1995) et en Inde (Nikol’skaya, 1963). Ces deux especes ne sont
donc sympatriques que dans une partie de leurs aires de répartition respectives, et
principalement en Afrique de 1’Ouest. Méme dans les pays ou les deux espeéces ont été
décrites, au niveau local, I’observation simultanée des deux especes dans les greniers de
Niéb¢é dépend des caractéristiques climatiques des zones de culture. Ainsi, au Togo, I’espece
E. vuilleti n’est rencontrée fréquemment que dans la zone se¢che dite soudanienne (ou
sahélienne) du Nord du pays, alors que D . basalis est présente aussi bien en zone
soudanienne au Nord qu’en zone guinéenne humide au Sud (Amévoin et al., 2003).

Les especes d’insectes qui ont une aire de répartition treés large présentent
fréquemment des variations géographiques au niveau de la composition des sécrétions ayant
un role dans la communication intraspécifique (Cruz-Lopez et al., 2001). Ces variations
géographiques peuvent prendre la forme de différences quantitatives (Hansson et al., 1990) et
qualitatives (Aldrich, 1988). Le profil cuticulaire, et particuliecrement le ratio des

hydrocarbures majoritaires, est décrit chez les hyménopteres sociaux comme caractéristique
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d’une population ou d’une colonie particuliére (Cervo et al., 2003). Les profils des sécrétions
cuticulaires et de la glande de Dufour de populations de D. basalis isolées géographiquement
pourraient présenter des différences quantitatives ou qualitatives. Si la sélection de la
discrimination interspécifique est liée a la compétition, E. vuilleti ne devrait reconnaitre que
la population de D. basalis sympatrique dont la compétition affecte son succes reproducteur
(Nufio & Papaj, 2001). La signature géographique potentielle pourrait aboutir a une variation

de la préférence d’E. vuilleti pour les hotes parasités par différentes populations de D. basalis.

Nous avons tent¢ de déterminer les conditions ayant permis, chez E. vuilleti, la
sélection de la discrimination interspécifique des hdtes parasités par D. basalis. Pour cela,
nous avons testé 1’étendue de la reconnaissance interspécifique de femelles E. vuilleti pour
huit especes d’hyménopteres parasitoides plus ou moins proches phylogéniquement de D.
basalis ou de E. vuilleti.

Nous avons ensuite comparé la composition de la sécrétion cuticulaire de femelles de
D. basalis issues de quatre populations d’origines géographiques différentes : la population
originaire du nord du Togo (zone soudanienne), sympatrique de la population de E. vuilleti
¢tudiée, utilisée dans toutes les expériences précédentes, et trois populations originaires de
régions différentes ou E. vuilleti est commune, rare, ou absente. Nous avons ensuite tenté de
déterminer si ces différences éventuelles au niveau de la composition des traces cuticulaires se
traduisaient par une variation dans la reconnaissance par E. vuilleti d’hotes parasités par les

différentes populations.

1- Etendue spécifique de la discrimination
Les espéces que nous avons testées n’étant pas toutes des parasitoides de bruche,
nous n’avons pas pu réaliser les tests a partir d’hdtes parasités. Nous avons uniquement testé
I’activité des sécrétions cuticulaires sur le comportement des femelles E. vuilleti. Hormis E.
vuilleti et D. basalis, cinq autres especes de parasitoides ont été testées, choisies pour leurs
positions systématiques plus ou moins proches de D. basalis ou pour leur sympatrie avec les
populations de E. vuilleti et D. basalis étudiées.
Ces expériences ont été réalisées avec la participation de Brianda Guillem Sempere au

cours de son stage de maitrise.
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1-1 Procédure expérimentale

Anisopteromalus calandrae (Howard) (Fig. 46) est un Hyménoptere Pteromalidae
de la sous famille des Pteromalinae, tout comme D. basalis. C’est donc une espece assez
proche, bien que d’un genre différent. C’est un parasitoide cosmopolite tropical et subtropical
ectoparasitoide de larves et de nymphes de nombreuses especes de coléoptéres phytophages
ravageurs des stocks de céréales (Ghani & Sweetman, 1955). Cette espece n’a cependant
jamais €t€¢ décrite comme faisant partie du cortége parasitaire a 1’intérieur des greniers de
Niéb¢ en Afrique de 1I’Ouest (Sou, 1998) et ne peut donc pas étre considérée comme une
espece sympatrique de D. basalis et E. vuilleti. Si la discrimination intraspécifique n’a pas été
démontrée chez cette espece, il semble que les femelles ne pondent qu’un seul ceuf par héte
(Menon et al., 2002), ce qui peut €tre interprété comme un systeme d’évitement du
superparasitisme. Chez cette espece, comme chez D. basalis, les sécrétions cuticulaires et de
la glande de Dufour sont similaires, composées uniquement d’hydrocarbures saturés. Ces
sécrétions different cependant entre A. calandrae et D. basalis, au niveau de la gamme de
nombre de carbones considérée, et des composés présents (Howard & Bakker, 2003). La
population de A. calandrae testée provient d’un ¢€levage au laboratoire sur des graines de

Niébé contenant des larves de C. maculatus.

Figure 46 — Anisopteromalus calandrae femelle.
Posture de ponte (X 40)

Pachycrepoideus dubius (Ashmead) (Fig. 47) est également un Hyménoptere
Pteromalidae de la sous famille des Pteromalinae, comme D. basalis et A. calandrae. C’est un
ectoparasitoide idiobiont solitaire cosmopolite (Crandell, 1939) de pupes de nombreuses

especes de Dipteres (Nostvik, 1954). 11 peut aussi se développer en hyperparasitoide facultatif
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de différentes especes de parasitoides primaires de drosophile (van Alphen & Thunnissen,
1983) et notamment de Trybliographa rapae (Hymenoptera : Eucoilidae) (Grandgirard et al.,
2002), comme E. vuilleti peut se développer en hyperparasitoide facultatif sur les larves de D.
basalis agées (van Alebeek et al., 1993). Pachycrepoideus dubius pratique également
I’ovicide (Goubault, 2000), est capable de discrimination interspécifique en présence d’hdtes
parasités par 7. rapae mais évite le multiparasitisme (Grandgirard et al., 2002). Les femelles
testées nous ont été gracieusement fournies par le laboratoire d’Ecobiologie des Insectes
Parasitoides de Rennes 1, et proviennent d’un élevage sur des pupes de Delia radicum

(Diptera : Anthomyiidae).

Sonia Dourlot Univ-Rennesl
Figure 47 - Pachycrepoideus dubius femelle
(X 40)

Cotesia glomerata (= Apanteles glomeratus) (Linnaeus) (Fig. 48) est un
Hyménoptére Ichneumonidea Braconidae et constitue donc une espece ¢éloignée
phylogénétiquement de D. basalis. C’est un endoparasitoide grégaire des trois premiers stades
larvaires de Pieris brassicae et Pieris rapae (Lepidoptera) (Laing & Levin, 1982). Les
femelles de cette espece posséderaient la capacité de reconnaitre les hdtes sains des hotes
parasités par une conspécifique, probablement par détection d’un indice interne durant la
phase d’insertion de 1’ovipositeur dans 1’héte (le Masurier, 1990). Cette discrimination
intraspécifique permet généralement a la femelle d’éviter le superparasitisme mais lorsque les
hotes sont parasités depuis peu de temps, elle se traduit par une préférence pour les hotes
parasités (Gu et al., 2003). Les compositions des sécrétions cuticulaires et de la glande de
Dufour n’ont pas été¢ déterminées chez cette espéce, mais Syvertsen et al. (1995), chez un
autre Braconidae, Cardiochiles nigriceps ont décrit les sécrétions de la glande de Dufour et de

la cuticule comme un mélange identique d’alcanes, d’alkénes et d’alkadiénes assez différent
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de la composition déterminée chez D. basalis. Les populations de C. glomerata testées

¢taient issues d’un €levage au laboratoire sur des chenilles de Manduca sexta (Lepidoptera).

Figure 48 — Cotesia glomerata femelle (X 40)

Eupelmus orientalis (Crawford) (Fig. 49) est une espéce Hyménoptere Eupelmidae
proche d’E. vuilleti. C’est un ectoparasitoide solitaire des larves et des nymphes de bruches en
Afrique et en Inde (Nikol’skaya, 1963), retrouvé fréquemment en Afrique de 1’Ouest, dans les
stocks de Niébé exploitant les mémes hotes que D. basalis et E. vuilleti (Sou, 1998). Pour
Ndoutoume et al. (2000), E. orientalis est une espeéce présentant un potentiel reproducteur
supérieur a E. vuilleti en conditions hivernales mais identique en été. Cependant, E. orientalis
semble peu adaptée aux conditions de stockage (lumiére et dispersion) et serait un mauvais
compétiteur en présence de D. basalis ou E. vuilleti. Lorsque 1’une de ces deux espéces est
présente dans le grenier, E. orientalis devient rapidement minoritaire dans les greniers
(Ndoutoume-Dong, 1996). Les populations testées proviennent d’élevage au laboratoire sur

des graines de Niébé contenant des larves et des nymphes de C. maculatus.

Figure 49 — Eupelmus orientalis femelle (X 40)
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Trybliographa rapae (Westwood) (Fig. 50) est un Hyménoptere Figitidae
Eucoilinae répandu en Europe et en Amérique du Nord (Wishart & Monteith, 1954). C’est un
parasitoide solitaire spécialiste des larves de Delia radicum (Diptera : Anthomyiidae). Cette
espece koinobionte présente une phase endoparasitoide puis une phase ectoparasitoide. Cette
espece ¢€loignée phylogénétiquement de D . basalis, est fréquemment décrite comme
sympatrique de P. dubius. La compétition entre ces deux especes est nettement défavorable a
T. rapae (Crandell, 1939). Les femelles 7. rapae testées nous ont été gracieusement fournies
par le laboratoire d’Ecobiologie des Insectes Parasitoides de Rennes 1, et proviennent

d’¢levage sur des pupes de Delia radicum (Diptera : Anthomyiidae).

Sonia Dourlot Univ-Rennesl

Figure 50 — Trybliographa rapae femelle (X 40)

Pour chaque espece, 1'abaomen a une vingtaine ae remelles a ete frotté au niveau de
la loge artificielle de 60 gélules contenant une nymphe de C. maculatus. Ces gélules ont
ensuite été présentées a 60 femelles E. vuilleti selon le protocole de test biologique défini en
situation de choix avec 60 gélules propres contenant un héte sain. Un témoin a été réalisé en

présentant un choix entre deux gélules propres contenant un hote sain.

1-2 Résultats (Fig. 51)

D. basalis est la seule espece dont les traces cuticulaires induisent une préférence
par E. vuilleti, ce qui se traduit par la seule valeur de I'indice de préférence moyen
significativement différent de celui obtenu lors de I’expérience témoin (MW ; P-value <
0.001). Les traces cuticulaires de E. orientalis, la troisiéme espéce sympatrique au sein des
stocks de Ni¢bé, ne semblent pas reconnues par les femelles E. vuilleti. Le test biologique de

I’activité des traces cuticulaires de P. dubius, une espece proche de D. basalis, aboutit a un
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indice de préférence moyen légerement positif, bien que non significativement différent de
celui du témoin. Le test des traces cuticulaires de E. vuilleti sur la préférence par des femelles
conspécifiques semble indiquer que cette espece ne possede pas de discrimination
intraspécifique ou que cette discrimination n’est pas basée sur la reconnaissance de traces

cuticulaires déposées a la surface du systéme.

1
g 0,8
20,6
o T |
q’ ’ T
:E O | —— T T T | E—— T T ﬁ‘ﬁ ‘ ‘ T T T
‘95’__0 2 Témoin C. glomerata _E. orientalis E. vuilleti P. dubius D. basalis _A. calandrae T. rapae
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Apocrita

Figure 51 — Préférence des femelles E. vuilleti en situation de choix entre une gélule propre
contenant un hote sain et une gélule contenant un hote sain sur la quelle a été frotté¢ 1’abdomen

de femelles de diftérentes especes.
% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < a)

2- Variation biogéographique de la discrimination interspécifique

2-1 Procédure expérimentale

2-1-1 Les différentes souches utilisées

La population soudanienne correspond a la souche utilisée jusqu’a présent dans ce
mémoire. Elle est originaire des environs de Dapaong a I’extréme Nord du Togo (Fig. 52),
dans la région des Savanes caractérisée par une seule saison séche, et ou les deux especes D.

basalis et E. vuilleti coexistent dans les greniers.

La population guinéenne est originaire de la capitale, Lomé, a I’extréme Sud du Togo
(Fig. 52). Dans la région Maritime, caractérisée par deux saisons seches, D. basalis est

commun, alors que E. vuilleti est beaucoup plus rare (Amévoin et al., 2003). Les zones
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soudanienne et guinéenne sont séparées dans la région Centrale par un massif peu ¢levé, les
monts Togo. La souche guinéenne est issue de graines de niébé cultivées sur une parcelle
expérimentale sur le campus de "université de Lomé. Elle a été maintenue au laboratoire sur

des larves de C. maculatus dans des graines de Niébé quelques mois avant de succomber a
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Figure 52 — Origine des populations africaines de D. basalis testées.
* . Région d’origine de la population guinéenne de D. basalis.
* . Région d’origine de la population soudanienne de D. basalis.

¥ : La région d’origine de la population béninoise est inconnue.

La population béninoise de D. basalis provient d’individus qui ont émergé de graines
de Niéb¢ achetées sur un marché de la région de Cotonou, la capitale du Bénin. La zone de
culture de ces graines est inconnue. Dans le nord de ce pays voisin du Togo, les deux espéces
de parasitoides coexistent dans des greniers semblables a ceux utilisés au Togo. Cette souche

a ¢été¢ rapportée par le Docteur Ketho (Université du Bénin, Lomé, Togo) lors d’une
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collaboration et a ét¢ maintenue au laboratoire sur des larves de C. maculatus dans des graines

de Niébé¢. Elle a aussi €té détruite par une attaque d’acariens.

La population mexicaine de D. basalis est originaire de Malinalco, au sud de Mexico.
Elle a été rapportée par 1’équipe du professeur Betty Benrey (Institut de Zoologie, Université
de Neufchatel, Suisse) était maintenue en Suisse sur des larves de Zabrotes subfaciatus dans
des graines de haricot (Phaseolus vulgaris). Au laboratoire, cette souche a ét¢ développée sur
des larves de C. maculatus dans des graines de Ni¢bé (V. unguiculata), le changement d’hote

s’est effectué sans aucune difficulté (Campan & Benrey, 2004).

Nous avons également sollicité¢ 1’envoi d’autres populations, notamment asiatiques.
Un échantillon japonais, provenant d’une souche japonaise et maintenue au Japon en
laboratoire sur des larves de Callosobruchus chinensis sur des graine de Niéb¢, nous a été
envoyée par le Dr Suzuki (Institute of Applied Biochemistry, University of Tsukuba, Japon).
Cette souche n’a pu étre maintenue a I’IRBI, le changement d’hdte n’ayant pu étre réalisé. De
méme, un échantillon bangladeshi de graines infestées de larves de C. chinensis parasitées
nous a ¢té envoyé par le Dr Islam (Institute of Biological Sciences, Rajshahi University,

Bangladesh). Une seule femelle a émergé, rendant ’utilisation de cette souche impossible.

2-1-2 Obtention des extraits

Les femelles D. basalis étaient issu d’¢levages séparés de chacune des souches
géographiques sur larve de C. maculatus dans des graines de Niébé. Dix femelles émergentes
de chaque souche ont été placées avec quelques males dans des boites de Pétri sans hote avec
un coton imbibé d’eau sucrée pendant 3 jours. Le troisieme jour, les extraits ont été réalisés en
plongeant les 10 femelles vivantes dans 100 pl de pentane (GC grade, 99,99%) pendant 10

secondes. L’extrait a ét€ homogénéisé grace a un agitateur pendant quelques secondes.

2-1-3 Analyse chimique

Les analyses chimiques proprement dites ont été réalisées selon le protocole décrit
précisément dans le chapitre 2 avec le Perkin-Elmer Turbomass system comprenant un

chromatographe phase gazeuse couplé a un spectrométre de masse. La séparation a été
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réalisée grace a un programme de température de colonne, avec une température initiale de 50
°C, une température finale de 280 °C, 10°C par minute et un plateau final de 10 minutes. Les
chromatogrammes en courant ionique total (TIC) ont été enregistrés en mode ionisation

d’impact électronique a 70 eV.

2-1-4 Tests biologiques

Expérience 1 : Soixante femelles E. vuilleti expérimentées ont été soumises a un test
biologique présentant un choix entre une graine a un hdte sain et une graine a un hote parasité
24 heures avant par une femelle D. basalis de la population originaire de la zone soudanienne
du nord du Togo, sympatrique avec la population d’E. vuilleti étudiée.

Expérience 2 : Soixante femelles E. vuilleti expérimentées ont été soumises a un test
biologique présentant un choix entre une graine a un hdte sain et une graine a un hote parasité
24 heures avant par une femelle D. basalis de la population provenant de la zone guinéenne
au sud du Togo.

Expérience 3 : Soixante femelles E. vuilleti expérimentées ont été soumises a un test
biologique présentant un choix entre une graine a un hdte sain et une graine a un hote parasité
24 heures avant par une femelle D. basalis béninoise.

Expérience 4 : Soixante femelles E. vuilleti expérimentées ont été soumises a un test
biologique présentant un choix entre une graine a un hdte sain et une graine a un hote parasité
24 heures avant par une femelle D. basalis mexicaine.

Le parasitisme par les femelles D. basalis était vérifié aprés I’expérience par
dissection des graines. Seules les observations correspondantes ont été conservées.

Un témoin a été réalisé en présentant a 60 femelles E. vuilleti un choix entre deux

graines a un hote contenant chacune un hote sain.

2-2 Résultats

Les profils cuticulaires des quatre populations testées, Soudanienne, Mexicaine,
Guinéenne et Béninoise (Annexe 1) sont qualitativement semblables, aucun composé
majoritaire n’a pu étre identifi¢é comme caractéristique d’une population donnée.

Les deux composés supplémentaires présents dans les extraits Bénin et Togo, ayant
pour temps de rétention 16,24 et 17,93, ne sont pas des hydrocarbures et semblent avoir pour

origine une contamination lors de 1I’obtention des extraits. Les souches Bénin et Togo ayant

132



disparu suite a une attaque d’acariens, ces deux extraits ont été effectués antérieurement avec

une méthode et un solvant différent des extraits mexicains et de zone soudanienne.
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Figure 53 — Dendrogramme obtenu par classification ascendante hiérarchique

des proportions relatives des composés contenus dans la sécrétion cuticulaire

des différentes populations de D. basalis

Quelques différences quantitatives sont cependant perceptibles, au niveau des
proportions relatives de chacun des composés. Une classification hiérarchique fait apparaitre
une grande similarité des populations Béninoise et Soudanienne, alors que les populations
Guinéenne et Mexicaine forment un ensemble distinct (Fig. 53), caractérisé au niveau de leur
chromatogramme par une plus faible abondance des hydrocarbures a longue chaine.

Les tests biologiques des différentes populations de D. basalis semblent indiquer une
variation de la préférence d’E. vuilleti pour les hotes parasités en fonction de I’origine
géographique de la femelle D. basalis (Fig. 54). Si D’indice de préférence moyen est
significativement différent de celui du témoin quelle que soit la population (MW ; p-value <
0.05), il varie fortement entre ces différentes populations (KW ; p-value <0.001). L’indice de
préférence est significativement plus élevé pour la population sympatrique soudanienne que
pour les trois autres populations (test de Dunn-Sidak). La population béninoise semble
provoquer une préférence intermédiaire, bien que non significativement différente des

populations mexicaine et guinéenne.
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Figure 54 — Indice de Préférence (+ s.e.m.) des femelles E. vuilleti pour des graines contenant
des hotes parasités par les différentes populations de D. basalis.

% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < ).

Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace au test de Dunn-Sidak (o =
0,05).

3-Discussion

Parmi les especes testées, seules les traces cuticulaires de 1’espece D. basalis
semblent induire une préférence. La reconnaissance interspécifique des hotes parasités par E.
vuilleti semble extrémement restreinte, les traces cuticulaires d’especes proches de D. basalis
(P. dubius et A. calandrae) ne sont pas reconnues. Cependant, bien qu’appartenant a la méme
tribu, ces especes ne sont pas suffisamment proches pour conclure que D. basalis est ’'unique
espece reconnue. Nous n’avons pas testé d’autres especes du genre Dinarmus, dont les profils
cuticulaires pourraient étre suffisamment proches pour induire une préférence de la part d’E.
vuilleti.

Chez les Pteromalidae, I’analyse chimique des hydrocarbures cuticulaires a été
réalisée chez Rhopalicus pulchripennis (Espelie et al., 1990), Theocolax elegans (Howard and
Liang, 1993), Pteromalus cereallellae (Howard, 2001), Anisopteromalus calandrae (Howard
& Bakker, 2003) et D. basalis dans la présente étude. Les profils chimiques des sécrétions
cuticulaires sont tres différents tant au niveau du type de composés (mono, di, tri ou
tétraméthyl alcanes saturés ou insaturés), de leur variété, de la gamme de nombre de carbones
considérée. Les sécrétions cuticulaires chez cette famille d’Hyménopteres semblent
caractéristiques de I’espece, comme cela a été décrit chez de nombreuses especes d’insectes

sociaux (Howard & Blomquist, 1982 ; Bonavita-Cougourdan et al., 1987 ; Bagneres et al.,
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1990) et chez les bourdons (Tengo et al., 1991 ; Oldham et al., 1994). Chez les insectes
sociaux, les hydrocarbures cuticulaires sont utilisés comme des signatures odorantes
permettant la reconnaissance du genre, de 1’espece, de la colonie ou de I’individu et peuvent
jouer le role de phéromones, allomones ou kairomones (Howse, 1975 ; Blomquist et al.,
1998). Les quelques études réalisées sur la composition des hydrocarbures cuticulaires chez
les pteromalidae et plus généralement chez les hyménopteres parasitoides (Lockey, 1988 ;
Espelie et al., 1990 ; Howard, 1993 ; Howard, 2001) semblent indiquer que cette composition
est au moins caractéristique de I’espece et pourrait méme étre carctéristique des niveaux
inférieurs tels que populations, apparentés ou individus, comme le suggerent les études
portant sur la reconnaissance inter-individuelle intraspécifique (Hubbard et al., 1987 ; Holler
etal., 1991).

L’hoéte aux dépens duquel s’est développé le parasitoide ne semble pas déterminant
puisque les parasitoides autres que D. basalis ne sont pas reconnus, qu’ils aient été €levés sur
le méme hote que E. vuilleti et D. basalis (A. calandrae et E. orientalis), sur des larves de
Dipteres (P. dubius et T. rapae) ou des chenilles de Lépidopteres (C. glomerata). Le test de
des traces cuticulaires de souches de D. basalis maintenues sur différentes espeéces de bruches
aurait pu étayer cette hypothése. Ce phénomene pourrait étre 1i¢ a 1’'indépendance de la
composition de la sécrétion cuticulaire de 1’hote sur lequel les insectes ont été élevés, comme
cela est généralement admis chez les insectes parasitoides et prédateurs (Espelie ef al., 1990 ;
Howard & Liang, 1993 ; Howard, 2001), excepté pour les especes inquilines de société
d’insectes (Howard, 1993).

E. vuilleti ne semble ni éviter ni rechercher les hotes associés a des traces
cuticulaires conspécifiques. Deux hypotheses peuvent expliquer cette absence de préférence :

@ Soit la discrimination intraspécifique n’existe pas chez cette espéce. Cette
hypotheése concorde avec les forts taux de superparasitisme (36%) observés par Cortesero
(1994) qui en a déduit que les femelles E. vuilleti n’évitent pas le superparasitisme.

@ Soit la discrimination est réalisée aprés prospection interne des hotes parasités,
comme le suggere Terrasse (1986). L’issue de cette discrimination reste cependant floue :
pour Terrasse, les femelles E. vuilleti éviteraient le superparasitisme, alors que selon nos
propres observations, les femelles E. vuilleti semblent préférer les hotes parasités.

Les femelles E. vuilleti ne montrent pas de préférence pour les hotes associés a des
traces cuticulaires de E. orientalis, qui est pourtant une espece phylogénétiquement assez
proche de E. vuilleti, sympatrique et concurrente pour le méme stade de la méme espece hote.

Cette absence de reconnaissance pourrait étre due a I'infériorité compétitive d’E orientalis
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(mauvaise adaptation aux conditions de stockage et a la compétition) (Ndoutoume-Dong,
1996). La compétition avec E. orientalis ne présenterait pas de colts suffisants pour qu’FE.
vuilleti développe une stratégie d’exploitation dirigée contre cette espece. E. vuilleti ne
reconnaitrait que I’espéce qui possede des capacités intrinseques (parasitaire, de fécondité, de
longévité et de dispersion) supérieures (Sanon, 1997). Cette situation correspond aux cas
d’évitement du multiparasitisme chez des espéces sympatriques (Bai & Mackauer, 1991 ;
McBrien & Mackauer, 1991 ; Scholz & Holler, 1992 ; Pijls et al., 1995). Cependant, dans
notre systeme, la recherche du multiparasitisme associée au comportement ovicide et a la
supériorité des larves d’E. vuilleti lors de combat larvaire inverse les rapports de force, et ¢’est
E. vuilleti, au final, qui devient I’espéce dominante en situation de compétition avec D.

basalis.

Le profil cuticulaire de populations de D. basalis isolées géographiquement differe
dans I’abondance relative des hydrocarbures présents. La population béninoise de D. basalis
présente un profil en hydrocarbures cuticulaires trés proche de celui de la population du nord
du Togo. Bien que I’endroit exact de culture des graines contenant les D. basalis béninois
n’ait pu étre déterming, il est possible que cette souche soit originaire du nord du Bénin, la
région principale de culture du niébé. Les deux populations béninoise et soudanienne seraient
alors proches géographiquement, uniquement séparées par une frontiere politique.

Le profil de la population guinéenne présente un déficit en hydrocarbures a longue
chaine. Les monts Togo pourraient constituer une barriere géographique ayant partiellement
isolé les populations soudanienne au nord et guinéenne au sud. Cet isolement a pu se traduire
par une différentiation de la signature cuticulaire des deux populations.

La population de D. basalis américaine est particulierement intéressante. Elle est
séparée des populations africaines probablement depuis longtemps, bien qu’aucune donnée ne
soit disponible quant a la date de cette séparation. Elle pourrait étre intervenue récemment, a
la faveur d’une introduction accidentelle. Bien que se développant aux dépens d’une espece
hote essentiellement américaine, la bruche mexicaine Zabrotes subfasciatus (B.) a I’intérieur
de haricot commun (Phaseolus vulgaris L.), ce parasitoide a pu suivre Callosobruchus
maculatus (Rasplus, 1989), introduit vraisemblablement sur le continent américain au
XVII®™ siécle grace au commerce et a I’importation de la culture du niébé vers le nouveau
monde (Larson & Fisher, 1938), et trouver sur place un hote propice indigene. La similarité
des profils cuticulaires des populations mexicaine et guinéenne semble accréditer 1’hypothese

d’une introduction récente a partir d’une souche guinéenne cotiere.
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La préférence des femelles E. vuilleti pour les hotes parasités varie selon I’origine
géographique des femelles D. basalis. Cette variation pourrait étre due aux différences
constatées au niveau des profils en hydrocarbures cuticulaires, bien que le lien entre ces deux
phénomenes n’ait pu étre établi. Une variation quantitative du signal pourrait également Etre
évoquée, comme cela a été décrit chez Callosobruchus maculatus (Messina, 1989 ; Messina
et al., 1991). Chez cette espece qui posséde un systeme de marquage par dépdt d’une
phéromone sur les graines sur lesquelles la femelle a déja pondu, il existe une variation dans
le degré d’évitement des graines exploitées en fonction de la souche génétique. Cette variation
serait due a une différence dans ’intensit¢ du marquage par la femelle émettrice, et dans
I’intensité de la réponse de la femelle réceptrice, pour une intensit¢ de marquage donné. Il
semble donc qu’il existe chez C. maculatus une variation qualitative et quantitative de la
marque, associé¢ a une variation de la réponse. Dans notre systéme, la reconnaissance par E.
vuilleti est désavantageuse pour la femelle D. basalis puisqu’elle est synonyme d’une
destruction de la descendance. Il semble peu probable que la population de D. basalis
sympatrique de E. vuilleti ait sélectionné une intensité de marquage plus importante. Une
variation qualitative des sécrétions cuticulaires, associée a une variation de la reconnaissance
d’E. vuilleti semble plus probable.

La variation de I’indice de préférence en fonction de la population de D. basalis
correspond en fait a une variation du nombre de femelles qui préférent 1’hote parasité. La
préférence fait intervenir deux phénomenes, la discrimination, puis 1’attraction

@ Soit certaines femelles E. vuilleti ne sont capables de reconnaitre que la population
de D. basalis sympatrique. Seules les femelles qui en sont capables montreraient alors une
préférence.

@ Soit la reconnaissance est réalisée quelle que soit la souche de D. basalis, la
variation de la préférence correspondrait alors a une attractivité moins importante des hotes
parasités par certaines souches géographiques. Cette plus faible attractivité pourrait étre du a
I’abondance relative plus faible d’un composé particulier.

® Soit les deux phénomenes sont affectés. Les hotes parasités par des populations non
sympatriques seraient alors moins reconnus et moins attractifs.

La variation de Dattractivit¢ des hotes semble peu probable, les hdtes récemment
parasités par D. basalis (avant I’initiation de la phase de nutrition) présentent a priori la méme
qualité pour assurer le développement de la descendance d’E. vuilleti. Des expériences
préliminaires ont montré qu’au sein méme de la population de D. basalis soudanienne, les

profils cuticulaires de D. basalis pourraient présenter une certaine variabilité inter-

137



individuelle. En réponse, il pourrait exister dans la population d’E. vuilleti une variabilité de
I’étendue du bouquet reconnu. Les femelles disposant d’un spectre large seraient alors
capables de reconnaitre les hotes parasités par n’importe quelle souche géographique de D.
basalis, alors que les femelles disposant d’un spectre étroit ne reconnaitraient que les hotes
parasités par la population de D. basalis sympatrique.

Cette ¢étude biogéographique est incompléte, les populations de parasitoides de
certaines régions du monde manquent pour interpréter de facon certaine les résultats obtenus.
Outre les populations de D. basalis asiatiques, pour lesquelles les problémes liés au
changement d’hote devront étre résolus, il serait intéressant de savoir si I’espece D. basalis est
présente a Madagascar, ou seule E. vuilleti a ét¢ décrite (De Luca, 1965). Si E. vuilleti
exploite seule les hotes, cette population pourrait ne pas avoir sélectionné de capacité¢ de
discrimination interspécifique ou pourrait ne pas avoir développé de stratégie d’exploitation
agressive dirigée contre D. basalis. La comparaison du succes reproducteur des populations
d’E. vuilleti malgache et soudanienne en situation de compétition avec D. basalis pourrait
permettre de mieux comprendre comment le kleptoparasitisme est apparut chez les

populations d’E. vuilleti sympatriques de D. basalis.
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B- AVANTAGES ADAPTATIFS A LA RECHERCHE DU MULTIPARASITISME

La théorie de la sélection naturelle prédit que des organismes sont sélectionnés pour
maximiser leur propre succes reproducteur individuel ou le succes reproducteur des genes
qu’ils posseédent, plutét que le succes reproducteur de la population ou de 1’espece (Fisher,
1930 ; Dawkins, 1976 ; Maynard-Smith, 1976 ; Williams, 1992). Si le rdle positif de la
stratégie agressive d’E. vuilleti dans le maintien de cette espéce et dans la dynamique des
populations dans les greniers a souvent été invoqué (Monge & Huignard, 1991 ; Leveque et
al., 1993 ; Tricault, 2000 ; Jaloux et al., 2004), la s¢lection du comportement de recherche du
multiparasitisme nécessite que ce caractere augmente directement le succeés reproducteur des
femelles qui I’expriment. Cet avantage adaptatif pourrait se traduire par une augmentation de
survie ou de fécondité. Les avantages les plus fréquemment cités pour expliquer les cas de
kleptoparasitisme observés résident dans 1’utilisation des traces odorantes de 1’espéce
concurrente pour détecter la présence d’un hote (Arthur, 1964 ; Spradbery, 1968) la
réutilisation de I’orifice d’insertion de 1’ovipositeur pour accéder a 1’héte (Couturier, 1949 ;
Spradbery, 1968 ; Price, 1970a; van Alebeek et al., 1993, Takasu & Hirose, 1991) et
I’utilisation des systémes de virulence de la premiere espece (Arthur, 1981 ; Kraaijeveld,
1999). L’utilisation des traces odorantes permettrait de réduire le temps de recherche de
I’hote, la réutilisation de 1’orifice pourrait permettre a la femelle kleptoparasitoide d’exploiter
des hotes inaccessibles par ses propres moyens, de gagner du temps et de réduire les risques
de prédation. L’utilisation des systémes de virulence consiste a bénéficier de I’inactivation de
I’hdte par le venin de la concurrente ou d’éviter chez les endoparasitoides 1’encapsulation en
profitant des particules virales injectées par la premicre femelle. E. vuilleti est un
ectoparasitoide qui pique fréquemment les hotes et leur injecte un venin paralysant (El Agoze,
1983), alors que D. basalis ne pique que trés rarement (Cortesero, 1994). Un gain li¢ a
I’utilisation des systémes de virulence de D. basalis semble peu crédible et n’a a ma
connaissance jamais €té décrit chez des ectoparasitoides.

Des ¢études précédentes menées au laboratoire ont montré que lorsque les hotes sont
présents en densité faible, la capacité de chacune des deux especes a exploiter efficacement
ces hotes ne dépendait pas des mémes paramétres : D. basalis est plutdt limité par le stock
d’ceufs disponibles, alors que E. vuilleti est plutdt limité par le temps (van Alebeek et al.,
1993). La longévité des femelles D. basalis est supérieure a 30 jours (Gomez Alvarez, 1980)
et celle des femelles E. vuilleti est d’environ 20 jours (Terrasse, 1986). La fécondité totale

durant la vie d’une femelle a été estimée a 50 ceufs (Gomez Alvarez, 1980) pour D. basalis, et

139



a 100 ceufs pour E. vuilleti (Terrasse, 1986). Le gain de temps semble donc étre un bon
candidat pour expliquer la sélection par E. vuilleti du comportement de recherche du
multiparasitisme.

Nous avons dans ce chapitre tenté de déterminer si la recherche du multiparasitisme
présentait un avantage pour la femelle E. vuilleti. Nous avons ensuite ¢tudié 1’influence de la

compétition interspécifique sur le succes reproducteur des femelles E. vuilleti.

1 — Gain en temps de recherche de I’hote

Les stimuli impliqués durant 1’identification et la discrimination de 1’hote sont
considérés comme essentiellement gustatifs ou tactiles (Vinson, 1985 ; Schmidt & Smith,
1989). Cependant, certaines especes sont capables de discriminer les hotes sains des hotes
parasités par une conspécifique a distance (van Baaren & Nenon, 1996). Cette discrimination
serait due a la perception de la phéromone de marquage (van Dijken et al, 1992) et
modifierait le comportement locomoteur des femelles.

Lors des expériences préliminaires, il a ét¢ montré que la perception de 1’indice
permettant la reconnaissance par E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis s’effectuait au
moins a courte distance, I’expression de la préférence intervenant avant la visite des deux
types d’hotes. Nous avons voulu déterminer si I’attraction a distance des femelles E. vuilleti
se traduisait par une réduction du temps précédent la découverte de I’hote. Des études
olfactometriques menées précédemment au laboratoire ont montré que le comportement
locomoteur des femelles E. vulleti était stimulé par des odeurs produites par la larve hote
(Cortesero et al., 1993). Nous avons voulu savoir si le parasitisme par D. basalis avait une
influence sur le comportement locomoteur de femelles E. vuilleti, et plus précisément sur le
temps d’arrivée sur I’hote. Pour cela, nous avons ¢tudié¢ le comportement des femelles E.
vuilleti soumises a des odeurs de graines saines, de graines contenant des hotes sains ou de

graines contenant des hotes parasités par D. basalis.

1-1 Procédure expérimentale
120 femelles E. vuilleti émergentes ont ét¢ placées dans des boites de Pétri avec des
graines contenant des hotes, quelques males et un coton imbibé d’eau sucrée durant trois
jours. Elles ont ensuite été isolées individuellement dans des boites de Pétri avec uniquement
de I’eau sucrée pendant 24 heures, les expérimentations avaient lieu le quatriéme jour.
L’olfactometre (Fig. 55) était constitué¢ d’un tube en verre de 15 cm de long et de 2 cm

de diametre interne. Il était placé dans une piece climatisée a 30 £ 2 °C sous un éclairage
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intense et uniforme de 450 lux. Le flux d’air provenait d’un compresseur, passait par un
humidificateur, et était maintenu grace a un débimetre a 0.2 m/sec. a I’intérieur du tube. A une
extrémité du tube était placé, sous le flux d’air, une graine de niébé saine (Exp. 1), une graine
de Niébé contenant plusieurs hdtes sains (Exp. 2), ou une graine de Niébé contenant plusieurs
hotes parasités par D. basalis 24 heures auparavant (Exp. 3). A autre extrémité, une femelle
E. vuilleti était introduite, le tube refermé par un morceau de tulle, et le chronometre
déclenché. Pour chaque expérience, le comportement de 40 femelles a été observeé
successivement pendant 10 minutes. Le nombre de femelles ayant atteint la graine et le temps
nécessaire a 1’atteindre ont été enregistrés. Un témoin a été réalisé en présence d’air pur. Le
temps enregistré dans ce témoin est celui mis par la femelle pour atteindre la zone ou la graine
est fixée en condition expérimentale.

Les variances des échantillons n’étant pas homogenes, les résultats ont été traités grace
a un test non paramétrique de Kruskall-Wallis sous Xlstat pour déterminer 1’existence d’une

différence entre les échantillons.

air

< >
@ﬁ‘( > 4—é> Débitmeétre
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DINIIE

Humidificateur 0)

Figure 55 — Schéma du dispositif olfactometrique
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1-2 Résultats

Le temps mis par les femelles pour arriver sur la zone (témoin) ou sur la graine (Exp.
1, 2 et 3) n’est pas significativement différent quelle que soit la source odorante utilisée
(KW ; P-value= 0.136> a) (Fig. 56). Bien que le temps d’arrivée sur les graines semble
légerement plus faible que dans la situation témoin, les €écarts importants entre les temps
enregistrés lors des différentes observations n’a pas permis d’obtenir de résultats significatifs.
L’odeur de graines contenant des hotes parasités par D. basalis ne semble pas influencer le
temps de découverte de 1’hdte dans les conditions expérimentales choisies. Au contraire, lors
des expériences 2 et 3 ou les graines contiennent des hotes, une proportion moins importante
de femelles est montée sur les graines (25/40 et 18/40) que lors de I’expérience 1 ou les

graines ne contenaient pas d’hote (36/40).

450 -
400

350 NS
300 NS NS
250
200
150
100 —
50 —
0 \

témoin air pur  Exp. 1 graine Exp. 2 Hote sain  Exp 3. Hote
N= 26 sans hote N= 36 N= 25 parasité N= 18

Temps en sec.

Figure 56 — Temps moyen d’arrivée sur la graine
N. S. : Non significativement différent du t¢émoin (KW ; P-value < a)

2- Gain en temps d’exploitation de I’héte

Une femelle E. vuilleti, pour exploiter un hdte déja parasité par D. basalis, dispose de
trois chemins d’acces possible :

@ Soit la femelle E. vuilleti fore son propre orifice directement au dessus de la loge de

I’hote.

@ Soit la femelle perce la paroi de I’ceuf de bruche vide et suit la galerie creusée par
I’héte jusqu’a la loge.

® Soit elle réutilise I’orifice foré par D. basalis et accéde directement a la loge.
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Selon Leveque (1991), I’accés par la galerie serait le plus fréquemment emprunté par
les femelles E. vuilleti (85%) en présence d’hotes sains, 1’acces direct en creusant son propre
orifice n’interviendrait que dans 15% des cas. Van Alebeek et al. (1993) évoquent la
réutilisation de 1’orifice en présence d’hotes parasités par D. basalis sans préciser la fréquence
de ce phénomene. Nous avons tout d’abord déterminé la fréquence a laquelle la femelle E.
vuilleti utilise I’un ou I’autre des chemins d’acces en présence d’hdtes sains, puis en présence
d’hotes parasités par D. basalis. Nous avons étudié¢ 1’influence du chemin d’acces sur la durée
de différentes phases du comportement de ponte, la prospection externe de 1’hote, le forage et

la prospection interne.

2-1 Procédure expérimentale

Soixante femelles E. vuilleti émergentes ont été placées dans des boites de Pétri avec
des graines contenant des hotes, quelques males et un coton imbibé d’eau sucrée durant trois
jours. Elles ont ensuite été isolées individuellement dans des boites de Pétri avec uniquement
de I’eau sucrée pendant 24 heures, les expérimentations avaient lieu le quatriéme jour.

Expérience 1 : Trente femelles E. vuilleti ont été placées individuellement dans une
boite de Pétri avec une graine a un hote sain fixé sur le fond de la boite. Le comportement de
chaque femelle a été observé et le chemin d’acces de chaque tentative de forage noté. Seules
les observations ayant abouti a la ponte, vérifi¢ par dissection de la graine apres le retrait de la
femelle, ont été retenues.

Expérience 2 : Obtention des graines parasitées : Une graine a un hote contenant une
nymphe de C. maculatus est fixée sur le fond d’une boite de Pétri. Une femelle D. basalis de
3 jours, accouplée et expérimentée est introduite dans la boite. L’orifice d’insertion de
I’ovipositeur est trés difficilement repérable, méme a I’aide d’une loupe binoculaire. Le
comportement de la femelle D. basalis est observé et la zone d’insertion de 1’ovipositeur
repérée a 1’aplomb par un point de feutre sur le couvercle de la boite de Pétri, la précision
étant d’environ 1 mm. Apres 1’accomplissement de la séquence de ponte, la femelle D.
basalis est retirée. Trente boites ont ainsi €té préparées. Une femelle E. vuilleti est introduite
dans chaque boite et son comportement observé, le chemin d’acces utilisé noté. Une femelle
est considérée avoir réutilis€ D’orifice de D. basalis lorsque le point d’insertion de son
ovipositeur se trouve exactement sous le repere. Aprés l’observation, les graines sont
disséquées et la ponte de chacune des especes vérifiées. Une attention particuliere a été portée
a la recherche d’ceufs de D. basalis percés et donc plus difficilement observables. Seules les

observations ayant abouti a la ponte, ont été retenues.
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Le comportement de ponte des femelles E. vuilleti a été divisé en trois phases :
L’exploration externe, de I’arrivée de la femelle sur la graine a I’insertion de I’ovipositeur, le
forage, de I'insertion de 1’ovipositeur au retour a ’horizontale de 1’abdomen de la femelle, et
I’exploration interne, du retour a I’horizontale de 1’abdomen de la femelle au retrait de
I’ovipositeur. Cette derniere phase regroupe 1’exploration de 1’hdte, la détection et la
destruction d’un compétiteur éventuel et la ponte proprement dite. L’observation de la ponte,
a Pextérieur du systéme, reste trop hasardeuse pour pouvoir déterminer son intervention avec
précision. Les différentes tentatives d’insertion de I’ovipositeur n’ayant pas abouties ont été
retranchées, seule la durée de forage efficace a ¢t€ considérée.

La fréquence de chacun des chemins d’acces n’étant pas identique, des observations
supplémentaires ont été réalisées en s€lectionnant les femelles utilisant un acceés rare pour

obtenir des effectifs comparables.

Figure 57 — Fréquence de 'utilisation par les
femelles E. vuilleti des chemins d’acces en
présence d’hotes sains.
M : En forant son propre orifice

: En utilisant la galerie de I’hote

2-2 Résultats

Lors de I’expérience 1 ou les femelles E. vuilleti se trouvent en présence d’hote sain,
67% des femelles qui ont pondu ont foré leur propre orifice, alors que 33% sont passées par la
galerie de I’hote (Fig. 57). Bien que les effectifs soient peu importants, ces résultats semblent
contredire les observations de Leveque (1991) pour qui le passage par la galerie de I’hote était
largement prépondérant. Le temps moyen nécessaire a 1’exploitation complete de 1’hdte n’est
pas différent quel que soit le chemin emprunté (Fig. 58) (orifice propre: 1645 sec ; galerie de

I’hdte : 1623 sec ; Student : P-value = 0.94), cependant la durée moyenne de forage, c’est a
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dire entre I’insertion de 1’ovipositeur et I’acces a la loge de 1’hdte diffeére significativement
(Student ; P-value = 0.14) selon que la femelle fore son propre orifice (710 sec) ou qu’elle

emprunte la galerie de I’hote (422 sec).
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Figure 58 — Durée des différentes phases du comportement de ponte
selon le chemin d’accés choisi par les femelles E. vuilleti des en présence
d’hotes sains.
: Exploration externe
M : Forage
Exploration interne
Lors de I’expérience 2 ou les femelles E. vuilleti ont été placées en présence d’hotes
parasités, la majorité d’entre elles (58%) ont réutilisé 1’orifice de D. basalis (Fig. 59). Les
femelles ayant choisi un autre chemin ont foré leur propre orifice (23%) ou emprunté la
galerie de I’hote (18%), ce qui concorde avec les proportions observées dans 1’expérience 1.
Le temps nécessaire pour I’exploitation compléte de I’hote varie selon le chemin
d’acces : la réutilisation de 1’orifice foré par la femelle D. basalis semble réduire de fagon
importante le temps d’exploitation total, I’utilisation de la galerie de I’h6te présentant un gain

intermédiaire (Fig. 60 ; Tab. 3).

Durée moyenne + E. T Regroupements
orifice de D. basalis 1094,8 + 703,9 A
galerie de I'hbte 1662,7 = 672,9 A B
propre orifice 1804,5 + 910,7 B

Tableau 3 — Durée de I’exploitation totale de I’hote par les femelles E.
vuilleti selon le chemin emprunté pour accéder a I’hote.
Les regroupements sont effectués grace a un test de Bonferroni (a0 = 0,05)
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19%

58%

Figure 59 — Fréquence de I’utilisation par les
femelles E. wuilleti des chemins d’acces en
présence d’hotes parasités par D. basalis.
M : En forant son propre orifice
: En utilisant la galerie de I’hote
En réutilisant ’orifice de D. basalis
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Figure 60 — Durée des différentes phases du comportement de ponte des femelles E.
vuilleti selon le chemin d’acces choisi en présence d’hotes parasités par D. basalis.
: Exploration externe
M : Forage
Exploration interne
La réduction moyenne du temps d’exploitation total due a la réutilisation de I’orifice
de D. basalis est de 9 min 28 sec par rapport au passage par la galerie de 1’héte, et de 11 min

49 sec par rapport au forage de son propre orifice. Ce gain en temps d’exploitation lors de la

réutilisation de I’orifice de D. basalis est du principalement a une réduction importante du
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temps nécessaire au forage, la femelle met 4 fois moins de temps a réutiliser 1’orifice de D.
basalis qu’a emprunter la galerie de 1’hdte, et 6 fois moins de temps a réutiliser 1’orifice de
D. basalis qu’a forer le sien (Tab. 4). La durée des autres phases du comportement de ponte,
c'est-a-dire les temps d’exploration externe et interne ne sont pas significativement différents
quel que soit le chemin d’acces emprunté (Tab. 5; KW : P-value = 0,06 > o pour

I’exploration externe et P-value = 0,74 > a pour I’exploration interne).

Durée moyenne + E. T Regroupements
orifice de D. basalis 95,1 £ 47,7 A
galerie de I'hbte 399,6 + 196,5 B
propre orifice 617,7+ 373,9 C

Tableau 4 — Durée de la phase de forage de 1’orifice par les femelles E. vuilleti selon le
chemin emprunté pour accéder a 1’hote.
Les regroupements sont effectués grace a un test de Bonferroni (o = 0,05)

Durée exploration Durée de prospection

externe +E. T interne +E. T
orifice de D. basalis 262,2 + 188,0 737,5 +577,0
galerie de I'hbte 534,1 +410,3 729,0 + 6321
propre orifice 447.,6 + 488,9 739,158 + 402,1

Tableau 5 — Durée de la phase de forage de I’orifice par les femelles E.
vuilleti selon le chemin emprunté pour accéder a 1’hote.

3- Influence de la compétition interspécifique sur le succés reproducteur de la

femelle E. vuilleti

La sélection d’un caractére nécessite que son expression modifie le succes
reproducteur des individus. La compétition interspécifique avec D. basalis affecte-elle le
succes reproducteur des femelles E. vuilleti 7 L.avantage 1i€ a la réutilisation de ’orifice de D.
basalis mis en ¢évidence dans le paragraphe précédent affecte-t-il suffisamment le succes
reproducteur de la femelle E. vuilleti pour compenser les effets de la compétition
interspécifique ? Pour le savoir, nous avons étudi€ la longévité et le nombre de descendants de
femelles E. vuilleti auxquelles nous avons fournit en quantité non limitante des hotes sains ou

parasités par D. basalis.
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3-1 Procédure expérimentale

Soixante femelles émergentes ont été placées individuellement dans des boites de Pétri
avec deux males pendant 2 jours. Les males sont alors retirés, et les femelles divisées en deux
lots de 30 femelles. Cinq graines contenant chacune de 3 a 8 hotes sont fixées sur le fond des
boites de Pétri et renouvelées tous les jours jusqu’a la mort de la femelle. Cette quantité
d’hote est trés supérieure au nombre moyen d’ceufs (8,5) que peut pondre une femelle E.
vuilleti en une journée (Cortesero, 1994). Le premier lot de femelles regoit des graines
contenant des hotes sains et le second des graines contenant des hotes parasités par D. basalis
24 + 3 heures auparavant. Un nombre suffisant de femelles D. basalis a ét¢ mis a pondre
durant 6 heures dans le but de maintenir un taux de parasitisme important tout au long de
I’expérience. Dans une graine, les hotes au stade nymphe sont isolées les uns des autres par
leurs cocons fibreux, les parasitoides ne peuvent donc pas se rencontrer. Chaque jour, les
graines de la veille sont retirées et placées dans I’étuve d’¢levage jusqu’a I’émergence. Les
descendants de chaque femelle E. vuilleti sont comptés. Le nombre d’hotes sains et parasités
présentés n’étant pas fixés au départ, le nombre de D. basalis émergeant n’a pu étre

déterminé.

3-2 Résultats

Durée de vie | Nombre total moyen de Nombre moyen de

moyenne £ E.T. | descendants £+ E. T. |descendants/jour + E. T.

avec Hotes sains | 314 +124 170,0 + 97,4 57+1,6
avec Hoétes
. 19,8 £ 8,9 60,6 + 36,2 35+1,6
parasités

Tableau 6 — Longévité et nombre total de descendants et par jour de ponte des femelles E. vuilleti
en présence d’hotes sains ou parasités par D. basalis

La durée de vie moyenne est tres significativement plus courte en présence d’hdtes
parasités qu’en présence d’hotes sains (MW ; P-value < 0.001). La doyenne des femelles en
présence d’hotes sains a vécu 60 jours alors que son homologue en présence d’hotes parasités
n’a vécu que 40 jours.

Le nombre total moyen de descendants est ¢galement significativement beaucoup plus
faible en présence d’hotes parasités (60,6) qu’en présence d’hotes sains (170) (MW ; P-value
< 0.001). Le succes reproducteur de femelles E. vuilleti exploitant des patchs d’hdtes

fortement parasités par D. basalis est donc réduit de plus de la moitié. Cette réduction du
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nombre de descendants n’est pas imputable uniquement a la réduction de la survie de la
femelle. En effet, le rapport du nombre de descendants sur la durée de vie est également
significativement plus faible en présence d’hotes parasités par D. basalis qu’en présence

d’hotes sains (Student ; P-value <0.001).

4- Discussion

Les conditions de I’¢étude olfactometrique n’ont pas permis de mettre en évidence une
influence de 1’odeur des hotes parasités par D. basalis sur le comportement locomoteur des
femelles E. vuilleti, méme a courte distance. L’odeur de graine semble diminuer tres
légerement le temps d’arrivée sur la graine, comme 1’avait décrit Cortesero et al. (1993).
L’odeur de graines contenant des hdtes parasités ou sains ne semble pas avoir d’influence sur
le comportement des femelles. Plusieurs hypotheéses peuvent expliquer 1’absence d’influence
du parasitisme sur le comportement locomoteur des femelles E. vuilleti :

@ Soit la discrimination interspécifique s’effectue au contact grace a des stimuli
gustatifs, suivant ainsi le cas général décrit par Vinson (1985). Cependant les expériences de
choix simple ont montré que cette discrimination intervenait généralement avant la montée de
la femelle sur la graine.

@ Soit la quantité d’hotes sains ou parasités (de 3 a 8) utilisés comme source d’odeur
ne permet pas le maintien d’une concentration suffisante de molécules volatiles pour
permettre leur perception. Cette hypothese est peu crédible si 1’on considére que la
discrimination est possible jusqu’a une semaine apres la ponte, ce qui implique une quantité
importante de substance.

® Soit le protocole expérimental choisi est inadapté pour mettre en évidence la
discrimination par E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis. La distance, la lumicre, le flux
d’air ou le dispositif peuvent perturber les femelles E. vuilleti. Une grande variabilité
interindividuelle a été constatée quelles que soit les conditions, de nombreuses femelles
restant immobiles a I'extrémité du tube, alors que d’autres présentaient des déplacements
sinueux, d’autres encore avaient un déplacement rectiligne orienté et parcouraient les 15 cm
du tube en moins de 6 secondes. Différents autres dispositifs ont été testés, mais aucun n’a
permis de mettre en évidence 1I’expression a distance de la discrimination interspécifique.

L’utilisation par E. vuilleti des traces odorantes d’exploitation de D. basalis ne semble
pas constituer un avantage en temps significatif lié a la localisation d’hotes a distance.

Cependant les expériences de choix (Chap. 1 I) ont montré une action au moins a treés courte
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distance aboutissant au choix souvent trés rapide de I’hote parasité. Si le gain de temps
semble limité avant I’arrivée sur la graine, 1’utilisation des traces d’exploitation de D. basalis
pourrait présenter un gain lors de la phase de prospection externe : La prospection externe et
interne ayant abouti a I’acceptation de I’hote par la femelle D. basalis, cet hote est propice au
développement de la descendance de D. basalis ou de E. vuilleti, ces deux espeéces €tant
inféodées aux méme hodtes. La phase d’exploration antennaire permettant a la femelle E.
vuilleti d’évaluer la qualité¢ de 1’hote pourrait €tre réduite en présence d’hotes parasités par D.
basalis. La femelle E. vuilleti en recherchant les hotes portant une trace odorante de
I’exploitation par D. basalis pourrait en outre éviter d’engager une séquence comportementale
de ponte sur des hdtes de mauvaise qualité ou inaccessibles. Cette hypothése expliquerait la
diminution importante, bien que non significative, de la durée de la phase d’exploration
externe de 1’hdte lors de la réutilisation de 1’orifice de D. basalis (Exp. 2).

Pour exploiter un hote sain, la femelle E. vuilleti utilise comme chemin d’acces
préférentiel le forage de son propre orifice. Ce résultat contredit les observations de Leveque
(1991), qui a observé que 85% des femelles empruntent la galerie de 1’hdte. Cependant, la
proportion de femelles qui choisissent de forer leurs propres orifices ou d’emprunter la galerie
de I’héte pourrait dépendre de 1’épaisseur de la paroi de la loge. Cette épaisseur diminue avec
I’age et le stade de I’hdte. Les hotes utilisés dans notre étude étaient des nymphes, la paroi
présente alors une épaisseur minimale et est constituée uniquement du tégument de la graine.
Les hotes utilisés dans les travaux de Leveque étaient plus jeunes, au stade L4 ou prénymphe
(Leveque ef al., 1993), la paroi de la loge a ces stades présente une épaisseur supérieure et
comporte une couche dure de cotylédon. Les femelles E. vuilleti pourraient adapter le chemin
d’acces en fonction de I’effort a fournir pour accéder a I’hote.

La réutilisation de 1’orifice de D. basalis semble étre un comportement fréquent et
préférentiel (58%) des femelles E. vuilleti en présence d’hotes parasités par 1’espece
concurrente. Cette réutilisation s’accompagne d’une réduction importante du temps de forage
comme 1’avait suggéré les observations de Spradbery (1968) chez un autre kleptoparasitoide,
Pseudorhyssa sternata. Chez cette espece, la durée moyenne du forage est de 6 min 12 sec
lorsque la femelle réutilise I’orifice de Rhyssa persuasoria qui a foré une premicre fois en 13
min 54 sec. La réduction du temps de forage se répercute sur la durée totale d’exploitation de
I’hdte. Le gain en temps d’exploitation totale que nous avons déterminé (9 min 28 sec par
rapport a la galerie et 11 min 49 sec par rapport au forage de 1’orifice) est supérieur a celui
décrit par Terrasse (1986) : 1l avait déterminé que sur un temps d’exploitation total de 25 min

environ pour un hdte sain (sans préciser le chemin d’acces), 1’exploitation d’un hote parasité
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par D. basalis réduisait ce temps de 4 min 20 sec. Cette différence peut provenir de I’absence

dans I’étude de Terrasse de différenciation des chemins d’acces empruntés par la femelle.

La durée d’exploration interne, bien que non significativement différente, est
maximale lors de la réutilisation de 'orifice de D. basalis. Cette augmentation de la durée
d’exploration interne, comprenant I’inspection de 1’hdte et la ponte, si elle est vérifiée,
pourrait correspondre a la durée nécessaire a la découverte de 1’ceuf de D. basalis et a sa
destruction.

Outre le gain en temps non négligeable mais relativement peu important si on
considere qu’une femelle dispose de la journée entiere pour pondre moins de 10 ceufs en
moyenne, la réutilisation de 1’orifice de D. basalis pourrait s’accompagner de gains a d’autres
niveaux :

@ Gain en ¢énergie : la perforation de la paroi de la loge constituée du tégument et
d’une épaisseur variable de cotylédon nécessite sans aucun doute un effort musculaire
important. S’il est difficilement quantifiable, cet effort pourrait mobiliser une quantité
importante d’énergie, liée a la durée de la phase de forage. La réduction significative de la
durée de la phase de forage et I’effort a fournir potentiellement moins important pour
réutiliser un orifice que pour le forer par ses propres moyens pourrait se traduire par une
¢économie d’énergie, notamment sous forme de glucides mobilisés. Or chez les parasitoides et
spécialement chez E. vuilleti, les glucides sont connus pour avoir un effet décisif sur la
longévité (Jervis & Kidd, 1986 ; Heimpel & Collier, 1996 ; Giron et al., 2002) et sur la
fécondité (Collier, 1995). L’économie en énergie liée a la réutilisation répétée et quasi-
systématique de l’orifice de D. basalis pourrait augmenter le succes reproducteur de la
femelle. Le chemin d’acceés emprunté, selon 1’énergie nécessaire pour atteindre la loge,
pourrait avoir une influence sur la décision de la femelle de pondre ou d’effectuer un
nourrissage sur 1’hote. La proportion des chemins d’acceés employés pourrait modifier le
Trade-off évolutif entre reproduction actuelle et reproduction future: la femelle pourrait
adapter son choix du chemin d’acces en fonction de 1’énergie dont elle dispose, et ce choix
pourrait influer sur sa décision de pondre ou de se nourrir, modifiant le bilan énergétique.

@ Gain en survie des adultes : dans la nature, la phase de ponte est souvent une
période présentant une vulnérabilité élevée pour la femelle. Chez les parasitoides, une femelle
engagée dans un forage, I’exploration interne ou la ponte proprement dite, est plus vulnérable
aux prédateurs qu’une femelle pouvant se mouvoir librement. L’engagement dans une

séquence de ponte, outre 1’entrave physique due a I’insertion de 1I’ovipositeur, semble bloquer
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les comportements réflexes de fuite. Une réduction du temps de forage et d’exploitation par la
réutilisation de 1’orifice d’une autre femelle peut réduire la mortalité¢ des femelles adultes (van
Alebeek et al., 1993). Ce phénomene a ¢€té étudié au niveau intraspécifique par Papaj et al.
(1989) chez un Diptere phytophage, Ceratitis capitata, et par Takasu & Hirose (1991) chez
I’Hyménoptere parasitoide Qoencyrtus nezarae. Le risque des descendants de mourir a cause
de la compétition larvaire serait moins important que le risque de mortalité de la femelle
associ¢ a un forage ou une recherche prolongée d’un hote sain. Chez E. vuilleti, le
comportement ovicide et larvicide, ainsi que la supériorité des larves lors des combats
larvaires, augmentent fortement les chances de survie des descendants. Ce gain en survie des
femelles adultes dans notre systéme dépens de la saison. Pendant la période de culture et dans
I’écosystéme, des oiseaux, des mammiferes et reptiles insectivores ainsi que des insectes
prédateurs et des araignées pourraient potentiellement présenter un risque de prédation
important. En revanche, a 'intérieur des greniers, ou la compétition est particulierement
importante, seuls quelques rares prédateurs, comme certains lézards ou des fourmis peuvent
présenter une menace. Outre le fait que les greniers soient des espaces clos et donc
inaccessibles aux oiseaux, 1’espace entre les graines a I’intérieur du grenier ne peut permettre
le passage d’animaux de taille supérieure a quelques milliméetres, comme les 1ézards. La
prédation des fourmis sur ces parasitoides n’a en outre jamais ¢été étudice.

® Gain en acces a I’hote : La structure de 1’ovipositeur et les capacités de forage des
deux especes ne sont pas €quivalentes. L’ovipositeur d’E. vuilleti est long et flexible
(Terrasse, 1986 ; van Alebeek, 1991) alors que celui de D. basalis est plus court et plus épais
(Gomez-Alvarez, 1980) et posseéde, a I’extrémité des valves 2, des denticulations formant une
sorte de scie permettant une perforation trés efficace de la graine (Gauthier, 1996). D’apres
nos mesures, 1’ovipositeur d’E. vuilleti mesure 2,85 mm de long pour un diamétre de 40 pm
environ et celui de D. basalis, visiblement plus rigide, mesure 1,24 mm de long pour 50 um
de diamétre. La longueur de l'ovipositeur d’E. vuilleti mesurée est inférieure a celle
mentionnée par Cortesero (1994), qui avait déterminé une longueur moyenne de 3,34 + 0,1
mm. Ces différences morphologiques entre D. basalis et E. vuilleti se traduisent par des
capacités de forage différentes : Lors d’expériences préliminaires sur des gélules sans pré-
trou, les femelles D. basalis ont été capables de forer la cellulose dure et résistante et
d’exploiter 1’hdte, ce dont les femelles E. vuilleti ont semblé incapables. De plus, des
observations effectuées par Leveque (1991) suggerent que les tentatives d’acces par la galerie
de I’hote ne sont pas toujours efficaces, les femelles E. vuilleti quittant une proportion

significative d’hotes inaccessibles pour elles. La réutilisation de D’orifice de D. basalis
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pourrait permettre aux femelles E. vuilleti d’accéder a une population d’hdtes qui, sans
I’exploitation du compétiteur, aurait été perdue pour elles. Ce facteur peut éEtre
particulierement déterminant en présence des graines séchées et dures ou lorsque les hotes
accessibles par les propres moyens de la femelle E. vuilleti sont rares. Il pourrait également
permettre a E. vuilleti d’accéder a des stades plus jeunes et donc plus profondément enfouis
dans la graine.

Le rapport des dimensions de 1’ovipositeur de E. vuilleti et de D. basalis concorde
avec celui du kleptoparasitoide Pseudorhyssa sternata et de son espece concurrente Rhyssa
persuasoria. Le kleptoparasitoide P. sternata posséde un ovipositeur plus long et plus fin que
R. persuasoria (Spradbery, 1968). Un ovipositeur long et fin semble étre une
caractéristique morphologique liée au kleptoparasitisme. Deux hypothéses peuvent étre
formulées :

a) Soit la différence morphologique préexistait a I’apparition du kleptoparasitisme. Le
kleptoparasitisme aurait alors €té sélectionné chez 1’espece présentant 1’ovipositeur le plus
long et le plus flexible, et donc le moins performant pour forer. Le kleptoparasitisme a été
décrit chez trois Ichneumonidae (Arthur et al., 1964 ; Spradbery, 1968 ; Price, 1970) et un
Eupelmidae, E. vuilleti. Ces quatre especes appartiennent a des familles dont la majorité des
especes est pourvue d’un ovipositeur long et flexible.

b) Soit un ovipositeur plus long, plus fin et plus flexible a été sé€lectionné chez une
espece kleptoparasitoide pour faciliter son insertion dans 1’orifice et la recherche de 1’ceuf de
I’espece concurrente. Price (1970a) a observé chez I’Ichneumonidae kleptoparasitoide
Pleolophus indistinctus un ovipositeur apparemment plus long que nécessaire a la simple
exploitation de I’hote. Chez E. vuilleti, Cortesero (1994) a estimé la longueur de la galerie
larvaire a 1,97 + 0,5 mm, alors que 1’ovipositeur est presque deux fois plus long (3,34 = 0,1
mm). L’allongement de 1’ovipositeur serait alors une adaptation permettant d’augmenter
Iefficacité du kleptoparasitoide. FEupelmus orientalis est une espece proche
phylogénétiquement et morphologiquement d’E. vuilleti, sympatrique, qui exploite les mémes
hotes, légerement plus grande, et qui ne pratique pas le kleptoparasitisme. E. orientalis
possede €galement un ovipositeur long et flexible (2,96 mm de long pour 66 pm de diametre).
Le rapport entre la longueur de 1’ovipositeur et la longueur de la femelle, de la téte a
I’extrémité de 1’abdomen, est de 0,67 chez la femelle E. orientalis et 1égeérement supérieur
(0,84) chez la femelle E. vuilleti. L ’ovipositeur pourrait &tre une adaptation primaire a
I’exploitation d’un spectre d’hotes important, d’hotes de taille importante, ou d’hotes enfouis

profondément a I’intérieur du substrat végétal. Cependant, la pression de sélection d’un long
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qui augmenterait la survie de la descendance, et donc le succeés reproducteur de la femelle

(Price, 1970).

Dans les conditions dans lesquelles a été €tudi€ le succes reproducteur, la compétition
intrinseéque avec D. basalis diminue de facon importante la longévité et la fécondité des
femelles E. vuilleti. Ces résultats contredisent la théorie de van Alphen & Visser (1990).
L’apparition du kleptoparasitisme chez E. vuilleti n’est pas li¢ a des chances de survie de sa
descendance plus importantes sur des hotes parasités par D. basalis que sur des hotes sains.
La réduction de la fécondité peut s’interpréter comme la conséquence d’un certain risque de
mortalité des larves E. vuilleti lors des combats larvaires. La supériorité des larves E. vuilleti
dans les combats larvaires (Leveque et al., 1993) n’est peut étre pas systématique,
contrairement aux conditions d’évolution du kleptoparasitisme proposées par van Alphen &
Visser (1990).

Curieusement, en présence d’hotes parasités par D. basalis, les femelles E. vuilleti
subissent une réduction de leur durée de vie en plus de la réduction de leur fécondité. Cette
réduction de la durée de vie contredit le gain en énergie invoqué lors de la réutilisation de
I’orifice de D. basalis par rapport a la réutilisation de la galerie de 1’hdte ou au forage propre
de l’orifice. Les interférences directes entre adultes ne peuvent étre invoquées dans cette
diminution de P’espérance de vie, les femelles E. vuilleti testées ont exploité leurs hotes
1solément, en I’absence d’adultes conspécifiques ou allospécifiques. Le lien le plus probable
entre les hotes parasités et les femelles E. vuilleti les exploitant réside dans le nourrissage sur
I’hdte. Le parasitisme par D. basalis pourrait rendre 1’hote impropre au nourrissage des
femelles E. vuilleti. Cependant, les raisons pour lesquelles 1’hote serait rendu non
consommable restent énigmatiques. Les femelles D. basalis ne semblent pas piquer
fréquemment leurs hotes comme le feraient les femelles E. vuilleti, I’injection d’un venin ne
parait donc pas pouvoir expliquer ce phénomene. D’autre part, les hotes utilisés n’ont été
parasités que depuis 24 heures, les parasitoides n’ont pas encore éclos. Les ceufs sont souvent
déposés sur la paroi de la loge et ne paraissent pas capables de modifier la qualité chimique de
I’hémolymphe de I’hdte, consommée durant le nourrissage (Giron et al, 2002). Le
nourrissage sur I’hote procure a la femelle une quantité importante de sucres (sucrose,
trehalose) connus pour étre I’élément critique déterminant la longévité des parasitoides (Jervis
& Kidd, 1986 ; Heimpel & Collier, 1996). La méme expérience a été répétée en fournissant

aux femelles E. vuilleti un coton imbibé d’eau sucrée renouvelé tous les jours, dans le but de
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compenser au moins au niveau des glucides, 1’incapacité¢ potentielle d’effectuer des
nourrissages en présence d’hotes parasités. Le méme effet délétere a €té observé au niveau de
la fécondité et de la longévité¢ des femelles. Le nourrissage sur 1’hdte ne semble pas étre
impliqué dans la réduction de la survie des femelles E. vuilleti. Ce phénomene significatif et
reproductible reste une énigme. Une autre explication pourrait résider dans le comportement
des femelles ; Nous avons constaté que la perception les substances protéiques produites par
la glande a venin (chap. 2) induit une stimulation du comportement de ponte, qui se traduit
par un nombre important de piqlres sur les hotes parasités. Si ces comportements aboutissent,
ils pourraient s’accompagner d’une ponte massive d’ceufs sur le méme hote parasité. La ponte
massive et simultanée d’ceufs sur les mémes hotes pourrait induire un épuisement rapide des
réserves de la femelle et expliquer 1’espérance de vie plus courte des femelles en présence
d’hotes parasités par D. basalis. Ce phénomene chez une espece solitaire se traduirait alors
par une réduction du nombre de larves par suppression physique et expliquer la diminution du
nombre de descendants constaté en présence d’hotes parasités par D. basalis.

En présence d’hotes en quantité non limitante, dont une tres forte proportion est
parasitée par I’espece concurrente, la compétition avec D. basalis affecte de fagon importante
le succes reproducteur des femelles E. vuilleti, tant au niveau de leur fécondité que de leur
survie. La compétition pourrait également avoir un effet sur la croissance de larves, bien que
nous n’ayons pas ¢étudié¢ ce phénomene : Dans les élevages, on observe fréquemment une
grande variabilité de taille des adultes E. vuilleti males ou femelles, avec certains individus
nains qui pourraient présenter un succes reproducteur réduit. Les combats larvaires,
I’exploitation partielle de I’hote par la larve précédente ou le développement de la larve E.
vuilleti en hyperparasitoide de la larve de D. basalis beaucoup plus petite qu’'une larve de C.
maculatus, pourrait affecter la croissance et augmenter la fréquence de descendants nains.

Malgré le kleptoparasitisme, les femelles E. vuilleti subissent une réduction de leurs
succes reproducteurs en présence d’hotes parasités par D. basalis. Ne disposant pas de
population de E. vuilleti non kleptoparasitoide, il nous est impossible de déterminer quel
serait le succes reproducteur si cette stratégie n’avait pas été sélectionnée par E. vuilleti. La
population malgache d’E. vuilleti, s’il s’avere que D. basalis n’est pas sympatrique de cette
population, aurait peut étre permis cette comparaison. Le nombre théorique de descendant
d’une femelle E. vuilleti ne présentant ni recherche ni évitement du multiparasitisme, ni
comportement ovicide ni agressivité supérieure de la larve, peut cependant étre estimé dans
les conditions de 1’é¢tude. D’apres les travaux de Wai & Fujii (1990) sur la compétition

intraspécifique chez D. basalis, avec un délai de 24 h, dans 70% des cas, la larve résidente
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gagne le combat. Si la larve d’E. vuilleti présentait les mémes chances qu’une larve de D.
basalis, le nombre de descendants dans les conditions de I’étude pourrait étre réduit de 70%
minimum (si I’on considere qu’E. vuilleti ne pond qu’un ceuf par hote). La réduction réelle du
nombre de descendants pour notre population kleptoparasitoide et capable d’ovicide a été
estimée a 29%, a durée de vie égale. La stratégie de recherche du multiparasitisme d’E.
vuilleti en présence d’hdtes parasités par D. basalis, associée a son comportement ovicide et
larvicide, ne lui permettrait donc que de compenser partiellement la réduction de son succes
reproducteur lié¢ a la compétition.

L’évitement de la compétition semblerait €tre une stratégie plus efficace, puisqu’en
présence d’hotes sains, le succes reproducteur de E. vuilleti est supérieur a celui observé en
présence d’hotes parasités par D. basalis. Cependant, I’évitement de la compétition avec D.
basalis semble difficile : D. basalis est présente sur ’ensemble de 1’aire de répartition de E.
vuilleti, et posséde des capacités de dispersion (Alzouma & Doumma, 1996), de découverte
de I’hote (Verma, 1990 ; Monge & Cortesero, 1996), et d’exploitation importante (Ouedraogo
et al., 1996). La concentration des hdtes a I’intérieur des greniers augmente la probabilité de
rencontre de I’espece concurrente. De plus les capacités de forage supérieures de D. basalis
lui permet d’atteindre des hotes profondément enfouis dans la graine et donc a des stades plus
jeunes que ceux accessibles par E. vuilleti. En présence de D. basalis, E. vuilleti pourrait
n’avoir a sa disposition que des hdtes sains inaccessibles ou des hotes parasités par D. basalis.
Dans ces conditions, la stratégie d’évitement du multiparasitisme compromettrait fortement
les chances d’E. vuilleti de se reproduire. La recherche des hotes parasités et la destruction de
la compétitrice pourrait étre la seule stratégie adaptative possible en condition de compétition

intense pour assurer le maintien des populations d’E. vuilleti au sein des greniers.
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C- DETERMINISME DE LA DISCRIMINATION INTERSPECIFIQUE

La réponse a la reconnaissance d’un marquage est susceptible d’étre fixée
génétiquement, car la variabilité¢ du signal est sensée €tre faible (van Baaren & Boivin, 1997).
Dans notre systeme, la discrimination est effectuée a partir d’un indice d’exploitation,
présentant potentiellement une variabilité¢ plus importante. Chez les Hyménopteres sociaux,
de nombreuses ¢tudes ont démontré un déterminisme génétique de la reconnaissance
coloniale, associ¢ a une variation des profils cuticulaires au moins en partie déterminée
génétiquement (Breed et al., 1995 ; Gamboa, 1996 ; Breed, 1997 ; Vander Meer & Morel,
1998 ; Lenoir et al., 1999). Les études chimiques des sécrétions cuticulaires et de glande de
Dufour de souches de D. basalis d’origines géographiques différentes ont montré une certaine
variabilité dans 1’abondance relative des différents composés. Cette variation géographique
des hydrocarbures cuticulaires de D. basalis pourrait étre déterminée génétiquement. Le
bouquet reconnu par E. vuilleti pourrait également étre déterminé génétiquement.

Des ¢études portant pour la plupart sur la discrimination intraspécifique ont mis en
évidence I’influence de 1’expérience des femelles sur la décision d’accepter ou de refuser de
pondre sur un hote parasité. La discrimination, peut, selon certains auteurs nécessiter un
apprentissage, une expérience des hotes non parasités (van Lenteren & Bakker, 1975 ; van
Lenteren, 1976 ; Klomp et al, 1980). En effet, chez de nombreuses especes capables de
discrimination intraspécifique, les femelles inexpérimentées acceptent généralement de
pondre dans des hdtes parasités alors que les femelles expérimentées les rejettent.
L’apprentissage est tres répandu chez les hyménopteres parasitoides (Prokopy & Lewis,
1993 ; van Baaren & Boivin, 1998), chez lesquels il a ¢ét¢ démontré chez les larves
(apprentissage pré imaginal) et chez les adultes a partir de stimuli visuels et olfactifs (Turlings
et al., 1993), notamment pour adapter sa stratégie de recherche de I’hdte a I’environnement et
aux défenses de I’hote. Certains travaux cependant contestent le role de 1’apprentissage dans
la mise en place de la discrimination (van Alphen et al., 1987 ; van Alphen, 1988). Le
superparasitisme des femelles naives ne serait pas du a un manque d’expérience, mais serait
1i¢ a un gain en succes reproducteur supérieur a celui des femelles expérimentées.

La variabilité génétique, tout comme 1’apprentissage, pourrait permettre aux femelles
E. vuilleti d’adapter leur réponse comportementale en fonction des bénéfices a plus ou moins

long terme (acces a un site de ponte, augmentation de la fitness) dans différentes conditions.
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Nous avons tout d’abord étudié¢ la variabilit¢é génétique de la reconnaissance
interspécifique et son role dans I’adaptation de son expression. Nous avons ensuite étudié
I’évolution de la performance de femelles E. vuilleti confrontées a des expériences de choix
successives dans différentes conditions. Enfin nous nous sommes interrogé sur le role de ces

phénomenes dans I’expression par la femelle E. vuilleti de la discrimination interspécifique.

1- Variabilité génétique de la discrimination interspécifique

Quel que soit le type d’hdte parasité présenté lors des tests
biologiques, une proportion non négligeable de femelles ne s’intéresse pas aux hotes
présentés ou choisit 1’hote sain. Des expériences préliminaires ont montré que lorsque 1’on
répete la méme expérience, ce sont souvent les mémes individus qui ne choisissent pas ou qui
choisissent 1’hote sain. Il semble donc qu’une partie seulement des femelles d’une population
recherche le multiparasitisme. Cette variabilité pourrait avoir une base génétique.

Nous disposons d’une population mexicaine de D. basalis, que les femelles E. vuilleti
semblent reconnaitre ou préférer plus faiblement, c’est a dire qu’une proportion importante de
femelles E. vuilleti semblent incapables de reconnaitre les hotes parasités par cette population.
Cependant, I’indice de préférence moyen est non nul, il semble qu’une partie des femelles soit
capable de reconnaitre ces hotes. Dans le but de déterminer si la capacité de discrimination
avait une base génétique, nous avons voulu savoir si la sélection artificielle d’individus

discriminants augmentait I’indice de préférence de la population.

1-1 Procédure expérimentale

Trente femelles E. vuilleti, agées de 3 jours, accouplées et expérimentées a la ponte sur
graines ont €té placées dans des boites de Pétri et identifiées individuellement. Elles ont été
soumises successivement, a 1 heure d’intervalle, a deux tests biologiques présentant un choix
entre deux graines a un hote, ’'une contenant un hote sain, la seconde contenant un hote
parasité par une femelle D. basalis mexicaine 24 heures auparavant. Ces tests ont permis le
calcul de I’indice de préférence moyen de la population d’origine.

Une fois les deux tests effectués, les femelles ont été sélectionnées selon le critére
suivant : lors des deux tests, la femelle a choisi I’hdte parasité en premier, puis y est resté pour
pondre. La ponte a été vérifiée apres 1’expérience par dissection sous loupe binoculaire. Les

femelles ainsi sélectionnées ont €té regroupées et mises a pondre sur des graines contenant

des hotes.
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Trente filles de ces femelles sont accouplées avec leurs freres et subissent a nouveau
deux tests successifs en situation de choix entre un hote sain et un hote parasité par D. basalis

mexicain. La sélection a ainsi été répétée sur 6 générations de femelles E. vuilleti.

1 —
0,8
0,6
0,4
0,2 ‘ ‘ [

0  S— —

A *AB *AB *AB 33 *AB
. '/ =

-0,2
-0,4
-0,6
-0,8

-1 -

témoin FO F1 F2 F3 F4 F5

Indice de préférence

Figure 61 — Evolution de la préférence (+ s.e.m.) pour les hotes parasités
par D. basalis mexicain des générations successives d’E. vuilleti apres
sélection.
% : Significativement différent du témoin (MW ; P-value < ).
Les lettres correspondent aux regroupements effectués grace au test de
Dunn-Sidak (a = 0,05).
1-2 Résultats (Fig. 61)
L’indice de préférence augmente régulierement entre la population d’origine (0,22) et
la premiere génération fille (0,33) et entre la premiere et la deuxieme génération fille (0,50).
L’indice diminue alors fortement a la troisieme génération (0,27) puis atteint une valeur
maximale en F4 (0,57) pour diminuer en F5 (0,35). L’indice de préférence moyen est
significativement différent entre la population d’origine et la population a la quatrieme
génération. Les générations F1, F2, F3 et F5 présentent des indices de préférence moyens
intermédiaires. L’indice de préférence semble globalement augmenter avec les générations.
L’indice de préférence moyen atteint a la quatrieme génération est comparable a celui obtenu
en présence d’hote parasité par la population sympatrique soudanienne. La sélection des

individus qui préférent les hotes parasités par D. basalis mexicain semble augmenter la

proportion de femelle qui recherche le multiparasitisme a la génération suivante.

2- Réle de apprentissage dans I’expression de la discrimination interspécifique

Les expériences préliminaires menées dans le chapitre 2 ont été réalisées avec des

femelles E. vuilleti naives, n’ayant jamais rencontré d’hdtes parasités par D. basalis. Malgré
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cette inexpérience, elles expriment une préférence nette et rapide pour les hdtes parasités par
D. basalis, une majorité (87%) des femelles choisissant la graine contenant I’hote parasité en
premier. Ces résultats permettent d’établir 1’existence d’une part innée importante dans
I’expression de la discrimination interspécifique (van Alphen ef al., 1987 ; van Alphen, 1988)
comme cela a été décrit chez certains Pteromalidae (Nell & van Lenteren, 1982), Aphidiidae
(Volk & Mackauer, 1990) et Aphelinidae (Bai & Mackauer, 1990). Cependant, un
déterminisme génétique n’exclut pas un role de I’apprentissage dans le renforcement de ce
comportement. D’autre part, I’apprentissage peut étre envisagé comme une simple expérience
préalable de I’exploitation d’un hoéte sain (van Lenteren, 1981), cette expérience €tant toujours
acquise dans le cadre du test biologique durant la phase de préparation des femelles
parasitoides. Dans le but de déterminer le role de I’apprentissage, nous avons étudié¢ la
réponse de femelles E. vuilleti que nous avons soumises a plusieurs tests biologiques
successifs. Nous avons ensuite tenté de déterminer quel facteur pouvait représenter une
récompense suffisante permettant la réalisation du processus d’apprentissage. Les expériences

ont été en partie réalisées par Paula Garcia Boix au cours de son stage de maitrise.

2-1 Procédure expérimentale

A JO, 3 lots 60 femelles E. vuilleti émergentes ont été placées individuellement dans
des boites de Pétri avec dix graines (Exp. 1) ou dix gélules (Exp. 2 et 3) contenant des hotes
sains, quelques males E. vuilleti et un coton imbibé d’eau sucrée a 10%. A J3, les hotes
¢taient retirés des boites et les femelles sont restées isolées individuellement avec de 1’eau
sucrée renouvelée tous les jours jusqu'a la fin de 1’expérience. Pour chaque expérience, trois
tests biologiques ont ensuite été réalisés avec les mémes femelles a J4, J6 et J7 pour des
raisons pratiques de planning. Ce type de données se préte a une analyse par ajustement de
courbes telle qu’elle a été décrite dans le chapitre 1 paragraphe I C-3-1 « dynamique de
I’arrivée des femelles sur les hotes ».

Expérience 1 : Les femelles ont été placées en situation de choix entre une graine
contenant un unique hote parasité par D. basalis 24 h avant et une graine contenant un unique
hote sain. Le parasitisme par D. basalis était vérifié apres 1’expérience en disséquant les
graines pour observer la présence d’un ceuf de D. basalis de forme différente de celui d’E.
vuilleti (van Alebeek ef al., 1993).

Expérience 2 : Les femelles ont ¢été placées en situation de choix entre une gélule
contenant un hote sain et une gélule contenant un hote parasité par D. basalis 24 heures avant

I’expérience. Le parasitisme é€tait vérifi¢ par observation sous loupe binoculaire de la présence
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d’au moins un ceuf. Des trous d’aiguilles sont ménagés a la surface, a I’origine pour permettre
la circulation de I’air et la survie de I’hdte. Dans ce systeme, la femelle E. vuilleti peut
accéder facilement a I’hote en réutilisant ces trous.

Expérience 3 : Les gélules présentées aux femelles E. vuilleti ne présentent pas de
pré-trous a la surface. Des expériences préliminaires ont démontré que E. vuilleti est
pratiquement incapable de forer son propre trou dans la cellulose dure de la gélule (Jaloux,
observations personnelles), alors que D. basalis y parvient aisément et exploite sans difficulté
ce type de systeme artificiel. Le seul acces a 1’hote possible pour les femelles E. vuilleti réside

dans la réutilisation du forage de D. basalis.

2-2 Traitement des données
La variation du nombre de femelles qui ne vont pas sur les graines peut s’exprimer
sous forme :
dNour (t)/dt = -pNo (Nour (t)-Nr )
avec :
Np : nombre total de femelles
Nour : nombre de femelles n’étant sur aucune graine
Nr :nombre de femelles sur aucune graine a la fin de I’observation

p : probabilité d’aller sur une graine/unité de temps

dNour (t)/ Nour (t)-Nr ) =-p Np dt
In [K(Nour ()-N )] =-p Not + K’

K(Nour (t)-Np ) = eP? Not7K

Nourt (t)-Np=K’/K* ¢PNe!

N(0)-Ng=K’/K* e _, s entraine K’/K= N - Ng
Nout (t) = Ng+( No - Ng)e? ™}

Le nombre de femelles qui vont sur les graines Ncpoice peut alors €tre écrit sous la forme :
Ncroick (t) = No - Nour (t)
Nenorce (t) = No - Np-( Ng - N )e? N

Soit pgp la probabilité d’aller sur une graine parasitée, Ngp le nombre de femelles sur la graine

parasitée et Ngnp le nombre de femelles sur la graine non parasitée

Nap (t) = pep* Ncnoick (t)
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Nap (t) = pee = (No - Np-(No- Np)e” ™)

None (t) = (1- pgp)* Nenoice (t)
Noxe () = (1- pap) » (No - Ne-(No- Np)e? ™)

Ces équations non linéaires sont ajustées aux données par ’algorithme itératif de

Simplex sous Matlab. Pour chacun des passages, aprés vérification de la qualité de
I’ajustement, on extrait le paramétre p, c’est a dire la probabilité de choisir une graine. Pour
chacun des passages, on exprime alors Ngp en fonction de Ncpoice. La droite de régression
ajustée a ces données représente un estimateur de la probabilité pgp, c’est a dire la probabilité
d’aller sur une graine parasitée. Les pap', per- et pge. correspondantes a chacun des trois
passages successifs sont alors comparées selon la méthode de comparaison de plusieurs
pentes de régressions lin€aires simples décrite par Zar (1999). Une valeur de F calculée a
comparer a une valeur de F critique permet de déterminer si les trois pentes sont identiques ou

non. Dans ce dernier cas, un regroupement est effectu¢ a I’aide d’un test de Tukey.

2-3 Résultats
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biologiques successifs présentant un choix entre une graine contenant un héte sain et une graine
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Figure 65 - Ajustement du modéle aux positions des femelles E. vuilleti enregistrées lors de tests
biologiques successifs présentant un choix entre une gélule contenant un hote sain et une gélule
contenant un hote parasité par D. hasalis.
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Expérience 1: L’ajustement des courbes aux données est bon quelle que soit
I’expérience des femelles et le type de données (OUT, GP, GNP) considérées (R > 0,95)
(Fig. 62). L’influence de I’expérience semble agir a deux niveaux : d’une part, le nombre de
femelles qui ne choisissent pas (OUT) diminue plus rapidement avec l’expérience des
femelles. Ce phénoméne se traduit par une augmentation de la probabilit¢ de choisir une
graine par un facteur 2 entre le premier et le troisieme passage (Fig. 63). D’autre part, on
constate une augmentation de la fréquentation de la graine parasitée avec 1’expérience alors
que la fréquentation de la graine non parasitée stagne et méme régresse légerement. La
probabilité d’aller sur la graine parasitée reste stable entre le premier et le deuxieéme passage
(pgp1 = 0,81, pgp2 = 0,80 ; Tukey : qcarcue = 0,57 < qerimoue = 3,44) puis elle augmente
significativement entre le deuxiéme et le troisiéme passage (pgp- = 0,90 ; Tukey : qeacoe =

10,01 > qerimique = 3,44) (Fig. 64).

Expérience 2 : L’ajustement des courbes aux données est toujours satisfaisant pour
chaque type de données et quel que soit le passage (R? > 0,95) (Fig. 65). On observe une
diminution plus rapide du nombre de femelles qui ne choisissent pas avec I’expérience des
femelles. Comme dans 1’expérience 1 sur graine, la probabilit¢ de choisir une gélule
augmente entre le premier passage et le troisiéme passage. L’augmentation est plus
importante dans cette deuxieéme expérience, le rapport entre la probabilité au premier passage
(0,002) et la probabilité au troisieme passage (0,01) est de 5 (Fig. 66). Par contre, nous
n’avons pas observé d’évolution de la fréquentation relative des deux types de gélules. Si la
probabilité diminue significativement entre le premier et le second passage (pcp' = 0,70, pcp”
= 0,66 ; Tukey : qearcue = 4,43 > qerimoue = 3,44), elle reste stable entre le deuxiéme et le
troisiéme passage (pgr’ = 0,68 ; Tukey : qearcoe = 3,00 < qermour = 3,44) (Fig. 67). La
tendance d’accroissement de la probabilité d’aller sur une graine parasitée avec I’expérience

n’est pas retrouvée sur gélule.

Expérience 3 : L’ajustement des courbes aux données expérimentales est bon pour la
premicre expérience (R? > 0,95) quel que soit le type de données (Nout, Ngp et Ngnp). Pour
les deux derniers passages, 1’ajustement est moins bon, notamment pour les courbes Ngp (R* =
0,65 au 2°™ passage, R? = 0,89 au troisiéme passage) (Fig. 68). La probabilité de choisir une
gé€lule sans trou augmente légérement avec 1’expérience des femelles, méme si la tendance

nette constatée lors des deux premicres expériences n’est pas retrouvée (Fig. 69). La
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fréquentation des deux types de gélules sans trou est tres inégale : la fréquentation de la gélule
parasitée augmente légerement entre le deuxieéme et le troisieme passage, alors que la
fréquentation de la gélule sans trou non parasitée est quasiment nulle quel que soit le passage.
La probabilité d’aller sur une gélule parasitée pgp est donc maximale des le premier passage
(pae' = 0,98) et reste stable lors des deux suivants (pep” = 0,97, pae” = 0,99 ; Fearcuie = 2,90 <
Fo.os (1), 2,30 = 3,23) (Fig. 70).

3- Discussion

L’augmentation de la préférence par sélection semble indiquer une diversité génétique
importante au sein de la population d’origine. Certaines femelles possederaient un spectre de
reconnaissance ¢étroit et ne reconnaitraient que les hotes parasités par la population
soudanienne sympatrique, alors que d’autres disposeraient d’un spectre plus étendu et seraient
capables de reconnaitre les hotes parasités par des femelles D. basalis dont la composition
differe sensiblement de celle de la population sympatrique. Cette variabilit¢é dans la
reconnaissance semble déterminée génétiquement, puisque la sélection semble capable de
modifier I’abondance de ces caracteres dans la population. Les variations importantes
observées entre les générations successives semblent indiquer un déterminisme génétique

complexe.

Cette diversité génétique d’une population de parasitoides présentant des adaptations
particulieres a la compétition a été prédite par Price (1971). Dans son modele, résumé par le
diagramme ci-dessous, des adaptations spécifiques (le kleptoparasitisme, 1’ovicide) confére a

la population une supériorité compétitive.

Adaptations )
spécifiques Dominance \
ot e Interaction .
Supériorité Abondance . . . Extension
compétitive > relative > fien51te- —>{ Dispersion > de laniche
dépendante

Diversité génétique
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Cette supériorité induit une abondance relative importante en situation de compétition,
I’espece devient alors I’espeéce dominante au sein de la guilde. Cette abondance particulicre a
démontrée dans notre systéme (Monge & Huignard, 1991). E. vuilleti, en situation de
compétition est I’espéce majoritaire dans les greniers. L’abondance aurait pour conséquence
une diversité génétique accrue. Dans son systéme, Price considére que les especes évitent le
multiparasitisme. La dominance locale d’une des especes aurait alors pour ultime
conséquence l’extension spatiale ou phénologique des niches des espéces dominantes et
dominées. Dans notre systéme, E. vuilleti recherche le multiparasitisme, et la dispersion
spatiale évoquée peut étre réduite ou absente. La diversité génétique peut cependant lui
permettre d’étendre le spectre d’hdtes exploitables : hdtes parasités par différentes souches de

D. basalis, hotes sains, hyperparasitisme.

La diversité génétique soutenant la discrimination interspécifique d’E. vuilleti pourrait
lui permettre de s’adapter en quelques générations a un changement de la composition des
sécrétions cuticulaires et de glande de Dufour de D. basalis. Ce changement pourrait étre
induit par une adaptation de la population de D. basalis sympatrique, car la reconnaissance
par E. vuilleti des hotes parasités présente un colit potentiel important en terme de réduction
du nombre de descendants D. basalis. Ce changement pourrait également intervenir a la suite
de I’introduction naturelle ou anthropique dans I’éco ou I’agrosystéme d’une population de D.

basalis d’origine géographique différente.

L’expérience des femelles E. vuilleti semble jouer un role important dans la
discrimination ou la préférence des hdtes parasités par D. basalis. L’augmentation de la
préférence et de la rapidité avec laquelle la femelle choisit ’hote parasité semblent indiquer
qu’un apprentissage est réalisé. Selon Papaj & Prokopy (1989) et Vet & Dicke (1992) la
caractérisation de I’apprentissage fait appel a trois critéres (conjointement ou non) :

@ Lorsque le comportement d’un individu change de fagon reproductible a I’issu de
I’expérience. Ce critere est le plus souvent retenu chez les parasitoides (Sheehen & Shelton,

1989 ; Vet & Groenwold, 1990).
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@ Lorsque le comportement change de fagon graduelle avec une expérience continue.
Ce critére est difficile a appliquer aux parasitoides car 1’apprentissage survient souvent de
facon trés rapide (Vet & Dicke, 1992).

® En I’absence d’une expérience continue, la modification du comportement induite
par apprentissage disparait. Cortesero (1994) lors d’une étude de I’influence de 1’expérience
sur le comportement de recherche de I’hote d’E. vuilleti a mis en évidence une persistance de
I’effet de I’apprentissage limitée a 6 ou 7 jours. Ce critere est difficile a appliquer dans le
cadre de la discrimination interspécifique : la durée nécessaire a la préparation des femelles,
la phase d’apprentissage puis la durée nécessaire pour observer une disparition coincident
avec la durée de vie de la femelle.

Les deux premiers critéres sont vérifiés, un apprentissage semble étre réalisé¢ aux
cours de I’expérience 1. Bien que la discrimination interspécifique par E. vuilleti des hotes
parasités par D. basalis soit innée, exprimée des la rencontre d’un hote parasité, cette capacité
semble renforcée par I’expérience. Ces résultats rejoignent les observations de van Lenteren et
Bakker (1975) et van Lenteren (1976) en situation d’évitement du superparasitisme : Chez
Pseudeucoila bochei, les femelles naives seraient plus enclines au superparasitisme que des
femelles expérimentées. L’apprentissage réalis¢ durant les tests biologiques consécutifs sur
graine semble se traduire par la modification de deux parametres distincts, la probabilité
d’aller sur une graine d’une part, et la probabilité de choisir une graine parasitée d’autre part.
Cette influence conjointe de I’expérience sur I’activité de recherche d’un hote et du choix de
I’hote rejoint les résultats de Singh et Sinha (1983) qui ont observé une activité de recherche
plus importante et une plus faible expression de la discrimination chez les femelles Trioxys
indicus (Aphidiidae) inexpérimentées. Tout d’abord, la probabilit¢ d’aller sur un héte quel
que soit I’hote augmente globalement pour les trois types d’expériences, ce qui se traduit par
une diminution plus rapide du nombre de femelles n’ayant pas encore choisi. Volk et
Mackauer (1990) ont mis en évidence chez un parasitoide de puceron, Acyrthosiphon pisum,
une influence de 1’apprentissage sur le taux de recherche : le taux de recherche était plus élevé
chez les femelles inexpérimentées, ce qui pourrait se traduire par une période plus importante
de prospection avant le choix d’un hoéte chez ces femelles. L’augmentation de la probabilité
d’aller sur une graine n’est pas forcément liée a un apprentissage, elle peut aussi €tre une
conséquence physiologique de 1’augmentation de la période de privation d’hote précédent le
test biologique. Van Alphen et Visser (1990) prédisent que lorsque les hotes sont rares, les
femelles parasitoides seraient plus enclines a pondre rapidement dans un hoéte, quelle que soit

la qualité de cet hote.
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D’autre part ’expérience des femelles augmente 1’efficacité de la discrimination,
caractérisée par une augmentation de la probabilit¢ d’aller sur une graine parasitée
(Expérience 1). Cette augmentation n’est pas observée lorsque 1’on présente a la femelle un
choix entre une gélule saine et une gélule parasitée présentant le méme acces facilité a 1’hote
par les pré-trous d’aération percés avant I’expérience. L’apprentissage réalis¢ a les
caractéristiques d’un apprentissage associatif (De Jong & Kaiser, 1992 ; Vet & Groenewold,
1990) par conditionnement instrumental (ou opérant) discriminant (Davey, 1989). La
présentation du stimulus, ici le facteur permettant la discrimination, est associée a un
renforcement positif (une récompense), ici 1’acces a un site de ponte, induisant une
augmentation de la réponse comportementale, 1’exploitation par la femelle E. vuilleti des
hotes parasités par D. basalis. On peut alors envisager les tests biologiques successifs comme
une boite de Skinner. Le renforcement modifie le ratio de discrimination en faveur du
stimulus discriminant. Dans ’expérience 2, ou 1’accés a I’hote est identique pour 1’hote
parasité et 1’hote sain, la récompense n’existe plus et on observe logiquement une absence de
renforcement de la préférence de I’hote parasité. Dans 1’expérience 3, la femelle placée en
présence d’un choix entre une gélule saine et une gélule parasitée sans trou, ne peut accéder a
I’hdte qu’a travers le trou d’exploitation foré par la femelle D. basalis. Dans cette situation,
on observe un choix presque exclusif de la gélule parasitée. Cette expérience confirme que
I’acces a 1’hote constitue une récompense importante et suffisante pour permettre
I’apprentissage.

Ce processus d’apprentissage est différent de celui décrit par van Baaren & Boivin
(1998) chez Anaphes victus (Hymenoptera: Mymaridae). Le passage d’un rejet apres
insertion de l’ovipositeur a un rejet par examen antennaire a €té interprété comme un
apprentissage associatif. Les hyménopteéres parasitoides semblent capables d’apprentissage
variés et complexes. L’espéce E. vuilleti semble particuliecrement bien adaptée a I’étude de
différents apprentissages. Cortesero (1994) a ainsi pu mettre en évidence 1’existence
d’apprentissage pré-imaginal de type empreinte et a 1’age adulte d’apprentissage associatif
avec différentes odeurs de plantes ou d’especes hote.

Le nombre de répétitions nécessaires a la mise en évidence de cet apprentissage est
tres faible. Les programmes d’apprentissages classiques nécessitent un plus grand nombre de
confrontations pour espérer voir apparaitre un apprentissage. Cependant, chez les
parasitoides, I’apprentissage peut intervenir trés rapidement (Vet & Dicke, 1992). D’autre
part, la discrimination chez cette espece est innée, et donc préexistante. Les expériences

effectuées ne concerneraient pas un processus d’apprentissage complet, mais juste
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I’observation d’un renforcement. En outre, les femelles E. vuilleti ont subi une préparation
préalable durant laquelle elles ont pu étre confrontées au systéme naturel ou artificiel a
I’intérieur de boites de Pétri, ce qui réduit la phase d’habituation au dispositif expérimental
généralement constatée avant la phase d’apprentissage proprement dite.

Le déterminisme mixte inné et acquis pourrait étre adaptatif. Le nombre d’hdtes sains
et parasités, leur disponibilité et leur distribution varient dans I’environnement. Dans un
environnement changeant, la plasticité individuelle est sensée étre adaptative. L’apprentissage
a une valeur adaptative car il augmente le succes reproducteur des individus qui changent
pour s’adapter aux nouvelles conditions environnementales (Stephens, 1993 ; van Baaren &
Boivin, 1998). Durant I’année, les parasitoides E. vuilleti et D. basalis évoluent dans des

environnements ayant des caractéristiques tres différentes :

@ L’écosysteme strict : Hors de la période de culture du niébé, les hotes dans les
graines des variétés sauvages de V. wunguiculata ou d’autres légumineuses pourraient

constituer les seuls hotes disponibles.
@ En champs, durant la culture.

® En condition de stockage. A I’intérieur des greniers, le nombre d’hotes sains et
parasités évolue de facon importante durant la période de stockage (Monge & Huignard,

1991).

Les contraintes et les pressions de sé€lection associées différent fortement dans ces
milieux. Dans I’écosysteme et les champs, la découverte de 1’hédte, la prédation peuvent Etre
des contraintes fortes. Dans les greniers, la compétition peut étre la contrainte dominante. La
diversité génétique et la plasticit¢ comportementale liée a I’apprentissage pourraient permettre
aux femelles E. vuilleti d’adapter leurs stratégies aux conditions environnementales
changeantes. L’apprentissage pourrait permettre une adaptation rapide et réversible au sein
d’une génération. La diversité génétique pourrait permettre une adaptation plus lente et plus

stable de la stratégie.
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1- Originalité de la discrimination interspécifique d’E. vuilleti

La discrimination interspécifique par FEupelmus vuilleti des hotes parasités par
Dinarmus basalis semble faire intervenir un mécanisme et un processus évolutif assez
différent de ceux connus dans les cas de discrimination intraspécifique ou dans les rares cas
de discrimination interspécifique décrit. Elle semble correspondre assez bien aux quelques
¢tudes ayant porté sur une stratégie particuliere, le kleptoparasitisme.

Tout d’abord les caractéristiques mémes de cette discrimination différent de celles
décrites pour la discrimination intraspécifique. Elle aboutit a la recherche du multiparasitisme,
alors que la grande majorité des especes capables de reconnaitre les hotes parasités rejettent
ces hotes de qualité médiocre pour le développement de leur descendance. En aucun cas la
recherche du multiparasitisme par E. vuilleti ne peut s’apparenter aux cas de discrimination
interspécifique décrits chez des especes proches ou le signal entrainait la méme réponse, c’est
a dire I’évitement du super ou du multiparasitisme chez les femelles conspécifiques et
allospécifiques (Vet et al, 1984 ; McBrien & Mackauer, 1990, 1991 ; van Baaren et al.,
1994).

Cette discrimination est réalisée a courte distance, avant la montée sur la graine, alors
que la discrimination était réputée jusqu’alors faire intervenir généralement un stimulus
gustatif (Nufio & Papaj, 2001) bien que quelques ¢tudes mentionnent une action a distance
(van Baaren & Nenon, 1996). La période apres la ponte de D. basalis pendant laquelle la
discrimination reste possible est plus longue que toutes celles recensées pour la discrimination
intraspécifique (Hofsvang, 1990). Cette longévit¢é importante pourrait s’expliquer par
I’implication de plusieurs stimuli successifs. L’odeur de la larve de D. basalis en
développement, notamment, pourrait étre pergue par la femelle E. vuilleti qui se comporte
alors comme un hyperparasitoide facultatif (van Alebeek et al., 1993).

La discrimination interspécifique, qui se traduit par la préférence des hotes parasités,
semble étre un comportement fréquent dans la population, peu dépendant de facteurs
physiologiques ou environnementaux alors que I’issue de la discrimination intraspécifique
dépend de la décision de la femelle apres intégration de différents facteurs. La discrimination
interspécifique qui se traduit par la préférence par E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis
semble un comportement inné tres stable, peu ou pas dépendant de 1’age ou du délai entre les
pontes des femelles des deux espéces. Le systeme étudié ne s’inscrit pas dans les modeles
prédisant une variation de la fréquence du super ou du multiparasitisme avec la probabilité de

survie de la descendance qui diminuerait avec le délai séparant les pontes (van Lenteren,

173



1981 ; Strand, 1986 ; Mackauer, 1990, Godfray, 1994). Soit la probabilit¢ de survie de la
larve E. vuilleti reste €levée quelles que soient les conditions, soit ’avantage li€ a la recherche
du multiparasitisme intervient a un autre niveau. Le comportement ovicide et larvicide
pourrait permettre de maintenir une probabilité élevée de survie par destruction du
compétiteur avant méme le combat larvaire. van Alebeek et al. (1993) ont ainsi observé
jusqu’a 41 % d’ceufs de D. basalis percés ainsi qu’un taux important de larves de D. basalis
piquées selon le délai entre le passage des femelles des deux especes.

Le stimulus impliqué dans la discrimination interspécifique est un stimulus chimique
externe, produit par la glande de Dufour, et dépos¢ a la surface de la graine durant
I’exploitation de 1’hote par la femelle D. basalis. Cette définition correspond a la description
de la phéromone de marquage permettant la discrimination intraspécifique chez la plupart des
especes parasitoides ¢tudiées (Guillot & Vinson, 1972 ; Harrison ef al., 1985 ; Hubbard et al.,
1987). E. vuilleti détournerait a son profit le systeme d’évitement du superparasitisme de D.
basalis. Cependant, si D. basalis adopte bien apreés la ponte une posture caractéristique de
marquage (Salt, 1937), plusieurs éléments viennent contredire cette hypothese :

@ Cette posture n’est pas systématiquement adoptée aprés la ponte. Bien que ce
comportement soit commun, un nombre non négligeable d’hotes est parasité sans que la
posture de marquage ait été observée.

@ Cette posture ne s’accompagne pas de dépot visible, méme a fort grossissement. La

posture semble correspondre a un frottement plutot qu’a un dépot.

® Ce dépot éventuel ne parait pas étre impliqué dans 1I’évitement du superparasitisme
chez D. basalis. La discrimination intraspécifique existe chez D. basalis, mais elle est
effectuée grace a la perception a 1’aide de récepteurs sensoriels situés sur I’ovipositeur d’un
marquage interne li¢ a I’ceuf (Gauthier & Monge, 1999).

@ La reconnaissance par E. vuilleti des hotes parasités peut s’effectuer a partir des
traces cuticulaires de D. basalis. La posture de marquage de D. basalis ne parait pas
nécessaire a la reconnaissance.

® La reconnaissance par E. vuilleti des hotes parasités est potenticllement trés
défavorable pour D. basalis. En effet, le comportement ovicide et la supériorité¢ des larves au
niveau du combat larvaire doit affecter le succes reproducteur des individus dont les hotes
parasités sont reconnus (Leveque et al., 1993). 1l semble peu probable que cette espece ait
sélectionné ou maintenu un systéme de marquage inutile en situation intraspécifique et

désavantageux en situation interspécifique. Soit il s’agit d’un marquage présentant un
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avantage, peut €tre au niveau de 1’évaluation de la qualité du patch d’hétes, cet avantage serait
suffisant pour compenser le désavantage li¢ a la reconnaissance par E. vuilleti. Soit les
caractéristiques précédemment citées, le caractére non obligatoire, I’absence de dépot visible,
I’absence de réponse comportementale claire et ’adoption d’un systéme de marquage interne
témoignent d’une contre sé€lection a I’ceuvre qui aboutirait a terme a la disparition de ce
comportement chez D. basalis. Le stimulus impliqué ne serait alors plus tout a fait un signal,

mais ne pourrait étre considéré comme un indice d’exploitation.

2- Diversité des sécrétions et des structures sécrétrices impliquées

Les structures sécrétrices impliquées chez D. basalis dans la production du stimulus
sont multiples. La glande de Dufour produit une substance huileuse attractive, et la glande a
venin produit une sécrétion dont la partie protéique semble stimuler le comportement de ponte
des femelles E. vuilleti. L’implication des glandes accessoires était attendue, elle correspond a
I’origine de la phéromone de marquage intraspécifique déterminée chez la plupart des especes
chez lesquelles elle a été étudi¢e (Guillot & Vinson, 1972 ; Mudd et al., 1982 ; Harrison et al.,
1985 ; Hubbard et al., 1987 ; Nufio & Papaj, 2001). Le fait que les deux glandes produisent
deux sécrétions de nature distincte et ayant une action différente et synergique sur le
comportement des femelles E. vuilleti est beaucoup plus original, bien que Holler et al. (1993)
ait décrit un cas similaire chez un hyperparasitoide, Dendrocerus carpenteri. Cette action
attractive et stimulatrice des hdtes parasités semble une constante dans le mécanisme de la
discrimination interspécifique chez les kleptoparasitoides. Une étude de 1’action séparée des
sécrétions des glandes accessoires chez les deux autres especes chez lesquelles cette
discrimination a ¢été décrite, Pseudorhyssa sternata et Temelucha interruptor
(Ichneumonidae) (Arthur ef al., 1964 ; Spradbery, 1968) pourrait confirmer cette hypothese.

Selon Holler et al. (1993), cette hétérogénéité du signal pourrait expliquer certaines
variations de la réponse comportementale des femelles conspécifiques chez les parasitoides.
La perception du ratio résiduel de chacun des composés pourrait permettre une évaluation par
la femelle suivante de 1’age de la marque, cette capacit¢ a ét¢ décrite en situation de
compétition intraspécifique chez plusieurs especes de parasitoides (Rogers, 1972 ; Chow &
Mackauer, 1986 ; Hofsvang, 1988), mais cette capacité n’a pu étre mise en €vidence ni chez
D. basalis en situation de compétition intraspécifique (Jaloux, 2000) ni chez E. vuilleti en
situation de compétition interspécifique avec D. basalis (Chap. 2). D’autre part, le ratio entre

les composants pourrait constituer une signature individuelle rendant possible la
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discrimination entre les hdtes parasités par la méme femelle des hotes parasités par une
conspécifique observée chez plusieurs especes (Hubbard et al., 1987 ; Volk & Mackauer,
1990), mais pas chez D. basalis (Chap. 2).

La similarité¢ de la composition des sécrétions cuticulaires et de la glande de Dufour
est une donnée essentielle de notre ¢tude. Des études récentes tendent a généraliser cette
similarité chez plusieurs d’especes de différentes familles de parasitoides (Howard & Baker,
2003). Cette similarité n’a jamais €té intégrée dans les études portant sur la discrimination
intra ou interspécifique des hotes parasités. Pourtant, cette équivalence de la composition
chimique et de I’activité sur le comportement des femelles conspécifiques peut avoir des
conséquences importantes. Tout d’abord, le concept de phéromone de marquage, impliquant
une ¢émission active du signal de la part de I’émetteur, serait remis en cause. L’
« intentionnalité », qui différencie 1’exploitation d’une trace d’une communication véritable,
ne pourrait étre évoquée systématiquement puisque les traces d’hydrocarbures cuticulaires
laissés a la surface de la structure végétale en I’absence d’exploitation ou de posture de
marquage suffiraient pour permettre la discrimination (Arthur ef al., 1964).

D’autre part, la combinaison des différents hydrocarbures a des concentrations
différentes semble apte a permettre non seulement une signature caractéristique de I’espece
comme chez les fourmis (Billen & Morgan, 1998), mais aussi une reconnaissance individuelle
ou d’apparenté, comme cela a souvent été¢ évoqué dans la reconnaissance intraspécifique (van
Dijken & Waage, 1987 ; Hubbard et al., 1987). Chez une espece parasitoide possédant une
capacité de discrimination intraspécifique basée sur la reconnaissance d’un marqueur produit
par la glande de Dufour, la signature individuelle de la phéromone de marquage serait alors
identique a la signature individuelle cuticulaire. Par comparaison de sa propre odeur avec
celle d’un hote parasité, une femelle pourrait reconnaitre les hotes parasités par elle-méme
(odeur identique), les hotes parasités par une femelle apparentée (odeur proche ou acquise lors
de contacts entre les femelles) et les hotes parasités par une femelle conspécifique non
apparentée (odeur différente). Ce mécanisme rejoindrait celui évoqué chez les fourmis pour la
reconnaissance coloniale. La marque chimique a la surface du corps de la fourmi serait
utilisée comme un visa colonial (template), c’est a dire un modele de 1’odeur de la colonie
(Crozier & Dix, 1979 ; Dahbi et al., 1994). Lors d’une rencontre entre deux individus, la
reconnaissance coloniale serait effectuée par la comparaison de leurs visas coloniaux
respectifs (Fresneau & Errard, 1994). Chez D. basalis, des analyses chimiques préliminaires
ont ¢t¢ menées a partir d’extraits individuels. Seuls les extraits cuticulaires sont exploitables,

les extraits d’une unique glande de Dufour présentent des concentrations trop faibles. Ces
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analyses ont montré une variabilité interindividuelle au niveau des concentrations relatives
des différents hydrocarbures majoritaires, notamment des n-alcanes. Cette variabilité pourrait
s’expliquer par ’existence d’une signature individuelle. Cependant, chez cette espece, la
sécrétion de la glande de Dufour ne semble pas répulsive pour les femelles conspécifiques
(Gauthier, 1996) et il ne semble pas exister d’influence de la parenté de la premiere ponte

avec la femelle exploitant un hote parasité sur I’évitement du superparasitisme.

3- Scénario évolutif probable de I’apparition de la discrimination interspécifique

La discrimination interspécifique des hotes parasités par E. vuilleti semble non
seulement spécifique de I’espece D. basalis, mais présente également des variations en
fonction de ’origine géographique de la population de D. basalis. Les hotes parasités par la
population de D. basalis sympatrique entrainent une préférence plus forte de la part des
femelles E. vuilleti que les hotes parasités par des populations de D. basalis originaires de
région ou E. vuilleti est plus rare ou absente. Ces résultats tendent a prouver que la sélection
de la capacité de discrimination interspécifique est intervenue chez E. vuilleti en réponse aux
pressions de sélection exercées par un compétiteur particulier, D. basalis.

La recherche par la femelle E. vuilleti des hotes parasités par D. basalis associée a la
réutilisation de 1’orifice foré par D. basalis et au comportement ovicide de la femelle E.
vuilleti s’inscrit dans une stratégie décrite chez d’autres especes sous le nom de
kleptoparasitisme (Arthur, 1964 ; Spradbery, 1968). D’aprés nos résultats et la littérature sur
ce sujet, le scénario évolutif ayant permis la sélection de cette stratégie pourrait €tre le
suivant :

® Une population d’origine possede des prédispositions particuliéres : Certains
caracteres morphologiques et biologiques semblent nécessaires pour pouvoir permettre
I’apparition du kleptoparasitisme. L’espece doit posséder un ovipositeur long, fin et flexible,
et équipé d’organes sensoriels (Spradbery, 1968). La superfamille des Ichneumonidea et
quelques autres familles, comme les Eupelmidae présentent un tel ovipositeur. D’autre part, la
population d’origine devrait pratiquer 1’ovicide en situation de compétition intraspécifique.
Ce comportement pourrait étre li€é a un ovipositeur long et flexible. Si la recherche du
multiparasitisme et la réutilisation du forage semble des comportements spécifiques aux
especes kleptoparasitoides, I’ovicide est un comportement décrit en situation de compétition
intraspécifique chez un nombre non négligeable d’espéces ecto- et endoparasitoides de

différentes familles (Godfray, 1994). Selon Strand & Godfray (1989), ce comportement

177



pourrait évoluer, en situation de compétition intraspécifique, quand ’avantage compétitif de
la premiere ponte est important (Mayhew, 1997). Chez E. vuilleti, 1a larve de premier stade
est trés mobile, agressive, et recherche et détruit presque systématiquement la larve ou I’ceuf
conspécifique concurrent (Delanoue & Arambourg, 1965 ; Leveque et al., 1993 ; Cortesero,
1994). Si on considere que la durée de développement embryonnaire varie peu, la premicre
ponte semble chez cette espece avoir un avantage décisif. Le comportement ovicide pourrait
avoir été sélectionné chez cette espece indépendamment de la compétition interspécifique. E.
vuilleti pratique d’ailleurs 1’ovicide aussi bien en situation de compétition interspécifique
qu’intraspécifique (Cortesero, 1994).

@ Chez une population capable d’ovicide, la réutilisation occasionnelle de I’orifice
d’une femelle concurrente présente un bénéfice en terme de succes reproducteur de la femelle,
c’est a dire qu’elle implique un gain en nombre de descendants ou en longévité. Dans des
systémes ou 1’hote est cryptique, a ’intérieur d’une structure végétale, la réutilisation du trou
permet d’augmenter ’efficacité de recherche de I’hdte, en réduisant le nombre de sondages
inefficaces par exemple (Arthur et al., 1964 ; Spradbery, 1968), ce qui pourrait augmenter le
nombre d’hdtes exploités et donc le nombre de descendants. La réutilisation de 1’orifice
diminue également la durée de la phase de forage. Cette réduction de la phase de forage
présente un bénéfice en terme de gain de temps d’exploitation, de gain d’énergie, de survie a
la prédation. La réutilisation occasionnelle de I’orifice d’une compétitrice pourrait donc
augmenter le succes reproducteur de la femelle. Le comportement ovicide annule alors les
risques de mortalité durant le combat larvaire liés a la ponte sur un hote parasité. Chez E.
vuilleti, I’acces a I’hote s’effectue fréquemment par la galerie de I’hdte (Terrasse, 1986 ; van
Alebeek, 1991; Cortesero, 1994). La ponte sur un hdte parasité par une conspécifique pourrait
fréquemment faire intervenir le méme chemin d’acces. Cependant, I’acces par la galerie de
I’hote utilisée précédemment par une autre femelle doit présenté un gain limité par rapport a
I’acces par la galerie d’un hote non parasité.

® L’espéce concurrente marque, délibérément ou non, les hotes parasités. Ce
marquage permet la détection et la recherche des orifices allospécifiques. Les femelles qui
présentent une attraction pour ce marquage augmentent la proportion d’hotes exploités en
réutilisant 1’orifice foré par une autre femelle, et augmentent d’autant leur succes
reproducteur. L’attraction pour ce marquage est sélectionnée, ce qui permet le passage d’une
réutilisation occasionnelle a la sélection d’une stratégie délibérée. La concentration des
comportements ovicides sur des hotes parasités par une autre espece permet d’éviter la

diminution du succés reproducteur li¢ a la destruction de son propre ceuf ou de celui d’une

178



apparentée. Les femelles E. vuilleti n’accederaient alors a 1’hote que par la galerie de I’hote ou
I’orifice de D. basalis. La sélection de la recherche du multiparasitisme peut étre renforcée
par le fait que I’exploitation des hdtes parasités par 1’espece concurrente est plus avantageuse
que I’exploitation des hotes parasités par une femelle conspécifique. D. basalis fore la graine
directement au dessus de la loge (GoOmez-Alvarez, 1980), alors qu’E. vuilleti utilise
majoritairement la galerie de 1’hote (Terrasse, 1986). La réutilisation de 1’orifice de D. basalis
permet d’accéder plus rapidement a 1’hote que le passage par la galerie de ’hdte. En outre, D.
basalis, grace a son ovipositeur court, rigide et épais présente des capacités de forage plus
importantes qu’E. vuilleti. La réutilisation de ’orifice de D. basalis permet a E. vuilleti
d’avoir acces a des hdtes qu’il ne pourrait pas atteindre par ses propres moyens. La recherche
du multiparasitisme présenterait donc un avantage par rapport a la réutilisation occasionnelle
des hotes parasités par une femelle conspécifique ou allospécifique, elle serait donc
sélectionnée.

@ La spécialisation de certaines femelles au kleptoparasitisme pourrait avoir entrainé
I’adaptation de certains caractéres morphologiques, comme la réduction du diamétre de
I’ovipositeur pour pénétrer les orifices avec le minimum d’effort (Spradbery, 1968), ou
I’augmentation de sa longueur pour rechercher et détruire plus efficacement les ceufs de la
compétitrice (Price, 1970). L’adaptation de 1’ovipositeur au kleptoparasitisme réduit la
capacité¢ des femelles a forer leur propre orifice et augmente ainsi le bénéfice li¢ a la
réutilisation de I’orifice de la compétitrice. Ce phénomene pourrait aboutir, a terme, a un
kleptoparasitisme quasi-obligatoire, lorsque 1’ovipositeur des femelles E. vuilleti sera devenu

trop long et trop fin pour permettre le forage.

4- Role de la compétition interspécifique dans ’apparition de la discrimination

Dans le scénario évolutif proposé, les éventuelles pressions de sélection lices a la
compétition interspécifique ne sont pas nécessaires pour permettre sa sélection. Toutefois,
cette stratégie ne peut étre adaptative que si elle augmente réellement le succes reproducteur
des femelles. Dans les conditions de I’étude, le succes reproducteur des femelles E. vuilleti est
plus important en présence d’hdtes sains qu’en présence d’hotes parasités par D. basalis.
L’évitement du multiparasitisme semblerait donc une stratégie plus efficace que le
kleptoparasitisme. La recherche du multiparasitisme ne pourrait étre adaptative qu’en
situation de compétition interspécifique intense (Price, 1970), ou une proportion importante

des hotes sont parasités par D. basalis, empéchant 1’adoption par E. vuilleti d’une stratégie
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d’évitement du multiparasitisme. Dans ces conditions, cette stratégie permettrait de
compenser en partie la diminution du succes reproducteur 1ié¢ a la compétition interspécifique.
La supériorité de D. basalis par rapport a E. vuilleti au niveau des capacités de dispersion, de
la recherche de I’hote, de I’exploitation de I’hote, de la fécondité, du temps de
développement, a pu entrainer la sélection dans une population d’E. vuilleti capable d’ovicide
des individus présentant la stratégie d’exploitation la plus agressive et dirigée vers D. basalis.
Si cette hypothese est vérifiée, la stratégie d’E. vuilleti devrait pouvoir étre modulée en
fonction de D’intensité locale de la compétition avec D. basalis. La diversité génétique,
associée a la plasticité comportementale observée dans 1’expression de la recherche du
multiparasitisme par E. vuilleti pourrait ainsi €tre adaptative. Le nombre d’hdtes sains et
parasités, leur disponibilit¢ et leur distribution varient dans I’environnement. Dans un
environnement changeant, la plasticité individuelle est sensée étre adaptative. L’apprentissage
a une valeur adaptative car il augmente le succes reproducteur des individus qui changent
pour s’adapter aux nouvelles conditions environnementales (Stephens, 1993 ; van Baaren &
Boivin, 1998). Durant I’année, les parasitoides E. vuilleti et D. basalis évoluent dans des
environnements ou les contraintes peuvent varier :

@ L’écosysteéme strict : Hors de la période de culture du niébé, les hotes dans les
graines des variétés sauvages de V. unguiculata ou d’autres légumineuses pourraient
constituer les seuls hotes disponibles. Ces plantes sont dispersées dans I’environnement et la
densité en hote est faible. La découverte des plantes hotes pourrait constituer une contrainte

forte.

@ En champs, durant la culture. La densité en hote pourrait augmenter rapidement
avec |’état de maturité des graines. La contrainte dominante ne serait plus la découverte de la

plante mais plutdt la découverte des graines infestées.

® En condition de stockage. A I’intérieur des greniers, les populations d’hotes sains et
parasités évoluent de fagon importante durant la période de stockage (Monge & Huignard,
1991). Dans ces conditions, la contrainte dominante serait plutot la discrimination, le choix

des hotes de meilleure qualité.

Les contraintes et les pressions de sélection associées varient donc fortement au cours
de I’année. Dans I’écosysteme et les champs, la découverte de la plante et de 1’hote, ainsi que
la prédation peuvent étre des contraintes fortes. Dans les greniers, la compétition peut étre la
contrainte dominante. La diversité génétique et la plasticité comportementale li¢e a

I’apprentissage pourraient permettre aux femelles E. vuilleti d’adapter leurs stratégies aux
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conditions environnementales changeantes. L’apprentissage pourrait permettre une adaptation
rapide et réversible au sein d’une génération. La diversité génétique pourrait permettre une
adaptation plus lente et plus stable de la stratégie en faisant varier la proportion d’individus

présentant une capacité de discrimination large ou étroite.

Selon Roughgarden (1982), la preuve de I’existence de la coévolution entre des
compétiteurs devra inclure des expériences sur le terrain, des données biogéographiques et sur
la distribution, et une discussion des hypotheses alternatives réalistes. Des expériences de
terrain et des observations directes des populations a I’intérieur des greniers ont été effectuées
lors de nombreuses ¢tudes (Monge & Huignard, 1991, Tchassanti, 1995 ; Amevoin et al.,
2004). Elles montrent que bien que disposant de capacités parasitaires inférieures a celles de
D. basalis, E. vuilleti est I’espece majoritaire en situation de compétition avec D. basalis. La
sélection par Dinarmus basalis et Eupelmus vuilleti de stratégies d’exploitation différentes,
I’évitement du multiparasitisme pour D. basalis, et le kleptoparasitisme pour E. vuilleti,
semblent liés aux différences biologiques, morphologiques et comportementales entre ces
deux espéces. Les différentes stratégies mises en ceuvre par ces deux especes sympatriques
peuvent évoquer une situation de compétition contre-balancée décrite par Pschorn-Walcker et
Zwolfer (1968) et Zwolfer (1971). Les stratégies en situation de compétition interspécifique
auraient ¢t€ sé€lectionnées en réponse a la stratégie de 1’espece concurrente. La sélection du
kleptoparasitisme par E. vuilleti serait intervenue pour compenser la diminution de son succes
reproducteur liée a la compétition avec D. basalis. En réponse a la stratégie agressive d’E.
vuilleti, D. basalis pourrait avoir sélectionné I’évitement du multiparasitisme, une capacité de
dispersion plus importante et un systtme de marquage intraspécifique interne des hdtes
parasités pour diminuer les effets néfastes liés au kleptoparasitisme d’E. vuilleti. La
compétition interspécifique agirait alors comme un moteur puissant de 1’évolution des
caracteres biologiques, morphologiques et comportementaux des especes, et pourrait
permettre 1’apparition de stratégies d’exploitation complexes visant a dominer les especes
concurrentes au sein d’une méme guilde (Price, 1971). Les especes les moins compétitives se
spécialiserait alors pour des portions de la niche écologique ou la compétition est moins
intense. La compétition interspécifique pourrait étre un des €léments a 1’origine de la diversité

des modes de vie et des interactions entre les étres vivants.

5- Perspectives
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Les résultats obtenus durant cette thése ont permis de mieux comprendre un
phénomene connu depuis plusieurs décennies mais assez peu €tudié, le kleptoparasitisme chez
les hyménopteres parasitoides. Le mécanisme et les stimulus impliqués dans Ia
reconnaissance des hotes parasités par 1’espece concurrente n’avaient jusqu’alors jamais été
décrit. En outre, le role de la compétition interspécifique dans la sélection de cette stratégie
avait souvent été évoqué, mais peu de données étaient disponibles permettant d’étayer cette
hypothése. Ce travail ouvre de nombreuses perspectives tant au niveau de 1’étude des
mécanismes de la discrimination que des processus évolutifs impliqués dans son apparition.
Les principaux axes a explorer sont :

@ Le role précis de la sécrétion de la glande a venin de D.
basalis dans la discrimination par E. vuilleti, son mode de perception, ainsi que les protéines
impliquées restent a découvrir.

@ L’étude de la similarité de la sécrétion de la glande de Dufour et des hydrocarbures
cuticulaires chez d’autres especes, et son implication éventuelle dans les différents cas de
discrimination inter et intraspécifique décrits comme faisant intervenir la sécrétion de la
glande de Dufour.

® La poursuite de 1’étude de la spécificité de la reconnaissance, en intégrant
notamment des espéces congénérique de D. basalis (Comme Dinarmus vagabundis, utilisée
dans certains laboratoires) et des populations de D. basalis et d’E. vuilleti non sympatriques
(asiatiques ou malgaches).

@ La place du kleptoparasitisme entre le parasitisme primaire et I’hyperparasitisme.
Le kleptoparasitisme facultatif d’E. vuilleti pourrait résulter d’un Trade off entre une stratégie
adaptée a la compétition et la nécéssiteé de se reproduire lorsque E. vuilleti est seule.

® L’étude de la discrimination dans les différentes conditions environnementales
rencontrées dans ce systéme (€cosysteme, champs et greniers) et le role de I’activité

anthropique dans la structuration de cette communauté des parasitoides de bruches.
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