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Résumé

Les insectes parasitoides effectuent leur dévefoppeaux dépens d’un autre organisme, un
hote. La qualité des hotes va directement influedeedéveloppement et la survie des
parasitoides. Le nombre de descendants produitdepafemelles dépend donc de leur
capacité a localiser les hotes et a déterminerdealité. Aussi, lorsqu’elles sont en situation
de compétition et que les hbtes en question sedriLétre en quantité limitée, elles devront
adapter leurs stratégies de ponte de maniére amisaxileur succes reproducteur. L’objectif
de cette these est d’étudier les stratégies deeped femelles d’'une espéce de parasitoide
solitaire, Anisopteromalus calandraen situation de compétition intraspécifique. Clex
especes solitaires, en partie a cause de combatsrds mortels, un seul adulte pourra
émerger d'un hoéte donné, et ce, quel que soit talbme d’ceufs initialement pondus. Nous
nous sommes intéressés a ces combats en étudidacteurs biotiques pouvant affecter leur
issue. Chez cette espéce, les larves femellegleantilleures compétitrices que ne le sont les
males. Plus lintervalle de temps entre deux pomrt@gmente, plus le deuxiéme individu
pondu risque de se faire éliminer. Ainsi, chezecetspece, les femelles sont capables de
distinguer les différentes catégories d’hotes aahgs elles sont confrontées. Premiérement,
le choix entre hétes parasités et non parasitésndiége la stratégie de la femelle, a savoir si
elle les utilise pour la ponte ou pour se nouette stratégie est elle-méme modulée par son
état physiologique (age, réserves nutritives...). Xilmuement, lorsque les femelles sont
confrontées a des hotes déja parasités, elles popdeferentiellement sur ceux récemment
parasités, hétes sur lesquels leurs descendantka @itis grande probabilité de survivre.
L’origine de cette discrimination est dde a I'éwada du profil cuticulaire de I'hdte au cours
du temps apres parasitisme. De plus, lorsque lds peésents sur les hbtes parasités ont
atteint un certain stade de développement, lesliesngont capables de reconnaitre leur sexe.
Elles vont ainsi avoir tendance a pondre plus deesnl@drsque des ceufs femelles sont déja
pondus. Toutefois, elles évitent de les pondrectBraent sur des hétes déja parasités par un
ceuf femelle, les males ayant peu de chances deoreanfe combat. L’aspect adaptatif de ces

stratégies ainsi que les mécanismes sous-jacenttgisoutes.

Mots-clés : Anisopteromalus calandraeCapacités de discrimination, Combats larvaires,
Compromis évolutif, Fitness, Kairomones, Parasésidolitaires, Stratégies de ponte, Tubes

alimentaires



Abstract

Insect parasitoids develop at the expense of atgamisms called hosts. Host quality is thus
important for parasitoid development and survivethe number of offspring a parasitoid
female produce thus depend on her capacity toikechbsts and to determine their qualities.
In competition, when hosts become scarce, theyeapected to adjust their oviposition
strategies in order to maximize their fithess. Thain goal of this work is to study the
oviposition strategies of a solitary parasitodshisopteromalus calandraender intraspecific
competition conditions. In solitary species, patbgcause of lethal larval fights, only one
adult can emerged from a given host, whatever tiraber of eggs initially laid on it. We
were thus interested in larval fights by investigatbiotic factors affecting their outcomes.
Our results show that, in this species, females Btter competitors in larval fights.
Moreover, the latter the second individual is lafter the first, the more the probability he
would be eliminated will be high. Consequently,gsitoid females are able to discriminate
the different categories of hosts they are con&onb. Firstly, the choice between parasitized
and unparasitized hosts depends on the strategyethployed toward them, that is whether
the host is used for oviposition or directly todean. Moreover, these strategies are directly
linked to the females’ physiological state (agetritive reserve...). Secondly, when females
are confronted to already parasitized hosts, thegfepentially select those recently
parasitized, i.e., on which their offsprings hale better probability to win the competition.
This discrimination is based on modifications oé thost’s cuticular profile with time after
parasitism. Moreover, when eggs present on hosts teached a certain development stage,
females are able to assess their sex. They thues daendency to lay more male eggs when
female eggs are already laid in the vicinity. Néveless, they avoid laying them directly on
hosts parasitized by a female egg, because malaklave few probabilities to win the

competition. Adaptive aspects of these strategidsnaechanisms involved are discussed.

Key-words: Anisopteromalus calandraeDiscrimination capacities, Fitness, Host-feeding,

Kairomones, Larval fights, Oviposition strategislitary parasitoids, Trade-off
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renferme rien de bas. Tout y est sublime, tout gigee d’admiration.”
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Introduction générale

Tout organisme doit, a chaque instant, adaptecesomportement en fonction de la situation a
laquelle il est confronté. Bien souvent, les sty@® comportementales adoptées par les
individus ont un impact plus ou moins important deurs capacités a engendrer des
descendants. Les insectes parasitoides se repot@s pondant leurs ceufs sur d’autres
insectes appelés hétes. Ces hotes représentestlalseule ressource nutritive disponible
pour le développement de la larve (Godfray, 1994).qualité de I'hdte influence donc
directement le succes de développement de la faresitoide. Si un individu est pondu sur
un hoéte de qualité insuffisante, sa survie ne poysas étre assurée, ou bien son
développement s’en trouvera affecté, réduisanti dnsaleur sélective (ou « fitnessen
anglais) de l'adulte qui I'a pondu. La fitness deselles parasitoides dépend donc de leurs
capacités a pouvoir localiser précisement et rapaie des hétes de bonne qualité. Ceci est
d’autant plus important lorsqu’elles sont en sitwatde compétition et que les hoétes se
trouvent en quantité limitée. En effet, méme si demelle parasitoide peut pondre ses
descendants sur des hotes préalablement paraaitdsgpcompétitrices, la compétition qui va
s’instaurer entre ses propres descendants et cautta$ femelles sera préjudiciable au bon
développement des larves (Godfray, 1994). Les fesiphrasitoides sont donc soumises a de
fortes pressions de sélection, les contraignarggidelles sont en situation de compétition, a
adopter les stratégies comportementales leur amtfda meilleure fitness. Aprés avoir
introduit les concepts généraux de stratégie corapmntale, fithess et compétition, nous
nous focaliserons sur la compétition chez les [taides ainsi que sur les stratégies
comportementales développées par les femelles faing face a cette contrainte. Nous
détaillerons également les différents signaux esefémelles parasitoides percoivent pour

localiser et discriminer des hotes de différentesites.

Stratégies comportementales et fithess

Une stratégie comportementalese définit comme un acte ou une séquence d'agtEsiEe

par un animal dans une situation donnée (Harve94l9 afitnessd’'un individu (ou plus
précisément d’'un génotype), quant a elle, tracuitagpacité a se reproduire. Elle va dépendre
de deux facteurs : la probabilité de survie degbmisme entre le stade zygote et le stade
adulte et son succes reproducteur, c'est-a-dinerigbre de descendants engendrés par celui-
ci (Harvey, 1994). Une stratégie comportementafeiéncant I'un ou l'autre de ces deux
facteurs de maniére positive aura pour consequame@lus grande dispersion des genes des
individus adoptant cette stratégie aux génératifutsres. Cette stratégie conférant un

avantage sélectif aux individus sera de plus es mprésentée au sein de la population et
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sera par conséquent sélectionnée au cours de Utéwml aux dépens des autres stratégies.
Ceci est vrai pour les stratégies comportementalesme pour tout autre trait phénotypique
influencant la fitness.

L’exemple de la phaléne du boulediston betularia en Angleterre illustre bien ce
concept. Chez cette espéce, il existe deux morptesnorphe de couleur clairsgularia,
blanc taché de noir) et un morphe de couleur ppuséde ¢arbonarig presque entierement
noir). Vers la fin du 1¥™ siécle, le morphearbonariaest devenu majoritaire dans les
régions industrialisées de Grande-Bretagne, reptaéseplus de 90% de I'espéce. A partir des
années 1950, le phénomene a commencé a s'invaksar,de plus en plus une proportion
importante dhsularia dans la population (Cook, 2000). Ce phénoméne @atrelié a la
présence de pollution d’origine industrielle. Aumment de l'industrialisation de la région, des
dépbts de résidus de la combustion du charbon ssdnzori I'écorce des bouleaux. Le
morphe carbonaria de couleur plus sombre, possédait alors un agentaaptatif sur
insularia qui lui, était moins bien camouflé dans son enviement et donc plus aisément
repéré par des prédateurs. Lors de la deuxiémeénhit 26™ siécle, avec la volonté de
réduire la pollution, les arbres ont retrouvé lezosleurs d’origine. Le morphasularia étant
mieux adapté a ce nouvel environnement, sa fréguande nouveau augmentée dans la
population (Cook et al., 1986). Cet exemple illedtien le fait qu’'un phénotype considéré
seul ne peut en rien prédire la conséquence qolifrp avoir sur la fitness, cela dépend de
'environnement dans lequel il s’exprime. C’est puoi, notamment dans des
environnements changeants, il peut y avoir diffiaeistratégies employées par des individus
d’'une méme population sans pour autant que l'umesplétre considérée comme plus adaptée
gu’'une autre. Tout dépend du contexte dans laqakdieest employée.

De la méme facon, différentes stratégies peuvexpsimer dans une population en
fonction du statut et de I'état physiologique dedividu (age, taille, réserves énergétiques,
statut social...). C’est le cas par exemple en cecqacerne I'accouplement de la libellule
Calopteryx maculata Chez cette espece, les males peuvent adopter dwatégies
différentes. Certains possedent un territoire gudéfendent. D’autres restent aux frontieres
de ces territoires dans I'attente qu'une femellsspaa proximité afin de s’accoupler avec
(Forsyth & Montgomerie, 1987). Les males apparte@anette deuxiéme catégorie sont en
général d’anciens males territoriaux. Cette stiatdge conditionnelle dépend ainsi a la fois
de I'dge du méale mais également de la densité dmopaulation. Lorsque la compétition

devient plus intense, les males les plus vieux,mgupeuvent plus défendre leur territoire,
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adoptent cette stratégie alternative afin de pg#orieurs vies reproductives (Forsyth &
Montgomerie, 1987).

La fitness traduit les capacités d’'un individu aeggroduire, donc plus généralement a
transmettre ses genes et selon la théorie du gguist& de Dawkins (1976), la sélection
naturelle s’applique a I'échelle du géne, I'orgamésn’étant qu’'un « véhicule » permettant
aux genes de se disperser. Or, un organisme trasssgenes non seulement par sa propre
reproduction, mais également par la reproductiom iddividus qui lui sont génétiqguement
apparentés. Il s’'agit la du concept dhglusive fithess» (Hamilton, 1964; West et al.,
2007b), particulierement important chez les insedeciaux, ou tous les individus d’'une
méme colonie sont apparentés (Oster & Wilson, 188ymsma & Franks, 2006). Méme
chez les espéces non sociales il pourra étre immode favoriser la fitness d’individus
apparentés (West et al., 2007a), tout du moinseequc concerne les descendants. En effet,
comme nous l'avons vu précédemment, I'une des ceares de la fithess correspond a la
probabilité de survie jusgqu’au stade adulte. Il @¢mhc important pour un individu que ses
descendants survivent jusqu’a ce qu’ils soientgende se reproduire a leur tour. Différentes
stratégies ont ainsi pu se mettre en place damgie animal, allant du choix du site de ponte
aux soins apportés aux jeunes.

Lorsqu’on étudie les stratégies comportementalesseofocalise souvent sur un type
de comportement. Cependant, en milieu naturel,nimal doit généralement faire face a des
contraintes différentes en méme temps. Il arrivefopa que ces contraintes exigent des
adaptations comportementales opposées pour adigestratégies optimales. On parle alors
de compromis évolutif (ou trade-off en anglais). L'individu doit par conséquent ajuste
maniere adaptative les valeurs de différents traitscaractéres qui ne peuvent pas étre
optimisés simultanément en réponse aux différecdesraintes (Danchin et al., 2005). Pour
illustrer ce concept, prenons I'exemple du compsommtre alimentation et évitement des
prédateurs. Lorsqu’ils explorent leur environneneetd recherche de nourriture, les animaux
sont plus exposés a la prédation que lorsqu’ilst sdens un refuge par exemple.
L’augmentation du risque de prédation peut égal¢@ia liée a une baisse de vigilance due
au comportement exploratoire. lls se trouvent dapafrontés a un compromis entre
s’alimenter et étre confrontés a un risque de pigaau bien rester vigilant aux prédateurs
mais ne pas rechercher de nourriture. La décistamra alors étre modulée a la fois par des
facteurs environnementaux comme le risque de pofd§résence ou non de prédateurs,
nombre de prédateurs...) et des facteurs endogenane&de stock de réserves nutritives. La

larve de I'EphéméroptérBaetis tricaudatugqui vit en milieu aquatique, reste par exemple
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moins longtemps en surface en présence de sontguédahabot tachet&ottus bairdi)
mais accepte un plus fort risque de prédation lerstp nourriture est abondante ou
lorsqu’elle a été préalablement privée de noueif{iohler & McPeek, 1989). Par opposition,
les larves deGlossosoma nigriome répondent pas a la présence de ce prédateig, ma
adaptent leur comportement en fonction de la didld@ en nourriture et de leur propre
niveau de satiété (Kohler & McPeek, 1989). De lammémaniére, on peut avoir un
compromis entre survie et reproduction. Chez aestansectes les femelles s’orientent
préférentiellement vers les méales en fonction de ¢éhant (Snedden & Greenfield, 1998). Le
succes reproducteur des males dépend donc desécataqpues de leur chant (amplitude, taux
de pulses...) (Greig & Greenfield, 2004). Cependéad, prédateurs (Greenfield & Baker,
2003) et parasitoides (Lehman & Heller, 1998) giattaquent a eux les localisent
généralement grace a ces signaux acoustiques. Béss mde ces espéces doivent donc
moduler leur chant en fonction du risque de prédatit de leur probabilité de s’accoupler.
L'écologie comportementalevise a comprendre comment les comportements
contribuent a la survie et a la reproduction degaoismes d’'un point de vue écologique
(Krebs & Davies, 1993). Plus précisément, I'écadtgi comportemental cherche a
comprendre comment une stratégie comportementdieéat par une espéce a pu étre
conservée au cours de I'évolution, en d’autres ésfncomment cette stratégie permet aux
individus de cette espece de maximiser leur fitn®sar répondre a cette question, il est
possible dévaluer soit directement I'impact de dfmatégie observée sur la fitness de
I'organisme en termes de succes reproducteur osudeae, soit de quantifier les codts et
bénéfices relatifs a l'utilisation de cette straedne stratégie comportementale pourra étre
considéréee comme optimale lorsqu’elle maximisebéséfices a moindre codt. Une autre
approche, plus théorique cette fois, consiste arohihier mathématiquement comment, dans
une situation donnée et sous certaines contraintesanimal devrait se comporter pour
maximiser sa fitness (voir planche 1). De nombreuseories reposant sur dewdeles
mathématiquesont ainsi pu voir le jour (Hamilton, 1967; Charnd®76a; Parker & Stuart,
1976; Mangel & Clark, 1988). La plupart de ces nesi®nt ensuite pu étre testés (et souvent
validés) expérimentalement. L'écologie comporteraleneéssaie de répondre plus précisément
aux questions Pourquoi un organisme adopte-t-il tel comportenfeiQuelle est la fonction
de ce comportement@ne autre approche consiste a s'intéresser asesguroximales des
comportements en étudiant le comportement d’'untpdénvue mécanistique, a travers les
facteurs environnementaux et endogenes a 'origineomportement. Cette approche revient

a répondre aux questions suivantéomment ce comportement a-t-il pu étre déclenché ?
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Quels facteurs sont a l'origine de ce déclencheri@bés deux approches complémentaires
permettent d’avoir une vision globale d’un comporgat en répondant a la fois paurquoi

et aucomment{Krebs & Davies, 1997).

Planche 1 - Un exemple de modéle utilisé pour prédil'optimalité d’'une stratégie :
la Théorie du Fourragement Optimal

La Théorie du Fourragement Optimal (Optimal Forggifheory) développée par
Charnov (1976a) et reprise par Stephens et KreB86flprédit la durée optimale
d’exploitation d’une ressource. Imaginons un enwir@ment dans lequel la ressource (de
la nourriture par exemple) est disposée en patasrajet entre les différents patchs est
colteux a la fois en temps et en énergie. Lorsqindividu arrive dans un patch de
nourriture, il va commencer a consommer cette rnitoue; et au fur et a mesure qu'il la
consomme, la ressource va s’épuiser. Aprés unicedeps d’exploitation, il pourra
ainsi étre avantageux de quitter le patch pour atohpvoisin qui disposera d’'une plus
grande quantité de nourriture. La Théorie du Fgemsent Optimal permet de prédire a
partir de quel moment il est intéressant de chadggratch et montre que celui-ci dépend
non seulement de la qualité du patch mais égaledetd durée de trajet pour rejoindre
un patch voisinKigure 1).

Energie

/

<— Durée du trajet Temps passé dans le patch —>

Figure 1 Théorie du fourragement optimal. Le temps optidiekploitation d’'un patch dépend de
la durée de trajet entre ce méme patch et un paisin. Un temps de trajet long (rouge) induit
de rester plus longtemps dans le patch que potnajet court (vert). D’aprés Stephens & Krebs
(1986)
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Interactions entre individus : notion de compétitian

La Théorie du Fourragement Optimal (voir planchadyt comme d’autres modeéles, prédit la
stratégie optimale d’exploitation d’'une ressourcar pun individu seul dans son
environnement. Or, dés lors que plusieurs indiviekydoitent la méme ressource et que celle-
ci se trouve étre en quantité limitée, ils entremtompétition. Ainsi, la stratégie optimale
employée par un individu pourra dépendre des giedémployées par les autres individus
(Maynard Smith, 1974).

La compétition peut apparaitre aussi bien entlevitlus de la méme espece gu’entre
individus d’especes différentes. Lorsque les irdligi appartiennent a la méme espéce, on
parle de compétition intraspécifique. C’est notamimle cas lorsque plusieurs males (les
compétiteurs) s’affrontent pour I'acceés a une féen@a ressource). Lorsque les compétiteurs
appartiennent a deux espéces différentes, il sagit de compétition interspécifique. C’est
par exemple le cas de deux espéces de prédatatiesjgant a la méme proie.

Compeétition par exploitation

La compétition peut s’exprimer de différentes messe La premiere catégorie de
compétition, la plus simple, se produit lorsqueitedividus n’interagissent pas directement
entre eux. Chaque individu diminue la quantité elssources disponibles pour les autres du
simple fait de son exploitation. Il s’agit dedampétition par exploitation (Krebs & Davies,
1993). Plus le nombre de compétiteurs augmenfdustia quantité de ressources disponibles
pour chaque individu diminue. Prenons I'exemplendgnvironnement composé de deux
patch$ de nourriture. Imaginons que ces deux patchs reiffédans leur qualité, soit en
termes de quantité, soit en termes de compositda dessourca-{gure 2). Dans ce cas, les
premiers individus choisiront d’exploiter le patehplus riche, c'est-a-dire celui qui apportera
a chacun, soit la plus grande quantité de noueritsoit la nourriture de meilleure qualité.
Mais plus le nombre de compétiteurs augmente stlplpart de ressource que chacun pourra
obtenir du patch riche diminuera jusqu’a devenuiéglente a ce qui est disponible dans le
patch le plus pauvre (dans lequel il N’y a poundtant aucun individu)Figure 2). A ce
moment 13, il pourra étre profitable pour de nouneiadividus arrivant dans I'environnement
de commencer a exploiter ce dernier patch. C'etltdarie de la distribution libre idéale
(Fretwell, 1972). Ce phénoméne est également caons le terme d’effet tampon : alors

! Un patch se définit ici comme un ensemble de tesss isolé dans I'espace des autres ressourqemnitites
dans I'environnement.
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gu’a de faibles densités de population les indizidat tendance a choisir préférentiellement
les patchs les meilleurs, a de fortes densités,plue grande fraction de la population se

retrouve dans les patchs les plus pauvres (Sutttkrl®96).

Figure 2 La distribution libre idéale. Il n'y
pas de limite au nomér de compétiteu
exploitant une ressource. Chaque individt
libre d'aller ou il veut. Les premiers vont v
le patch le plus riche. Avec I'augmentatior
Patchriche la compétition, la disponibilité de la ressot
du patch riche diminue jusqu’au poiat ot

elle devient équivalente a celle du pi
pauvre. D'apres Krebs & Davies (1993).

Gain par individu

\ Patch pauvre

Nombre de compétiteurs

La compétition par exploitation peut également alieu lorsque I'exploitation des
ressources se produit de maniere asynchrone. Bawsscaussi, il 'y a pas d'interaction
directe entre les compétiteurs, ceux-ci n’étant pasents simultanément dans un méme
patch. Le premier individu va ainsi réduire la qiténde ressource disponible pour les autres

individus qui exploreront le patch par la suite.

Compétition par interférence

L’exemple précédent suppose que les différents étiteprs n’interagissent pas directement
entre eux pour l'accés a une ressource. Or, danatlae, il arrive souvent que les animaux
interferent dans I'exploitation de la ressource lders compétiteurs. On parle alors de
compétition par interférence (Sutherland, 1996). La compétition par interféremient
s'ajouter a la compétition par exploitation. C’dst cas des individus qui défendent la
ressource qu’ils sont parvenus a obtenir. Repreliersemple précédent : deux patchs de
qualités différentes. Le premier individu choisit patch de meilleure qualité. Imaginons
maintenant que contrairement au modéle de la loligtoin libre idéale, cet individu ne tolére
la présence que d’'un nombre limité de compétitddesis un premier temps, il va réduire la
quantité de ressources disponibles par déplétiengui revient a de la compétition par
exploitation. Ensuite, lorsque le nombre maximalcdenpétiteurs présents sur le patch est

atteint, ceux-ci vont chasser les individus suisaftes derniers seront obligés de se rabattre
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sur le patch de moindre qualité, et ceci jusqu'gue le quota de compétiteurs tolérés sur ce
patch soit atteint (Krebs & Davies, 1993).

Il arrive parfois que les différents individus i€at pas les mémes aptitudes a la
compétition. Il se crée alors uasymeétrie dans la compétition et un individu peut avoir un
avantage sur un autre (Harvey, 1994). Cette asigm@ut avoir un impact uniguement sur la
déplétion de la ressource : un individu qui aunaié consommation deux fois plus rapide que
son compétiteur aurait un avantage sur lui (Krekd3a&ies, 1993). Mais elle peut également
avoir des conséquences sur les interactions déremrire les individus. L'exemple le plus
évident est le cas d’'une compétition qui induits dembats physiques et dans laquelle les
deux compétiteurs ne sont pas de méme taille. pétiteur le plus gros aura généralement
un avantage sur le plus petit. D’autres asymeépeesent également s’avérer importante dans
lissue d’'une compétition comme le statut propiréfantrus des compétiteurs (Maynard
Smith, 1982). En effet, la valeur donnée a uneowgss par le propriétaire est souvent plus
importante que celle donnée par un intrus qui ¢rexait & se I'approprier. L’énergie investie
par le propriétaire pour défendre cette ressoustalers généralement plus importante que

celle investie par I'intrus pour I'obtenir (Petems& Hardy, 1996).

La compétition chez les parasitoides

Chez les parasitoides, la compétition peut aingaegtre a différents niveaux : dés le stade
larvaire ou bien au stade adulte.

Pour les larves de parasitoides, I'hGte représémtseule source de nourriture
disponible pour leur développement. Lorsque plusiéarves exploitent le méme héte, celles-
ci sont donc en compétition pour l'accés a cetgsaerce alimentaire. La compétition peut
alors prendre différentes formes en fonction dggess de parasitoides. Chez les especes
grégaires (chez lesquelles plusieurs larves pewseedevelopper aux dépens d’'un seul héte),
elle se traduira généralement par une simple caotigrefpar exploitation. Ainsi, plus le
nombre d’individus sur un héte est important esghiquantité de nourriture disponible pour
chacun est faible. Par conséquent, plus la conpétést intense sur un héte et plus les
adultes émergeant de cet hote seront petits (la ti I'adulte dépendant directement de la
quantité de ressources disponibles lors du développt). Or, il a été montré que la taille
d'un parasitoide peut étre corrélée avec son suegeeducteur (Wang & Messing, 2004;
Lacoume et al., 2006). La compétition larvaire égimtic directement synonyme de baisse de
fitness. On parle généralement chez les especamigge d'une compétition de type

«scramble» car les larves se « bousculent » pour accéd@meéssource sans qu'il n'y ait
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directement d’agression physique entre elles (Vjs4896; Mayhew & Hardy, 1998).
Cependant, une larve a besoin d’'une quantité mieim@ nourriture pour survivre. Pour un
hote de taille donné, il existe donc un nombre makide larves pouvant s’y développer.
Lorsqu’un nombre d’ceufs pondus sur cet héte e iphportant, on peut alors observer une
certaine mortalité parmi ces individus (Boivin &wvBaaren, 2000). On peut alors parler de
compétition parsuppression physiologique la suppression de la source de nourriture
empéchant le développement de certaines larves@Wi& Hegazi, 1998), males et femelles
n'étant pas forcément eégaux face a cette competitm effet, lorsque la compétition est
intense, les femelles souffrent en général d’'unis grande mortalité que les males (Wylie,
1966; Suzuki et al., 1984). Ceci est probableména din développement généralement plus
rapide des males qui nécessite par conséquent meiressource (Waage, 1986).

Chez les especes solitaires, un seul adulte péanexger d’'un héte donné, quel que
soit le nombre d’ceufs initialement pondus sur &€ hContrairement aux espéces grégaires,
les larves vont interagir physiqguement pour accédkx source de nourriture qu’est I'héte.
Apres I'éclosion, les larves de premiers stadesrctiemt activement la présence de
compétiteurs, ceufs ou larves (van Alebeek et B3 Lorsque plusieurs ceufs sont pondus

sur le méme héte, soit ils sont éliminés par uneelaéja présentd-jgure 3), soit les larves

se livrent & des combats mortels dans le
cas ou plusieurs ceufs sont parvenus a
éclore (Quicke, 1997). L’issue de ces
combats larvairesdépend de différents
facteurs. Tout d'abord, l'intervalle de
temps entre les deux pontes. On observe
généralement une forte diminution de la
probabilité qu’une deuxiéme larve gagne
le combat lorsque lintervalle de temps

Figure 3 Larve de I'ectoparasitoid@nisopteromalus entre les deux pontes augmente (Visser
calandrae s’attaquant a un ceuf conspécifique a la

surface de son hoét€éllosobruchus maculatys etal., 1992; van Baaren & Nenon, 1996;

Goubault et al., 2003). Ceci est di au fait
que le premier ceuf pondu éclora en premier et glaVe issue de cet ceuf pourra s’attaquer
aux autres ceufs avant qu'’ils éclosent a leurs tdnsi, plus le deuxieme ceuf est pondu tard
apres le premier, et plus la premiére larve aurgohps pour trouver ce deuxieme ceuf pour le
détruire. L’autre facteur influencant l'issue desnbats est I'aptitude des larves a combattre.

Cette aptitude peut dépendre de I'espéce (Jer@e@land, 1996) mais également du sexe de
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la larve au sein d’'une méme espece, comme c’estdehezAnaphes victugvan Baaren et
al., 1999). Elle est souvent liée a des adaptatinogphologiques comme la présence de
mandibules plus ou moins larges (Salt, 1961; J&wopland, 1996) ou de soies facilitant la
locomotion (van Baaren et al.,, 1997; van Baareralet 1999). C’est notamment cette
deuxieme caractéristique qui semble conférer umtaga aux femelles du parasitoide
Anaphes victusors des combats larvaires, celles-ci ayant pkisaies que les méles (van
Baaren et al., 1999).

Une compétition de type suppression physiologiquste également chez les especes
solitaires, plus commune que celle mentionnée fflits chez les espéces grégaires
(suppression de la ressource de nourriture parogafpbn) mais moins répandue que les
combats directs (Jervis & Copland, 1996). Elle gtexe par I'émission de toxines par les
larves les plus vielles peu de temps aprés l'éatogdervis & Copland, 1996; Uka et al.,
2006). Ces toxines empéchent alors les autres d&dore ou bloquent le développement
des compétiteurs lors du premier stade larvairevif@loet al., 2000).

Chez les femelles adultes, la compétition va imfae leurs stratégies de ponte de
différentes maniéeres. Tout d’abord, il faut savgile chez les femelles adultes on retrouve
également les deux types de compétition : par éafilon et par interférence. La compétition
par exploitation se produit lorsque des femelleglatent successivement un méme patch
d’hétes, contrairement a la compétition par inteniée ou plusieurs femelles se retrouvent a
exploiter le méme patch en méme temps.

Pour les femelles adultes, I'h6te peut non seulénteprésenter une ressource
nutritive pour leur descendance et donc étre étifmur la ponte mais également étre
considéré comme une source de nourriture pour BiE®es chez certaines especes. Ainsi,
certaines femelles parasitoides sont capables alenshter sur I'hGte directement en
ponctionnant son hémolymphe Hast-feeding» en anglais) (Pupedis, 1978; Jervis & Kidd,
1986; Giron et al., 2002), ou bien en se nourrissi@nses sécrétions comme le miellat du
puceron (Fuchsberg et al., 2007; Hogervorst et 20Q7). Dans ce cas, la quantité de
ressource prélevée est souvent faible et I'n6té¢ @esuite étre reutilisé par d’autres femelles,
aussi bien pour se nourrir a leur tour que pourdpanLorsque les femelles utilisent I'héte
comme source de nourriture la compétition est dpaa importante. Cependant, chez
certaines especes, le prélevement d’hémolympheupagoarasitoide peut tuer I'hdte et le
rendre inutilisable pour une ponte ultérieure (¥%er& Kidd, 1986; Ueno, 1999a).
L’exploitation d’hétes par une femelle pour I'alintation peut ainsi réduire la quantité

d’hétes disponible a la ponte pour d’autres fensel® cette double valeur de I'héte peut
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avoir un impact sur les stratégies de ponte deglfemnen compétition, elle peut également
influencer les stratégies de reproduction d’'unediénseule. Ainsi, lorsqu’'une femelle est
confrontée a un hote, elle devra faire le choixreeriondre et donc investir dans la
reproduction immédiate ou s’alimenter, ce qui guvar effet d’augmenter 'ovogénése et la
longévité, et donc augmenter la probabilité de paupondre ultérieurement (Kidd & Jervis,
1991). Cecompromis entre reproduction immeédiate et futurea été d'ailleurs relativement
bien étudié chez les parasitoides (Heimpel & Rosiemh1995; McGregor, 1997; Burger et
al., 2004).

Il est également possible que certaines caradtgrest des compétitions larvaires
exposées précédemment puissent entrer en lignemdpte dans la compétition des femelles
adultes pour I'acces aux hoétes. En effet, des doies la compétition larvaire entraine une
baisse de fitness, il parait important pour unedkend éviter de pondre sur un héte déja
parasité. Si ceci est vrai a la fois pour les espgrégaires et solitaires, ¢a I'est d’autant plus
pour ces derniéres. Chez les espéces solitaiesolmbats larvaires entrainent directement
une augmentation de la mortalité dans la descerd#as femelles. Ainsi, il a été montré chez
de nombreuses especes que les femelles sont capabtiistinguer des hoétes non parasités et
déja parasités (van Lenteren, 1981; van Alphen &, 882; Gauthier et al., 1996; Okuda &
Ceryngier, 2000; Santolamazza-Carbone et al., 2B@dpala & Hoy, 2004; Darrouzet et al.,
2007). I est toutefois commun d'observer des féeselparasitoides pondre sur cette
deuxieme catégorie d’hétes. Cette stratégie appslferparasitisme a longtemps été
considérée comme non adaptative (van Lenteren,)1®84 nos jours, il est globalement
accepté gue le superparasitisme peut étre adagatsf certaines circonstances (van Alphen
& Nell, 1982; van Alphen & Visser, 1990). C’est antment le cas lorsque la proportion
d’hétes non parasités est faible ou bien que &sets entre les différents patchs de ponte sont
longs (van Alphen & Visser, 1990). Il existe deuypds de superparasitisme: le
superparasitisme conspécifiqgudorsqu’une femelle pond sur un héte déja pargsatéune
autre femelle et Iself-superparasitismelorsqu’une femelle dépose plusieurs pontes sur le
méme hoéte (Godfray, 1994). Alors qu’il peut pamaitaisé de comprendre que le
superparasitisme conspécifique puisse étre avamagele prime abord, le self-
superparasitisme parait peu adaptatif. En effetz tds espéces solitaires, si une femelle pond
deux ceufs sur le méme hote, au moins un des deéwo@s a mourir (Godfray, 1994). Il a
d’ailleurs été observé chez certaines especes aeguéeinelles pondent d’avantage sur des
hotes parasités par d’autres femelles que sur @tes lparasités par elles-mémes (van Dijken

et al.,, 1992; Ueno, 1994). Il existe cependantagees conditions sous lesquelles le self-
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superparasitisme devient avantageux. En fait,tineantageux de pondre plusieurs ceufs sur
le méme héte si la probabilité d’obtenir un desesndsur cet hdte s’en trouve augmentée
(van Alphen & Visser, 1990). Prenons I'exemple @&ufemelle dont le descendant doit
combattre avec une larve compétitrice sur un hidtest probable que si la femelle avait
produit non pas un mais deux descendants sur tetdlfe aurait plus de chances que I'un de
ses descendants sorte victorieux de cette congpé{ifiamada & Sugaura, 2003). De méme,
lorsque le niveau de compétition est élevé et gaedmpétitrices pondent préférentiellement
sur des hotes sur lesquels uniqguement un ceuf @&ty le fait de pondre directement deux
ceufs sur un hote peut réduire la probabilité diaise superparasiter (Ito & Yamada, 2007).
C’est généralement lors des premiers stades ddoggesnent que les larves sont mobiles et
capables de se battre. Ensuite, elles se fixenrgie afin de se nourrir de ses tissus avant
d’entrer en nymphose. A ce stade, elles sont indapale se défendre. Ainsi, chez certaines
especes, les femelles peuvent pondre sur les latvesymphes de parasitoides de la méme
espece ou d'especes différentes lorsque la quadthétes sains vient a manquer
(hyperparasitisme) (van Baaren et al., 1995; Kalmes et al., 1999 Reachaud et al., 2004;
Rojas-Rousse et al., 2005).

Une derniére stratégie pouvant étre employée par fdenelles parasitoides
confrontées a un hoéte déja parasité estidide. Cette stratégie consiste a détruire un premier
ceuf pondu sur un héte pour ensuite y pondre sgeguarufs (Godfray, 1994; Netting &
Hunter, 2000). Elle permet ainsi de rétablir laligégpremiere de I'hdte et ainsi éviter les
combats larvaires entre ses descendants et ceutratdemelles. La fitness des descendants
de femelles pratiquant I'ovicide peut ainsi étrpénieure a celle des descendants de femelles
faisant du superparasitisme (Mayhew, 1997). Castaiemelles peuvent alors garder I'héte
gu’elles ont parasité afin de prévenir un ovicitl@aiasi augmenter la probabilité de survie de
ses descendants (Field et al., 1998). C’est notanhrtee cas des femelle&oniozus
nephantidisqui défendent leurs descendants contre la veraugrds femelles en se battant
contre elles pour les tenir éloignées de I'hoteulezult et al., 2007).

La présence de compétitrices ainsi que les steégu’elles emploient pourront
également influencer les stratégies de ponte @ddauemelles, en jouant a la fois sur leurs
stratégies globales d’exploitation du patch (duddexploitation, choix des hétes) mais
également sur leurs sex-ratios de ponte. Conceteaptoitation des patchs de ponte et plus
particulierement le temps investi dans cette exgioin, la présence de compétiteurs peut
affecter les stratégies des femelles de différam@msieres. Lorsqu’une femelle quitte un patch

de ponte, les hotes qu’elle a parasités risquegtrad'superparasités par d’'autres femelles.
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Pour pallier la perte de descendants liée a caparsitisme, il peut étre avantageux pour les
femelles de rester plus longtemps afin de pondes-ehémes sur des hotes déja parasités par
des conspécifiques (van Alphen & Bernstein, 20B88&s se trouvent alors engagées dans une
guerre d’usure («war of attrition ») ou chacune doit essayer de rester plus longtamap
les autres (Maynard Smith, 1974). La durée optintldeséjour dans le patch peut alors
dépendre de la perception du moment d’arrivée deyétitrices lorsque celles-ci pénétrent
dans le patch a différents instants (Haccou & vdphén, 2008). Ceci a pour effet
d’augmenter la durée d’exploitation des patchs detg en situation de compétition.
Inversement, il peut également arriver que certifemelles aient tendance a quitter
prématurément le patch de ponte lorsque la congéstintensifie (Goubault et al., 2005).
Chez le parasitoide solitaifRRachycrepoideus vindemmide stratégie employée par
les femelles dépend de leur état physiologique.siAites femelles les plus vieilles ont
tendance a rester plus longtemps sur le patch (@bt al., 2005). La compétition peut
également influencer le choix du patch, méme larslgs compétiteurs appartiennent a des
especes difféerentes. Le parasitoiaggtopilina heterotomaar exemple, évite les patchs sur
lesquels une espece procheptopilina clavipesest présente (Janssen et al., 1995a; Janssen
et al., 1995b). Il évite ainsi d’entrer en compétitavec une espece dont les descendants ont
un avantage compétitif sur les siens lors des ctsrlbevaires (Janssen et al., 1995a).
Finalement, la présence de femelles conspécifigpees €galement affecter le sex-
ratio de ponte des femelles parasitoides hyméregptées parasitoides hyménopteres sont
des espeéeces haplodiploides se reproduisant p&€pagenese arrhénotoque. Ainsi, les males
sont issus d'ceufs non fécondés alors que les femaiuant a elles, sont issues d'ceufs
fécondés. Ce systéme de reproduction permet auallEsrde ces espéces de choisir le sexe
des ceufs qu’elles pondent et donc d’ajuster leexgatios de ponte (Godfray, 1994).
Différentes notions du sex-ratio peuvent apparatrdonction du niveau auquel on
s'intéresse. Ainsi, le sex-ratio primaire se réfavesexe des ceufs pondus, alors que le sex-
ratio secondaire renvoie au sexe des individusisams aprés I'éclosion ou I'émergence des
adultes et tient donc compte de la mortalité istgue de chaque sexe lors du développement
embryonnaire ou larvaire. Certains auteurs parteBtme de sex-ratio tertiaire pour les
individus émergeants aprés combats larvaires deepadrasitoides solitaires (van Baaren et
al., 1999).
Comme prédit par la théorie de llacal Mate Competitiorfvoir planche 2), plus le
nombre de femelles présentent sur un patch de pstténportant, plus la proportion de

males produits par chaque femelle (sex-ratio prealoit étre élevée. Cette prédiction a été
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Planche 2 - La théorie de ld.ocal Mate Competition

La théorie de laLocal Mate Competitiondéveloppée par Hamilton (1967) part du
principe que dans une population, les males votreem®n compétition pour pouvoir

s’accoupler avec les femelles. Ainsi, en considérane espéce vivant dans un
environnement composé de patchs et qu'a chaqueagieme les femelles se dispersent,
apres s’étre accouplées, pour coloniser d’autréshpasi une seule femelle fondatrice
colonise un patch donné, ses fils seront en cotigéties uns avec les autres pour
accéder aux femelles. Pour limiter la compétitianni ses propres fils, Hamilton prédit

gue la femelle fondatrice devra produire uniquemennombre minimum de males

capables d’'inséminer 'ensemble de ses filles.

Plus le nombre de femelles fondatrices sur un patgmente, et plus la proportion de
fils produits par chaque femelle devra étre impugafin d’augmenter la probabilité que
ceux-ci puisse gagner la compétition fasse auxésautres fondatriceBigure 4).

Cette théorie a ensuite été reprise dans de nosdmegtudes et adaptée aux
caractéristiques de diverses espéces (Suzuki &lwid80; Abe et al., 2003; Shuker et
al., 2005).

Sex-ratio optimal
T £ &

(proportion de méles)
(=]
T

2
-

1 3 5 7 9
Nombre de femelles présentes sur le patch

Figure 4 Sex-ratio de ponte (proportion de males) optinmaljp par la théorie de la Local Mate
Competition pour des especes haplodiploides. Ds&a@dfray (1994).

vérifiée a de nombreuses reprises chez les hym@&mspparasitoides (Herre, 1985; Herre,
1987; Rabinovich et al., 2000; Debout et al., 2dD&rrouzet et al., 2008) et est valable tant

pour les especes grégaires que les espéeces salgaireproduisant sur des agrégats d’hétes et

pouvant ainsi étre considérées comme semi-grég@@dfray, 1994). La théorie de llacal
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Mate Competitiorest également applicable aux situations de congp®iindirectes ou des
femelles isolées sont confrontées a des patchsmte péja en partie ou totalement parasités
(Werren, 1980; Shuker & West, 2004; Shuker et24lQ6; Darrouzet et al., 2007). Shuker et
West (2004) ont méme montré que la présence d'garidus est un facteur primordial a
'adaptation du sex-ratio de ponte. Ainsi, lorsdig'® sont confrontées a des compétitrices
dans l'incapacité de pondre, les femeldssonia vitripenisn’ajustent pas leur sex-ratio de
ponte et adoptent un comportement similaire a @esefies en absence de compétition
(Shuker & West, 2004). Imaginons maintenant quefdaeselles parasitoides soient capables
de percevoir le sexe d’'ceufs déja pondus par deslifsside la méme espece. Dans ce cas, le
sex-ratio optimal produit par une femelle déperdiraex-ratio de la premiéere ponte. C'est ce
que prédit Hamilton (1967) avec son modeleSkx Ratio GamesSelon ce modele, une
femelle devra pondre une plus grande proportiomékes lorsqu’'une proportion importante
de femelles a déja été pondueiglre 5), mais cette prédiction n’a jamais été vérifiée

expérimentalement.

[y

09 - Figure 5 Sex-ratios optimaux
08 - prédits par le modele dbex Ratio
— Games La ligne bleue représente

le sex-ratio conférant a la
deuxieme femelle la plus grande
fitness. La ligne rouge représente
guant a elle le sex-ratio conférant
a la deuxieme femelle une fitness
supérieur a la premiére.

Sex-ratio de la premiére femelle

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Sex-ratio optimal de la seconde femelle

Localisation et discrimination de I'h6te : importance des signaux
chimiques

Comme nous l'avons vu, la compétition peut affedemaniére importante les stratégies de
ponte et la fithess des parasitoides. Il est parsdmuent important pour les femelles
parasitoides, d’'une part de localiser efficacemeunts hotes potentiels, et d’autre part de

déterminer rapidement leur qualité. Bien qu'il guatssible que les parasitoides utilisent des
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stimuli de nature vibratoire (Van den Assem & Kugn&958; Meyhdofer & Casas, 1999) ou
visuelle (Segura et al., 2007) pour localiser lhdtes, les informations chimiques jouent un
réle primordial dans cette fonction (Hilker & McNeR008). Ainsi, des signaux chimiques
originaires des différents niveaux trophiques patveenseigner un parasitoide sur la
localisation, la nature et la qualité d’'un héte.

Concernant la localisation de I'héte, le paradiodloit tout d’abord localiser I'habitat
de celui-ci. Dans le cas de parasitoides d’insegibgtophages, les femelles sont
généralement attirées par des composeés volatiks @aniles plantes sur lesquelles vivent leurs
hétes. Il peut méme arriver que le parasitoidésatiles signaux volatils émis par les plantes
attaguées par I'h6te afin de s’orienter préférdletisent vers celles-ci plutét que vers des
plantes saines (Petitt et al., 1992; NgiSong et1896). Le mais par exemple réagit aux
agressions causées par les phytophages en éndsgtatdrpenes (Turlings et al., 1990). Ce

mécanisme de défense général des plantes est c@tlgrar les dommages physiques

engendrés par les mandibules des insectes sessauntrides feuilles en association avec une

substance présente dans leur salive (Turlings .t1803; Turlings et al., 2000). Ces
terpenoides ainsi produits pourront attirer lesagidmides qui iront pondre sur ces insectes
phytophages (Turlings et al., 1990; Turlings et 8995). La féveVicia faba quant a elle,
émet une substance quand elle est attaquée panudesons, le (E)-B-farnesene (Du et al.,

1998), qui se trouve étre la phéromone d’alarmdadelupart des espéces de pucerons

(Pickett et al., 1992). Ceci a pour effet, non emént de repousser les autres pucerons, mais

également d’attirer leurs parasitoides (Beale gt24l06). Avec la biomasse relativement
importante que représentent les feuilles attaquéss,composés volatils sont produits en
relativement grandes quantités (de I'ordre de quesdgmilligrammes), leur permettant d’étre
facilement détectés par les parasitoides (Turletgal., 1995; Hilker & McNeil, 2008). La
localisation des hoétes grace a ces signaux et piaiant la distance a laquelle ils sont
détectés peut alors dépendre du contexte dansl léxjgsent émis, a savoir I'importance du
bruit de fond constitué par les autres volatileéspnts dans I'environnement (Hilker &
McNeil, 2008) ainsi que des facteurs abiotiques wmlie I'humidité, la température, la
luminosité, la pluie ou bien le vent (Fink & V6IkL995; Gu & Dorn 2001; Schworer &
Volkl, 2001).

D’autres signaux chimiques peuvent étre utili@ésjointement ou indépendamment
de ceux exposés precédemment. Ces signaux soctedient lies a I'activité des hotes. C’est
le cas du parasitoideotesia marginiventrisqui apres s’étre orienté vers les plantes ategjué

par son hote, la chenill8podoptera frugiperdale localise plus précisément a l'aide de
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kairomone$ (alcanes linéaires) laissées sur son passageafR&sivolfling, 2009). D’autres
parasitoides, comme ceux parasitant spécifiqueneains hotes aux stades embryonnaires
(ceufs) ou larvaires, utilisent principalement debssances chimiques laissées par I'adulte
pour localiser leur héte. Les femelles parasitoii@ssolcus basalispar exemple, détectent
des résidus, constitués d’alcanes linéaires (é@sflentent du n-nonadecane), déposés par les
femelles adultesdNezara viridulaen marchant sur le substrat pour localiser leuwdsoe
(Colazza et al., 1999; Peri et al., 2006; Colazzal.e2007). Certains parasitoides percoivent
également le marquage de ponte laissé par les hdtdtes pour repérer la présence d’ceufs
ou de larves, notamment lorsque ces derniers gedand a l'intérieur du substrat et ne sont
donc pas directement accessibles. Les femdlesmrmus basaliset Anisopteromalus
calandrae par exemple se servent du marquage déposé pdiersslles de la bruche
Callosobruchus chinensiau moment de la ponte pour localiser les larvessqites a
I'intérieur de graines (Kumazaki et al., 2000; Oadet al., 2002D. basalisse base sur un
mélange d’hydrocarbures saturés et de diacylghysémors quA. calandrae utilise un
mélange de triacylglycérol et d’acide gras pouredir la présence potentiel de leurs hétes
(Kumazaki et al., 2000; Onodera et al., 2002). Desiparasitoides peuvent aussi utiliser des
kairomones présentes dans les feces des hbtesaf@a ges alcools) pour les localiser
(Mattiacci et al., 1999; Steiner et al., 2007).

Une fois I'h6te localisé, le parasitoide doit &epable de déterminer sa nature et sa
qualité afin de décider soit de le parasiter, seitle rejeter. Cet aspect est d’autant plus
important dans un contexte de compétition par étgtion car les parasitoides vont étre
confrontés a certains hotes déja parasités. Leslliesnparasitoides ont donc tout intérét a
discriminer les hotes parasités de ceux qui neote pas, et c’est d'ailleurs le cas dans la
plupart des especes chez lesquelles cela a éti& ¢uach Alphen & Nell, 1982; Takasu &
Hirose, 1988; Barrera et al., 1994; Gauthier etl#196; Okuda & Ceryngier, 2000; Outreman
et al.,, 2001; Agboka et al., 2002; Ardeh et al.Q20Darrouzet et al., 2007; Mehrnejad &
Copland, 2007; Mahmoud & Lim, 2008). Comment cemgigoides sont-ils capables de faire
cette distinction ? Tout d’'abord, il est possiblee@hez certaines espéces d’ectoparasitoides
(dont les larves se développent a la surface dae)hles femelles puissent directement
détecter la présence d’ceufs conspécifiques a faceudes hotes parasités. Mais dans le cas
d’endoparasitoides (chez lesquels la larve se dppel a l'intérieur de I'hdte) et méme

2 Contrairement aux phéromones qui sont des sulestarftimiques induisant une réponse physiologique ou
comportementale chez un individu de la méme espate kairomone fait référence a une substance ghani
émise par un organisme et utilisée par un indiddme autre espéce a son avantage.
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d’ectoparasitoides dont I'h6te se trouve a I'irééri du substrat (fruit, graine, plante...) les
ceufs précédemment pondus ne sont pas directenwmdsédies aux femelles. Dans ce cas, a
I'instar des femelles hoétes, les femelles paras#®idéposent souvent un marquage de ponte,
permettant aux autres femelles de détecter la prés&’une ponte antérieure (Barrera et al.,
1994; Hoffmeister, 2000; Stelinski et al., 2007@rmettant ainsi a ces derniéres d’éviter de
pondre sur des hodtes déja parasités et prévenantpremiéres femelles de cas de
superparasitisme. Certains parasitoides se regamtusur des hotes vivant en patchs peuvent
également marquer le patch entier apres avoir iparaa hote (Hoffmeister & Roitberg,
1997). Ce marquage permet non seulement aux fesrdleepérer un héte déja parasité, mais
parfois également de déterminer si la premiere gpanété réalisée par elle-méme, par une
femelle conspécifique ou bien par une femelle d’'an&e espéce (van Dijken et al., 1992;
Agboka et al., 2002). D’autres parasitoides pemgtivdes modifications physiologiques de
I'héte suite au parasitisme. Chez les endopardsi$pices changements peuvent étre liés au
développement de la premiére larve a l'intérieufliite, induisant des modifications de son
hémolymphe (van Baaren & Nénon, 1994). La femelHeagpitoide peut alors détecter ces
modifications a 'aide de récepteurs gustatifs @nés a I'extrémité de son ovipositeur (Brown
& Anderson, 1998; van Lenteren et al., 2007).

Il est également possible que plusieurs signangeignent sur le statut parasité d’'un
hoéte pour une méme espece de parasitoide. Chezdsitpidd?achycrepoideus vindemmiae
par exemple, il a été montré que deux populationceatte espece utilisent des stratégies
différentes pour cette discrimination. Alors quénk détermine si un hote est parasité a l'aide
d’'un marquage externe (I'héte parasité étant regjptés contact antennaire), I'autre utilise un
stimulus interne (I’h6te parasité est rejeté aprgsduction de I'ovipositeur) (Goubault et al.,
2004). Parfois, l'utilisation de I'un des signaugpeénd du temps écoulé depuis la premiere
ponte. C’est le cas Ahagyrus pseudococain endoparasitoide de la cocheniflanococcus
citri. Les femelles rejettent les hotes déja parasiiésapres contact antennaire, soit apres
avoir introduit leur ovipositeur. Bien qu’elles ligent principalement la perception antennaire
d’'un marquage externe, l'utilisation d’'un stimulmgerne se fait plus importante lorsque le
temps écoulé depuis la premiere ponte augmentan(lét Copland, 2000). De la méme
maniere, chez le parasitoide de puceiphidius rhopalosiphile rejet d’hotes parasités est
corrélé a la présence d’'une sécrétion sur le adugsuceron, dans les huit heures qui suivent
le premier parasitisme, dont I'un des constituaetsit la phéromone d’alarme évoquée plus
tét. Ensuite, a partir de 16 heures, le rejet gatgpalement associé a un signal interne percu

lors de lintroduction de l'ovipositeur par la fellge(Outreman et al., 2001). Ces résultats

35



Introduction générale

indiquent que plusieurs signaux chimiques, se slauédans le temps peuvent renseigner le
parasitoide sur le statut parasité de I'hdte. Liacgmion de I'un ou l'autre de ces stimuli
pourrait ainsi étre a 'origine de la discriminatidu temps écoulé depuis une premiere ponte

observée chez certains parasitoides (Yamada & [k2d@b; Goubault et al., 2003).

Objectifs de la thése

L’acces aux hotes, et tout particulierement a dgeshde bonne qualité, a un impact direct et
important pour la fitness des femelles parasitoidesiiveau de compétition auquel elles sont
confrontées peut alors influencer de maniere careséiq les stratégies comportementales
adoptées par les femelles. Si bon nombre d’étudesost intéressées a ce sujet, une part
importante d’entre elles s’est focalisée sur lgzeess grégaires. S’il est vrai que chez ces
especes la compétition larvaire influence la fitnetes femelles adultes et de leurs
descendants, c’est chez les espéces solitairesetfeecompétition a les conséquences les plus
importantes. En effet, chez ces dernieres, a cantsenment des combats larvaires, le simple
fait, pour une femelle, de pondre ses ceufs surh@tss déja parasités réduit de moitié le
nombre de ses descendants atteignant 'age aMMisise( et al., 1992; van Baaren & Nénon,
1996; Goubault et al., 2003). Les femelles des aaspé&olitaires sont donc soumises a de
fortes pressions de sélection qui doivent les eimire a discriminer finement les différents
types d’hotes auxquels elles sont confrontées.

Parmi ces différents types d’hétes, il y a d’'unéd@s hotes non parasités, et de l'autre
les hotes déja parasités. Mais au sein méme des pétasités, tous ne sont pas de qualité
égale, ou dans un méme état de parasitisme. Ainprobabilité de survie d’'un individu ne
sera pas forcément la méme sur tous les hotesitgaraSes différences sont généralement
dles a certains facteurs affectant I'issue des atsnlarvaires. C’est notamment le cas du
temps écoulé depuis la premiere ponte ou bien endorsexe des larves en compétition
lorsqu’il existe une asymeétrie dans I'aptitude enbattre entre males et femelles. Or, I'impact
de ces facteurs sur les stratégies de ponte ddlésnaelultes a été assez peu étudié. En 2003,
Goubault et al. ont montré que les femelles du guaide solitaire Pachycrepoideus
vindemmiaepondent préférentiellement sur des hétes réecempemaisités (sur lesquels les
ceufs n'ont pas encore éclos) que sur ceux surdésqune larve est déja en train de se
développer. Cependant, avec la capacité des lartesr les ceufs pondus apres elles, un ceuf
pondu sur un hoéte sur lequel une larve est déjsepté n’a probablement que trés peu de
chance de survivre. Le temps qui suit la premiénetep est donc une période cruciale pour

une femelle pondant en condition de superparastidrorsque l'intervalle de temps entre
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deux pontes est faible, I'éclosion des ceufs egtrompée et les larves devraient avoir par
conséquent sensiblement les mémes chances de.Mai lorsque le deuxieme ceuf est
pondu peu de temps avant I'éclosion du premier, psababilité de survie devrait
considérablement diminuer. En effet, la larve isdaece premier ceuf aura, dans ce cas, le
temps de détruire le deuxieme ceuf avant qu’il o'®ela son tour. Or, aucune étude n'a a ce
jour montré si une femelle parasitoide était capdel distinguer un héte qui vient juste d’étre
parasité d’un hote parasité par un ceuf sur le pbédore.

Un deuxiéme facteur pouvant affecter de manieresidénable I'issue des combats
larvaires est le sexe des larves. En effet, lamékes et femelles n'ont pas forcément les
mémes aptitudes au combat, de par les différenceghmlogiques qui peuvent exister entre
les larves des deux sexes. Pourtant, bien queirestatudes montrent que chez certaines
especes, les femelles remportent plus souventolebats que les males (van Baaren et al.,
1999; Darrouzet et al., 2003), cet aspect n'al'fdifjet que de peu d’attention dans I'étude de
la compétition larvaire. Ces études présentenaices difficultés car le sexe d’un individu ne
peut généralement pas étre connu au stade ceuitiieses de techniques invasives entrainant
la mort de celui-ci. Son sexe est généralementtiftemprés émergence de l'adulte. Mais
chez les espéces solitaires, du fait des combatgiras, un seul individu parvient jusqu’au
stade adulte, ce qui empéche de connaitre le seXauwdre compétiteur. De méme, aucune
étude n’a jamais démontré qu’'une femelle parast@tiit capable de déterminer le sexe
d’ceufs préalablement pondus pour adapter sesgtratde ponte en conséquence.

Les hétes peuvent étre utilisés aussi bien commssovece de ponte que source de
nourriture par les femelles adultes. Les critér@gmninant la qualité de I'h6te peuvent donc
varier en fonction des besoins des femelles. Ua péatasité sera de moins bonne qualité pour
la ponte. Il est par conséquent possible que leslfes parasitoides préférent s’alimenter aux
dépens d’hbtes déja parasités, réservant les héteparasités pour la ponte. De plus, suite au
premier parasitisme, il arrive que les hétes sehissles modifications métaboliques. Dans
certains cas, ces modifications entrainent une aotation de la concentration en lipides
dans I'hémolymphe de I'héte (Rivers & Denlinger,9%9 Nakamatsu & Tanaka, 2003),
faisant d’'un hoéte parasité une meilleure sourcengigiments. Cependant, cet aspect n'a
jamais été pris en compte dans les études surolapromis entre reproduction immeédiate
(ponte) et reproduction future (alimentation).

Malgré I'intérét porté a I'étude de la compétiticimez les parasitoides, de nombreuses
guestions restent encore sans réponses a ce punrhpétition larvaire affecte la probabilité

de survie des larves et donc la fitness de leueniar conséquent, les femelles adultes sont-
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elles capables de percevoir les caractéristiquas adafs préalablement pondus par des
femelles conspécifiques ? Sont-elles capables diéngiier des ceufs qui viennent d'étre
pondus et des ceufs sur le point d’éclore ? Pelelkagfaire la différence entre ceufs males et
femelles ? Le statut parasité de I'hote influendede compromis entre reproduction

immédiate et reproduction future ?

Localisation e .
de I'habitat Caracteristiques des combats larvaires
de 'hoteg {apacités de discrimination des fermelles
Départ du — = Localisation
patchde de 'hate

& — A vl de

Retrait de Choix de
"ovipositeur I’h('i(tﬁ

Acceptation
antennaire
de 'hite

Marquage
de I'hite

Etat physiclogique
de la femelle

_Alimentation
sur I'hote

= Ponte
/’—) @ & F
: \\ ] Acceptation
- interne de

Caractéristiques des combats larvaires I'hite

Introduction de
I'ovipositeur

Capacités de discrimination des femelles

Figure 6 Schéma récapitulatif des questions abordées lola the&se. Nous étudierons les capacités
de discrimination des femellds calandraelorsqu’elles sont confrontées a différents typédtes.

Nous verrons ainsi comment ces capacités ainsilajypeobabilité de survie de leurs descendants
affectent leur cycle de ponte au niveau du choiX’liée et directement au niveau de la ponte

(essentiellement en termes de sex-ratio). Nousrgrgalement comment les stratégies adoptées par

les femelles (choix de I'héte, ponte et alimentatidépendent de leur état physiologique.

L'objectif de cette thése est donc de répondresajoestions en étudiant les stratégies

de ponte d'un ectoparasitoide solitaifgisopteromalus calandradans un contexte de
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compétition intraspécifiqua-{gure 6). Les études qui vont suivre s’intéressent a is dola
compétition larvaire et a la compétition par exqaitton chez les femelles adultes, lorsqu’elles
sont confrontées a des patchs d’hotes déja pawasité partie ou complétement. Plus
particulierement, nous verrons comment les carattgres influencant l'issue de la
compétition larvaire (intervalle de temps entrexdpontes, sexe des compétiteurs) peuvent
influencer les stratégies employées par les femaddultes (choix de I'héte, sex-ratio,

compromis ponte / alimentation...).

Cette thése s’articule autours de trois partiespteamiere partie décrit en détail le
systéme graine-ravageur-parasitoide ainsi que fiesipaux outils expérimentaux utilisés
pour répondre aux questions posées ; a savoir mqued phénotypique permettant de suivre
la descendance d’'un femelle et un systeme de grairidicielles permettant de calibrer les
différents parametres étudiés au cours de cestude

La deuxieme partie vise a étudier le compromigeengproduction immédiate et
reproduction future. En effet, un hote parasitét @re considéré comme étant de mauvaise
qualité pour la ponte, mais avoir une bonne vateuritive. La présence d’hétes parasités
dans un patch d’exploitation peut alors influencercompromis. Le but de cette étude est
donc de savoir si le statut parasité de I'hdte pefiiencer les stratégies de ponte des
femelles parasitoides ainsi que de comprendre lésanismes impliqués. De plus, ce
compromis est connu pour étre modulé par I'étasfphggique des femelles. Nous verrons
donc comment I'age et les réserves nutritives datefles peuvent affecter leur choix entre
hoétes parasités et non parasités ainsi que le®gtra qu’elles emploient a leurs dépens
(ponte ou alimentation).

La troisieme partie, quant a elle, s’intéresse @exx principaux facteurs influencant
l'issue des combats larvaires : I'intervalle de psneécoulé entre deux pontes et le sexe des
larves. L'objectif de cette étude est de comprermbmment ces deux facteurs peuvent
influencer le comportement de ponte des femdélesalandradorsqu’elles sont confrontées a
différentes catégories d’hétes (parasités depuis @l moins longtemps, par un ceuf méle ou
femelle), que ce soit en termes de choix de I'lmbtal’adaptation de leur sex-ratio de ponte.
Nous étudiront également les mécanismes pouvaatigipliqués dans la discrimination
d’hétes parasités a différents temps. Les signaixsont probablement impliqués dans les

autres discriminations seront quant a eux discutés.
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Le systeme tritrophique

La plante héte Vigna unguiculata

Vigna unguiculataou Niébé est une légumineuse originaire des rédimpicales semi aride
gue I'on retrouve essentiellement en Afrique, négjalement en Asie, en Amérique et autour
du bassin méditerranéen. C’est une herbacée aanaeflogame et présentant une grande
variabilité de formes et pouvant atteindre plu8@em de hautHigure 7).

Sa résistance a la sécheresse et sa capacité&vedepgher sur des sols pauvres en
engrais en font 'une des Iégumineuses les plusvéak en Afrique occidentale. Les graines
de niébé Figure 7) sont riches en protéines et constituent un apgpgrbrtant en calories.
Ainsi, ces derniéres décennies, le niébé est mhissé culture de subsistance a une culture de
rente importante dans différents pays d’Afriqueraissant son importance économique
(Adéoti et al., 2002).

Au laboratoire, la souche utilisée appartient @alaété Black-Eyes California.

Figure 7 Plants (a gauche) et graines (a droite) de Niégga unguiculata

L'insecte phytophage Callosobruchus maculatus

La brucheCallosobruchus maculatwesst un petit Coléoptere (environ 3 mm) de la fendes
Bruchidés originaire d’Afrique et d’Asie. Un dimdrigme sexuel au niveau de la coloration
des élytres permet de différentier aisément lesesndles femelles : alors que les males
arborent une coloration brune unie, les femelled shetées de noiFigure 8).

C’est un ravageur de graines de légumineuses die ¥égna Les femelles pondent
leurs ceufs dans les champs de Niébé sur des gdressesures ou directement sur les graines

stockées. Les stocks de graines ravagés sontrfemitlereconnaissables a la présence de
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I'enveloppe de I'ceuf qui persiste apres I'éclosiola surface de la graine ainsi qu’aux loges
nymphales creusées dans la graine, visibles paspasence lorsque les bruches ont atteint un
stade larvaire avanceés. De par le nombre impodaatifs pouvant étre pondus (jusqu’a 40-
60 ceufs par graine) ainsi que le court temps dérgéon de la bruche (3 a 4 semaines en
fonction des conditions environnementales), unddanfestation de départ peut conduire a la
perte totale d’ un stock de graines en quelques (kaich & Ntoukam).

Apres éclosion, la larve de bruche creuse un tumdals la graine jusqu’aux
cotylédons dont elle se nourrit pendant les quatesles larvaires. Apres 18 jours de
développement dans des conditions expérimentalésbdeatoire (12 h de jours a 35°C, 12 h
de nuit a 25°C, et 45% d’humidité), la larve dedstd, entre en nymphose. Aprés la mue
imaginale, I'adulte sort de la graine dont il dégeu’opercule située au dessus de la loge

nymphale grace a ses mandibules (Gauthier, 1996).

Figure 8 Callosobruchus maculatdfsmelle (a gauche) et male (a droite) dans urkslecgraines de
Niébé.

Le parasitoide Anisopteromalus calandrae

Généralités

Anisopteromalus calandraest un Hyménoptére de la famille des Ptéromali@@sst un
parasitoide généraliste qui s’attaque aux larveayatphes de la plupart des especes de
Coléoptéres ravageurs de graines. Originaire djffriet du Sud Est asiatique, son utilisation
comme agent de lutte biologique a travers le moadiit d’A. calandraeune espéce
cosmopolite (Islam & Nargis, 1994; Ahmed et al.0@pD La souche utilisée au laboratoire a

été rapportée de Cote d’lvoire en 2000.
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Le méle se distingue de la femelle d’'une partalesp taille (1,5 & 2 mm pour le méle
contre 2 a 2,5mm pour la femelle) et d’autre partlfabsence de pigmentation sur la partie

antérieur de I'abdomen. La femelle est quant acéliee couleur noire unie.

Comportement de ponte

A. calandrae est un ectoparasitoide
idiobionte® solitaire. Lorsqu’une femelle
explore un patch de ponte, elle tapote ses
antennes sur la surface des graines afin de
localiser précisément un hoéte potentiel

(préférentiellement des larves de stadg L

grace au marquage laissé par la femelle
Coléoptere au moment de la ponte

: . (Onodera et al., 2002). Une fois I'héte
Figure 9 Femelles Anisopteromalus calandrae

pondant sur une graine de Niébé contenant d&peré, elle courbe son abdomen
larves de brucheSallosobruchus maculatus. perpendiculairement a la graine de maniére

e

a positionner son ovipositeur gu’elle introduit eits dans la loge nymphal€igure 9). Elle
pique alors I'hdte de I'extrémité de son ovipositet injecte un venin qui le paralyse et
stoppe son développement. Elle retire ensuite sgrositeur et peut ainsi déposer un ceuf a

sa surface avant de ressortir 'ovipositeur daéang Eigure 10).

Développement

Dans nos conditions d'élevage (12 h de jour a 30 PZ h de nuit a 22 °C, et 70%
d’humidité), I'ceuf éclos entre 30 et 31 heures spaeponte. La larve de premier stade est
mobile et se déplace a la surface de I'h6te adaerehe de larves compétitrices ou d’ceufs
d’autres parasitoides. Lorsque celle-ci rencontneceuf, elle le détruit a l'aide de ses
mandibules. Lorsqu’elle est confrontée a un corgéti il s’ensuit alors un combat
conduisant a la mort d’une des deux larves. Leelaer fixe ensuite a I’hGte et en consomme
les tissus et 'hnémolymphe jusqu’au huitiéeme jouivant I'éclosion ou elle entre alors en
nymphose Kigure 10). A ce stade, elle n'est plus fixée a I'h6te. Awr 10 le parasitoide
commence a se colorer, tout d’abord a partir des,ypuis la téte, le thorax et 'abdomen a

partir du jour 13. Il est alors possible de diffétier les males des femelles, ces derniéres

® Le terme d'idiobionte se référe aux parasitoidgisstpppent le développement de leurs hotes, paosipon
aux especes koinobiontes chez lesquelles I'n6tBraande se développer apres le parasitisme.
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arborant déja une couleur noire uni. calandraeest une espéce protandre : les males
émergent plus tot que les femelles. En effet, |I&emémergent aprés seulement 14,3 jours

alors que les femelles n’émergent qu’'apres 15,&jen moyenne (Do Thi Khanh, 2005).

t+15j - ‘

Emergence Accouplement

5 IOp per e
_ larvaire

Figure 10Cycle de reproduction du parasitoiieisopteromalus calandraépres I'accouplement la
femelle cherche un hote (larve de bruche) afinpdigdre un ceuf. Suite a I'éclosion, la larve isseie
cet ceuf se développe aux dépens de I'hn6éte en gseissamt de ses tissus jusqu’'a I'émergence de
I'adulte.

Les outils expérimentaux

Le marqueur phénotypique

Deux souches du parasitoidaisopteromalus calandraent été isolées au laboratoire. Elles
différent par la couleur des yeukigure 11). La premiéere est une lignée sauvage aux yeux
noirs (notée B pour black) et la seconde est @gm&é mutante aux yeux rouges (notée R).
Malgré certaines différences entre ces deux ligngmsame le stock spermatique des
males (Do Thi Khanh et al., 2005) ou leur agresSifdace a un compétiteur pour l'acces a une
femelle (Do Thi Khanh, 2005), aucune différence plaqu’ici été relevée concernant le

comportement de ponte des femelles (Darrouzet,@mnon publiées).
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L'utilisation de femelles homozygotes de ces degréles peut ainsi nous permettre
par exemple le suivi de la descendance d’'une fenwihnée lorsque plusieurs femelles
pondent simultanément ou successivement sur le npaicl de ponte. Elle peut également
permettre de suivre l'issue de combats larvairdseedifférents individus pondus sur un
méme héte. Ce marqueur phénotypique sera utiliséaio long de ce travail de these pour
analyser ces deux types de compétitions (compefittur 'acces a une ressource de ponte et
compétition larvaire).

Figure 11 Les deux lignées &nisopteromalus calandrgarésentes au laboratoire : la lignée sauvage
aux yeux noirs (& gauche) et la lignée mutanteyaux rouges (a droite).

Le systeme de graines artificielles

Afin d’obtenir des ceufs de parasitoides et
effectuer les expériences comportementales,
nous avons utilisé un systeme de graines
artificielles. Ce systeme est composé d’une
gélule en gélatine transparente dont le corps
est enfoncé a 'aide d’'un piston de maniére a
accueillir une larve de bruche et recouverte

du capuchon mimant ainsi la loge nymphale

d'une bruche a [lintérieur d'une graine

Figure 12 FemelleA. calandraepondant sur une (Gauthier & Monge, 1999; Darrouzet et al.
graine artificielle dans laquelle a été placée une ] )
larve de bruch€. maculatus. 2003). Le capuchon est percé de cing trous

répartis autour de la gélule, facilitant ainsi les
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échanges gazeux entre l'intérieur de la graindi@elie et le milieu extérieur. Ces trous
permettent également au parasitoide d’introduites ghcilement son ovipositeur dans la
gélule afin de pondrd={gure 12).

L’'un des avantages d'un tel systeme réside datamgparence des geélules qui nous
permet de voir rapidement si une larve a été pgamsiu pas. Ainsi, une larve parasitée peut
ensuite étre réutilisée pour un test comportemeogatjui n'aurait pas pu étre possible avec
une graine naturelle. En effet, le seul moyen @sssirer du succes du parasitisme dans ce
dernier cas serait d’ouvrir la graine qui ne potir@ar conséquent, plus étre utilisée. L'autre
intérét de ce systeme est de pouvoir retirer oardgdr certaines parties du systéme gélule-
héte-ceuf sans affecter lintégrité du systeme. Gumimet de pouvoir retirer les ceufs
surnuméraires présents dans les gélules tout seatdi I'hdte et la graine intacts, ou bien
encore de disposer de chaque partie du systempendamment les unes des autres lors de
tests comportementaux afin de déterminer I'impaarelative de chacune de ces parties
dans les comportements observés chez les parasitoid

Ce systeme est d’autant plus intéressant qu’ffette pas le comportement de ponte
des parasitoides (Gauthier, 1996; Gauthier & Mot§89).
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Contexte de I'étude

Pour une femelle parasitoide, un héte peut aussi t@présenter une source de nourriture
gu’une ressource de ponte. Par conséquent, lorsgdémelle se trouve confrontée a un héte,
elle a le choix entre pondre un ceuf et ainsi invesins la reproduction immédiate, se nourrir
et investir dans la reproduction future ou biendesx. Les parasitoides sont donc un modéle
de choix pour I'étude des compromis entre repradadtnmédiate et reproduction future. Si
l'influence de I'état physiologique des femellesr ¢ compromis est relativement bien
étudiée et connue, tant d’'un point de vue théorguexpérimental, I'impact de la qualité des
hoétes I'est beaucoup moins. En 2004, Burger etoat. montré chezAnisopteromalus
calandrae que les femelles choisissent préférentiellemas libtes de grande taille pour
pondre (ils sont considérés comme étant de bonakté&pour le développement des larves)
et des hotes de petite taille pour se nourrirs@isaient donc de moins bonne qualité). Un autre
facteur impliqué dans la qualité d’'un héte est statut parasité ou non. En effet, lorsque
plusieurs individus sont pondus sur un méme hdgeyont entrer en compétition. Cette
compétition est d’autant plus importante chez lgmeees solitaires, qu’elle s’exprime par des
combats mortels entre les différentes larves. Aimsihdte déja parasité peut étre considéré
comme de faible qualité pour la ponte comparé haia non parasité. D’'un autre c6té, hotes
parasités et non parasités n’apporteront pas fanéa méme qualité de ressource nutritive.
En effet, lors de la ponte, une femelle parasitaiijiecte généralement un venin. Ce venin
peut engendrer différentes modifications physiajags chez I'héte, comme la paralysie de
celui-ci ou bien des modifications de la compositite son hémolymphe. On observe parfois
une augmentation de la concentration en lipidess ddmmolymphe des hoétes apres
parasitisme (Rivers & Denlinger, 1995). Par cons@tjuil est possible qu’'un héte parasité
apporte plus de nutriments a une femelle qui lmighonne de 'hémolymphe.

Dans cette partie, nous allons étudier I'influemcecompromis entre reproductions
immédiate et future sur la sélection d’hétes p&kasbu non parasités. Nous étudierons

egalement comment I'état physiologique des femglag moduler ce choix (Article 1).
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Article 1

Could hosts considered as low quality for egg-lg\oe

considered as high quality for host-feeding?

Lebreton, S., Darrouzet, E., & Cheuvrier, C. (2009)
Journal of Insect Physiolog$5: 694-699
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Abstract

When parasitoid females encounter a host, theyettduer lay an egg and thus invest in
current reproduction or feed on the host and timest in future reproduction. However,
hosts could have different values according tortip@irasitized status. Whereas already
parasitized hosts represent poor quality for eggwa they could have a high nutritive value
for feeding. Moreover, the optimal strategy adoptgherally depends on the females’
physiological state. In this study, the impact bé tfemales’ physiological state on their
reproductive strategies was investigated in thitasglparasitoidAnisopteromalus calandrae
We analysed how their age and diet influencedh@) use of hosts (feeding vs oviposition),
and (ii) host selection (previously parasitized wsparasitized). Our results show that both
age and diet influence the reproductive strategh.afalandraefemales: old females fed with
the poorer diet laid fewer eggs and made more feesting than others. Females also showed
a preference for already parasitized hosts forifeed his strategy cannot be explained by the
nutritive value of haemolymph, as parasitized hostsry fewer lipids. However, as
parasitized hosts are also paralyzed, it could dss Icostly to feed on them than on

unparasitized hosts.

Introduction

In order to maximize lifetime reproductive succdsspales constantly need to balance their
investment between laying eggs, i.e. in currentagpction, and searching for food, i.e. in
future reproduction. In some cases, the same res@an have a reproductive and a nutritive
value. Parasitoid females lay their eggs in or ost$y and after hatching, larvae develop at
the expense of hosts. Adult females can also feezttly on hosts by puncturing and
consuming host haemolymph through a feeding tubmiGet al., 2002). Feeding tubes are
made by parasitoid females with secretion fromrtbeipositor inserted into the host (Fulton,
1933). A clear fluid flows from the ovipositor andngeals around it to form the feeding tube
(Pupedis, 1978). The females then turn and usefdkding tube to extract the host
haemolymph with their mouthpart (Giron et al., 2D@epending on whether the host is used
for feeding or for oviposition, parasitoid femalelstain an immediate or a potential future
fithess benefit.

Host-feeding could provide adult females with rtidgrial resources to increase their
life expectancy (Giron et al., 2002), egg maturatiPhillips, 1993; Ueno, 1999b; Burger et
al., 2005; Rivero & West, 2005; Ferracini et aD08&), or both (Collier, 1995; Heimpel et al.,
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1997; Giron et al., 2004). Host-feeding can be sifesl into different types: concurrent
(when both host-feeding and oviposition occur aaghme host), non-concurrent, destructive
(when host-feeding kills the host and thus makes hiost unsuitable for parasitoid
development), and non-destructive (Jervis & Kidd98@; Krivan, 1997). Non-
concurrent/destructive and concurrent/non-destrectiave been shown to be the feeding
patterns which maximize parasitoid fitness (Krivd897) and to be the most common in
parasitoid species (Jervis & Kidd, 1986).

An important feature of the trade-off between cuoirrend future reproduction is the
guality of hosts encountered by females. They pteféeed on hosts of poor quality for larval
development, while saving hosts of higher qualdy dviposition and offspring development
(Burger et al., 2004)Anisopteromalus calandraéemales tend to choose large hosts for
oviposition and small hosts for feeding (Choi et 2001). Another host quality predictor is
the parasitized status of the host, already paadihosts usually being considered as lower
quality for oviposition than unparasitized ones {@ay, 1994). In solitary species, only one
adult can emerge from a given host, whatever theben of eggs laid, due to lethal larval
fights (Ueno, 1997; van Baaren et al., 1999). Thuyslaying an egg on a parasitized host,
females reduce the survival rate of their progdmb(eton et al., 2009b). However, already
parasitized hosts could be more profitable for iiegdn idiobiont species of pupal and larval
parasitoids, females inject venom into the hosbiteebvipositing or feeding, inducing the

paralysis of the host and arresting its growth (kaer & Sequeira, 1993). Feeding on these

paralyzed hosts could be advantageous for femalesulse less time and energy are required.

Moreover, the venom could induce changes in thenbieanph composition of the hosts
(Cox, 1970), such as an increase in the amounaefiolymph lipids (Cox, 1970; Rivers &
Denlinger, 1995; Nakamatsu & Tanaka, 2003). Feedinglready parasitized hosts could
thus provide the females with an additional supglyutrients. This aspect has never been
investigated in studies dealing with the tradebaffween current and future reproduction.
However, several recent theoretical studies havestigated this trade-off (Collier et
al., 1994; Heimpel et al., 1994; Sirot & Bernstei®96; Sirot & Bernstein, 1997; Burger et
al., 2004). Overall, they indicate that the optirstmhtegies depend on both the physiological
state of female parasitoids and host availabilitgcording to this theory, female parasitoids
give preference to host-feeding when they are ypwhgn their egg load and their nutritional
state are low and host availability is high (Heimneeal., 1994). These theoretical models
have been supported by experimental studies. Fampbe, females of the parasitdighhytis
melinusinvest more in host-feeding than in ovipositionentthey have lower egg load and
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fewer nutritional reserves (Heimpel & Rosenheim93)9 While the value allocated to hosts
by parasitoid females depends on their strateg@d(fg or egg-laying), host selection could
be influenced by the females’ physiological state.

The main purpose of this study was to investightettade-off between current and
future reproduction in the solitary ectoparasitofchisopteromalus calandradHoward
(Hymenoptera, Chalcidoidea, Pteromalidae). We igated whether females’ reproductive
strategies (oviposition or feeding) were influentgdhe host’s parasitized status (parasitized
or unparasitized) and/or by their physiologicaltestgage and diet). The cost and benefits of
feeding according to host status are then discussecklation to the amount of nutrients

available in host haemolymph.

Materials and methods

Rearing conditions

Anisopteromalus calandrags a parasitoid of the larvae and pupae of thecthdu
Callosobruchus maculatugColeoptera, Bruchidae) from the tropical zoned\sst Africa.
Both C. maculatusandA. calandraeoriginated from Ivory Coast (collected in 20000 amere
reared in the laboratory under conditions closthéir area of origin: 12 h light at 30°C, 12 h
dark at 22°C, and 71% r.h.

General methods

Anisopteromalus calandrademales were allowed to lay on an artificial sesgstem
composed of gelatine capsules (Gauthier & Mong891Parrouzet et al., 2003). The bruchid
L4 larvae were placed inside the capsules aftepvaifrom seeds by dissection. The size of
larvae was homogenized to avoid a bias in the feshatrategy due to this factor. The
gelatine capsules mimic the bruchid pupal chamipethe seed and are accepted for
oviposition by females. To obtain parasitized hobte gelatine capsules each containing one
C. maculatud.4 larva were offered to a group of ten virdin calandragemales confined to
an arena (2.5 cm higk 8 cm in diameter). Hymenoptera parasitoids repredby
arrhenotokous parthenogenesis, whereby fertilizipldid) eggs develop into females and
unfertilized (haploid) eggs into males. Thus, byngsvirgin females, only male eggs were
obtained, thereby preventing a bias due to theafesggs presented to the females. The
injection of A. calandraevenom induces the paralysis 6f maculatuslarvae (Lebreton,

personal observations). To ensure that femalesctegevenom during oviposition, the
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paralyzed status of the parasitized hosts wasatadr These hosts were then used in choice
tests. The survival rate of an egg laid on an dirgrrasitized host decreases sharply with the
time after the first parasitism event (Lebretoraket 2009b). In order to avoid a bias due to
these survival probability differences, hosts wamnéy offered for two hours after oviposition;
the survival rate of the second egg laid remaiablstat about 50% during this time interval
(Lebreton et al., 2009Db).

Preparation of experimental females

To investigate the influence of the physiologidaltes of mated females on their reproductive
strategies, we looked at parameters of both agenairtional state. Mated females were
obtained by placing a 2-hour-old virgin female watl24-hour-old virgin male in a Petri dish.
Mating was confirmed by direct observation. Two agegories (3 days and 15 days old) of
females were investigated. Under our laboratoryditmms, less than 25% of females remain
alive after 23 days (Do Thi Khanh et al., 2005)-dHy-old females could therefore be
considered as old. Furthermore, calandraeis a synovigenic species, i.e. females emerge
without mature eggs; the experiment therefore tplake after three days to ensure that the
young females were bearing mature eggs. These ategaries of age were thus selected to
compare the reproductive strategy of young andeitales. Before the experiments, all the
females were fed with a solution of sucrose reglameery two days. Three days before the
beginning of the experiment one group of femalesanoh age category was allowed to feed
on C. maculatudarvae. In order to avoid a bias due to previoupasition experience, the
larvae offered to females were first removed frdrairt seed, preventing the females from

laying eggs on them, without stopping them frondfeg (Lebreton, personal observation).

Impact of age and diet on reproductive strategied host selection

Females of each category (3 days old (3d; n=5@gy3 old allowed to feed on host (3d-fed;
n=56), 15 days old (15d; n=75), and 15 days oldvald to feed on host (15d-fed; n=53))
were then given a host choice test consisting of¢apsules, one containing an unparasitized
host, the other containing a previously parasitizest. Choice tests took place in a climatic
chamber (22°C, 71% r.h.), and all the behaviouegjusnces were observed. The selected
host, the strategy employed by females (feedingaaraliposition) and the time taken were
noted. The test ended as soon as females lefetbetad capsule, with a maximum time limit
of two hours. The proportion of active females (& which host-fed and/or oviposited)
was then calculated. To check the impact of hastlifeg on egg survival, each egg laid on an
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unparasitized host was deposited with its assatiadst in a separate cell in a Plexiglas sheet
until emergence of parasitoid adults (Darrouzetl €t2003). After emergence, the proportion
of eggs laid after host-feeding and which reachedadult stage was compared to those of
eggs laid without host-feeding. The strategy emgdbyy females (host-feeding and/or
oviposition) and the mortality of eggs developedhosts used for host-feeding allowed us to
determine the host-feeding pattern (concurrent aiy and destructive or not) used By
calandraefemales. To analyse the consequences of age ahdrdihe viability of the eggs,
the proportion of offspring laid by females (3d,34s 3d-fed, n=21; 15d, n=30 and 15d-fed,

n=34) reaching adulthood was calculated and cordpare

Impact of age and diet on egg maturation and resonp

To analyse the impact of both age and diet on egiiration and resorption, random females
of each category (3d, n=9; 3d-fed, n=9; 15d, n=A8 &5d-fed, n=12) were dissected in a
drop of saline solution (128.3 mM NaCl, 4.7 mM K@l3 mM CaCJ), and the number of

mature eggs was recorded.

Analysis of the haemolymph of parasitized and usgized hosts

Haemolymph was extracted from unparasitized andagiiired hosts two hours after
parasitism. Extractions were carried out by insgréa microcapillary connected to a manual
pump in the mid-lateral side of their body (Girdrag, 2002). The fluids collected (ca 0.5 pl)
were immediately pumped out in a 0.5 ml Eppenddaoetplaced on ice. Haemolymph of 10
hosts of the same status were pooled in the sabeeituorder to obtain a sufficient quantity
of fluids, and the tube was then frozen at -20°C.

To quantify the amount of proteins, the Bradfore-dynding microassay (Bradford,
1976) procedure was used. For each sample (n=®dtr parasitized and unparasitized
hosts), 1ul was added to 500 ul of a solution dnimg Bradford Reagent (Bio-Rad
Laboratories, Munich, Germany). Each Sample was tefreact for 5 min at room
temperature and then transferred to a microcuegitieread in a spectrophotometer at 595 nm.
For the sugar analysis, 1ul of each sample (n=8 parasitized hosts and n=10 for
unparasitized hosts) was added to 1ml of a soluifoanthrone reagent. The whole solution
was then heated at 90°C for 10 min, placed at reemperature for 5 min and read in a
spectrophotometer at 625 nm. The amount of lipids w&nalysed using a sulfo-phospho-
vanillin reaction (Van Handel, 1985). First, 1ple#ch sample (n=9 for parasitized hosts and
n=11 for unparasitized hosts) was completely ewapdrat 90°C. Next, 40 ul of sulphuric
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acid was added and samples were heated at 90°COfomin. After 5 min at room
temperature, 960ul of a solution of vanillin reaigeras added, samples were left to react for
10 min at room temperature and then read at 525 nm.

Calibration curves were obtained using bovine seallbmmin (BSA; Sigma Aldrich)

for protein analysis, glucose for sugar analysis, @ standard vegetable oil for lipid analysis.

Statistical analysis

To analyse female activities and both host seledrmd the strategies used among these hosts,
ay’-test was performed. #-test was also used to analyse egg survival. We 8sedent’'s-

tests to compare (1) the time needed to feed amalfagggs on parasitized and unparasitized
hosts, and (2) the hosts’ haemolymph compositianaialyse the number of mature eggs in
the ovaries, only females of the same age or dietled to be compared, and therefore, rather
than a global test we used a non-parametric ManiiA@h U-test with a Bonferroni
correction method (threshold level of P<0.0125)r Bb other tests, a threshold level of
P<0.05 was used. Analyses were carried out witlofRvare (R 2.1.1, R Development Core
Team, Free Software Foundation Boston, MA, USA).

Results

Impact of age and diet on reproductive strategied host selection

When A. calandraefemales fed orC. maculatudarvae before the host-choice test (3d-fed
and 15d-fed), they were less active during the tteeh the other group&igure 13A; y2 =
22.72, d.f. =1, P<0.001). Fewer eggs were laid rmode host-feeding observed with active
15d than 15d-fedyt = 19.22, d.f. = 3, P<0.001) and 3d femalgs=13.80, d.f. = 3, P =
0.003). At the same time, the same number of egge Vaid and similar host-feeding was
carried out by active 3d as 3d-fed femal@s<1.65, d.f. = 3, P = 0.65) and by 15d-fed as 3d-
fed (2 = 2.56, d.f. = 3, P = 0.46). Age and diet alsd aa effect on host selection and on how
strategies were allocated among these hgats 47.06, d.f. = 15, P<0.001), but there was no
effect of age on these factors when females feldimae before the tests (3d-fed and 15d-fed)
(Figure 13B; Fisher test, P = 0.53).When looking at femalesspective of categories, Sixty
percent of active females made a feeding tubelalaid an egg on the same host, with no
difference between parasitized and unparasitizetsh(68.3% vs 67.6%2 =0.84, d.f. =1, P

= 0.36).

55



Deuxieme partie Compromis entre reproduction immuédet future

A

-
o
o

Percentage of active females

c5B8888838838

]lll

3d-fed 16d-fed

i

P UnP UnP P UnP
3dfed 15d 15d-fed

-
o
(=]

8588388

andfor ovipositions

Percentage of host feedings

=y
o o

O

100
BO -
70
60
80
40 -
b [+ I
20 -
10

Percentage of oviposition
and host feeding

oviposition only host feeding only

Figure 13 Activity and strategy of females during the choiest. (A) Percentage of active females
during the test (females who selected a host fedifey and/or egg-laying) in each category: 3-day-
old females with (3d-fed) or without (3d) acceststs before the test, and 15-day-old females with
(15d-fed) or without (15d) access to hosts. (B) mdpctive strategies of active females (oviposition
in white, host-feeding in black, or both in greyh @ach category of host (parasitized: P, or
unparasitized: UnP) for each category of femaldstis$ical tests »-test) compare the global
distribution of the three possible strategies omagiized and unparasitized hosts between female
categories. Statistical differences between fernategories are shown by different letters (a, b, c)
(C) Percentage of active females which performegpasition only or host-feeding only on
unparasitized (light grey) or parasitized (darkyyreosts irrespective of their physiological state.
P<0.01 g*test).
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Moreover, they fed more on already parasitized tinaparasitized hostsigure 13C; y? =
8.80, d.f. = 1, P = 0.003), but the ovipositioreratas the same on the two host categories
(Figure 13C; 2 = 0.5, d.f. = 1, P = 0.48). Most previously p#iasd hosts were paralyzed
during the first parasitism (92% of parasitizedtepsThe same time was needed for a female
to perform host-feeding and oviposition on an uapgized (67.8 £ 5.3 min) and an already
parasitized host (71.2 = 3.4 min; t = 0.56, d.f66, P = 0.58). Moreover, there was no
difference in the time needed only to host feed4466.4 min) and that needed to feed and
oviposit (70.1 £ 2.8 min; t = 0.99, d.f. = 76, F0:83). There was no difference between the
survival rate of eggs laid after host-feeding (8@)5and those laid without host-feeding
(88.2%; Fisher test, P = 1.0). Neither age nor lolset an effect on the survival rate of the eggs
produced (3d: 83%, 3d-fed: 67%, 15d: 80%, 8§26 3.02, d.f. = 3, P = 0.39).

Impact of age and diet on egg maturation and resonp

The quantity of mature eggs was affected by bath @d age. For the same age category, 3d
and 15d females carried fewer mature eggs thare@d#¥ = 8.5, P = 0.003) and 15d-fed
females (U = 23, P<0.00Eigure 14). For the same diet, 15-day-old females carriegefe
mature eggs than 3-day-old females (unfed: U =,28050.009; fed: U = 0.5, P<0.001).

g Figure 14 Number of mature
= 6 - eggs (mean * SE) carried by 3-
m b day-old and 15-day-old females
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g5 4 differences (Mann-Whitney U-
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dE 3 letters (a, b, c).
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o
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Analyses of the haemolymph of parasitized and @agiazed hosts

Haemolymph from unparasitized and 2-hour-paragltizests did not differ in the amount of

sugar (t = 0.66.0, d.f. =15, P =0.52) and pro(em1.17, d.f. = 16, P = 0.26) (Fig. 3), but the
haemolymph of parasitized hosts carried fewer $igitan those of unparasitized hosts (t =
2.90, d.f. = 18, P = 0.00%igure 15).
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Figure 15 Amount of sugars, proteins and lipids (mean + $Eaemolymph of unparasitizeO( )
and 2-hour-parasitized hoslll( ). ** P<0.01 ¢(®ntt-tests).

Discussion

Our results demonstrate that the trade-off betweement and future reproduction in
Anisopteromalus calandrafemales is strongly influenced by their physiotajistate (age
and diet). Diet influenced their activity: when fal@s had access to hosts in order to feed
prior to the experiment, the probability of selegtia host during the choice test decreased. In
fact, these females were less active during theehests, i.e. a higher proportion selected no
host. This could be explained by a decrease irptbportion of females actively searching a
host to feed on to increase their nutritional resgr A theoretical study has suggested that
when the survival rate is high (i.e. when energserees are high) females will be more
selective towards the hosts they encounter atxperese of current reproduction (Sirot et al.,
1997). This observation could also be linked tatzgation factor. Moreover, it is also possible
that host pre-exposure itself influences theirvatgti Under our experimental conditions, as
females were confronted with unparasitized and gzad hosts in the same patch, it is
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possible that they waited for unparasitized host®re ovipositing. This could explain the
low activity rate of females with high reservesunr study.

The female’s expectancy to feed and/or to ovipdspends on her egg load. Our
results show that females who carry the least nurobenature eggs in their ovaries invest
more in future reproduction by host feeding. Thasult is in line with previous theoretical
(Collier et al., 1994; Heimpel et al., 1994) angenmental studies (Heimpel & Rosenheim,
1995). At the same time, when they have eggs im twaries, females keep the same host-
feeding rate whatever their diet, suggesting thatrtumber of eggs is not important in the
host-feeding rate as long as they do have eggs.i3tsupported by theoretical models which
predict that if mortality is dependent on nutritrstate, animals will tend to maintain high
energy reserves (Sirot & Bernstein, 1996). Thidimteon supports our results which show
that the majority of females who laid eggs firstl fen the host. This strategy seems to be
adaptive, particularly as prior host-feeding did ildluence the survival rate of an egg laid on
the same hosinisopteromalus calandrakemales therefore perform a concurrent and non-
destructive pattern of behaviour, one of the twitguas which maximize their fitness.

Haemolymph consumption provides females with notsehat could increase egg
production (Phillips, 1993; Collier, 1995; Ueno,99®; Rivero et al., 2001). Our results
indicate that when females have access to hostéeéaling, they increase their egg load.
Although haemolymph consumption is probably themfactor involved in egg production,
it is possible that host exposure alone can ineregg maturation (Casas et al., 2009). When
females were deprived of hosts, they resorbed thature eggs. Egg resorption could provide
them with nutritional reserves for their survivdasenheim et al., 2000; Santolamazza
Carbone et al., 2008). In this way, they increasdr life expectancy and thus the probability
of encountering hosts again (Rosenheim et al., R@0d6reover, when females were allowed
to feed on hosts for three days, old females (35 d¢d) increased their egg load by just one
egg, whereas the egg load of young females (3 dijsincreased by more than 2.5 eggs.
This result suggests that egg maturation is imgdaimeold females. This hypothesis is in line
with the study of Hegazi et al. (2007) who obsertteat the fecundity of females decreased
with age when they were host-deprived for a longeti While parasitoid females have been
shown to reduce their investment in egg qualityhvaige (Giron & Casas, 2003), in our study
neither age nor diet affected egg viability.

Physiological state also influences host selectind the strategy employed towards
these hosts. However, when females had accessithea diet, they allocated their strategy

among hosts similarly, whatever their age. Thisultesuggests that, among other
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physiological factors, nutritive reserves couldypda important role in this trade-off and host
selection. However, by being exposed to hosts etliesales are no longer naive, and this
exposure could also be an explanation of the styatdlocation observed. In fact, prior
experience has already been shown to influence dadsttion inA. calandrae(Ghimire &
Phillips, 2008). When looking at females irrespeetiof physiological state, under our
experimental conditions they selected as many wasgared as parasitized hosts for
reproduction only, whereas for feeding they selbct®re hosts which had been parasitized
for 2 hours. A number of studies have observed Hudt haemolymph composition is
modified after parasitism. These studies often niegkan increase in the amount of lipids in
the haemolymph (Rivers & Denlinger, 1995; Nakamastlianaka, 2003), probably due to
the lysis of host fat body by the venom componéNekamatsu & Tanaka, 2004). However
the venom composition of most parasitoid specied @neir action on host metabolism
remains unknown (Quicke, 1997; Moreau & Guillot030 In our study, fewer total lipids
were carried by parasitized than unparasitized shast their haemolymph. Lipids are
important in egg maturation (Giron et al., 2004s&saet al., 2005) or viability (Mondy et al.,
2006). However, in the parasitoid wasppelmus vuillettifemales acquire most lipids during
their larval stages (Casas et al., 2005). In thsecthe smaller gain of lipids generated by
feeding on already parasitized hosts probably hiasvampact on the females’ fertility and
longevity. Furthermore, modifications in the hodifsd metabolism after venom injection
could vary among host species. For example, NBsonia vitripennisvenom induces an
increase in lipids in the haemolymph of three spscies, but a decrease in a fourth (Rivers
& Denlinger, 1995)A. calandraeis a generalist parasitoid and it is thereforesfims that its
venom induces an increase in the amount of haenpdiyiipid in the majority of its natural
hosts, in contrast to our findings @ maculatusMoreover, the selection of parasitized hosts
for feeding could be explained by the higher cobtnmaking a feeding tube on an
unparasitized host; feeding tubes are very briéthel if hosts are not totally paralyzed before
females feed, only a small movement by the host lankak them (Lebreton, personal
observation). Females thus have to paralyse the ldedsre making the feeding tube. The
paralysis is likely to be energy-costly for a femashe has to invest in venom production,
host stinging and venom injection. Feeding on pazas hosts, i.e. already paralyzed hosts,
thus avoids this energy investment. Further studies however required to determine
precisely the cost of venom production and injettidevertheless, paralysing a host is not
time-costly for anA. calandraefemale, because there is little difference intihee taken to

feed on unparasitized and already parasitized hosts

6C



Deuxiéme partie Compromis entre reproduction immauedet future

The time spent on the host does not vary whethealies feed and lay an egg or
whether they only feed on the host, whatever thragmézed status of the host. Thus, under
our experimental conditions, many females laid a@g after feeding, even on already
parasitized hosts. However, in solitary specieg ¢lrvival rate of an egg laid under
superparasitism conditions (on an already parasitimost) is reduced (Lebreton et al., 2009b).
How could this strategy be advantageous for ferfaldader our conditions, hosts were
parasitized two hours before the experiment. Is tlase, an egg laid under superparasitism
conditions has about a 50% chance of survival (&br et al., 2009b), which is not
negligible. We saw that females did not invest more in laying an egg after feeding, and
they could thus optimize the time invested in fagdiy laying an egg. This strategy would be
optimal if females were more time- than egg-limitédttually, A. Calandraefemales are
synovigenic, and our data show that they have arfgw mature eggs at any given moment.
At the same time, they reproduce on aggregatesosfshsuggesting that under natural
conditions, hosts are not a limited resource. Tridgcates that, in this species, females should
be more egg- than time-limited. However, under eéxperimental conditions, females were
allowed to encounter only a few hosts and couldtlings considered as time-limited.
Moreover, the females in this study had never jpresly laid eggs. It is possible that they
subsequently modified their oviposition strategaesording to their nutritional reserves. In
fact, when females were confronted with parasitiaad unparasitized hosts for one week,
they preferentially oviposited on the latter (Lebreet al., 2009b).

To conclude, the present work highlights the striomigbetween the trade-off between
current and future reproduction, host selection #wedfemales’ physiological state (age, diet
and egg load) in a solitary parasitoid specfescalandraefemales resorb their eggs when
they are deprived of hosts for a long time. Towaltbeir eggs to mature, or just to maintain
high nutritive reserves, they perform host feeditgen they encounter a host again. Females
preferentially feed on already parasitized hostsiclv possibly avoids them having to invest
energy in paralyzing hosts prior to feeding. Thislicates that the quality allocated by
parasitoids to hosts depends on the strategy emblolyosts considered as having low

reproductive qualities do not necessarily have howvitive values.
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Conclusion de la partie

Nous avons pu mettre en évidence dans cette etgléacsélection de I'hbte est déterminée
par le besoin de la femelle : pondre ou s’alimenBatte stratégie dépend en plus de I'état
physiologique de la femelle. Ainsi, les femellesgs#&toides font préférentiellement des tubes
alimentaires sur les hdtes déja parasités. Cependartrairement a nos hypothéses, elles ne
pondent pas plus sur des hotes non parasités.ebesllés utilisées dans cette étude n’ont
jamais eu l'occasion de pondre auparavant, et eesont autorisées a pondre qu’un seul
ceuf. Il est possible que si elles n'étaient pastdies en hétes, elles choisiraient par la suite
préférentiellement les hdtes non parasités poursirdeurs ceufs. Ce point reste a étre testé.

Un résultat non présenté dans I'étude nous laiesegy que la perception de stimuli
(composés volatils) a distance serait altérée ldsefemelles agées. En effet, les femelles de 3
jours distinguent a distance le statut parasitd’ltfite en se dirigeant principalement en
premier vers les hbétes parasités. Les femelles Bgodrs, quant a elles, se dirigent
indifferemment vers les deux types d’hotes ; ei,ogael que soit leur régime alimentaire.
Pourtant, quand elles sont posées sur la graisdeogelles sont bien capables de discriminer
les deux types d’hdtes, comme le montrent nostaisull serait alors intéressant d’étudier si
cette altération est due a une baisse de sersiiis récepteurs antennaires avec I'age ou
plutét a une modulation au niveau du systeme ne&rgentral.

Nous avons vu également que le choix de faire desstalimentaires sur des hotes
déja parasités ne pouvait pas s’expliquer par Hitgunutritive de ces hétes. En effet, leur
hémolymphe contient moins de lipides que celle déses non parasités et leurs
concentrations en protéines et glucides ne chamgentCe plus faible apport de lipides des
hotes parasités n'a peut étre qu'un faible impactles réserves lipidiqgues de la femelle.
D’autant plus que lorsqu'une femelle choisit unehdbn parasité, elle est obligée de le
paralyser avant de faire son tube alimentaire epalectionner 'hémolymphe. Le venin
entraine rapidement la paralysie de I'h6te (dedferde quelgques minutes). Il est par
conséquent possible que l'action de venin sur léabu#isme lipidigue soit également
relativement rapide. D’un autre c6té, le temps sgaiee pour une femelle pour faire un tube
alimentaire et se nourrir est d’environ 75 min,gce est relativement long. Ainsi, il se peut
gue la quantité de lipides disponible dans I'hémmgiie ait déja commencé a diminuer
lorsque la femelle commence a se nourrir. Dansasgela différence d’apport en lipides entre
les deux types d’hétes serait moins importante cplee observée. La valeur nutritive des

hétes non parasités et parasités pourrait ainei rélativement proche et les parasitoides
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auraient tout intérét a se nourrir sur ces dernpEgr ne pas investir d'énergie dans la
paralysie. Néanmoins, les parasitoides ont toérénta se nourrir sur des hétes récemment
parasités car 48 heures apres le premier parasitisnsoncentration en lipides continue a
chuter (3,78 pg/ulL), tout comme la concentratiors@cres qui baisse de moitié (passant de

14,68 a 7,83 pug/uL ; données non publiées).
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Contexte de I'étude

Comme nous l'avons vu dans la partie précédente, steatégies employées par les
parasitoides influencent la sélection de I'hdtensfi en fonction de leur état physiologique,
un certain nombre de femelles choisissent préfi@arment des hbtes déja parasités
(notamment afin de s’y nourrir), mais finissent pandre dessus. La probabilité de survie de
ces ceufs est réduite de par la présence de coewstitCela se traduira par des combats
larvaires aboutissant a la mort de toutes les $amsauf une. Cependant, tous les hoétes
parasités ne sont pas de qualité égale et la pidate survie d’'un deuxieme ceuf pondu
peut varier d’'un hoéte a l'autre. L'intervalle demes entre les deux pontes ainsi que le sexe
des larves sont des parameétres déterminant pouwrdbabilité de survie du deuxiéme
individu. En effet, on observe généralement unéefaiminution de la probabilité qu’'une
deuxieme larve gagne le combat des lors que Riatker de temps entre les deux pontes
augmente. Un ceuf pondu sur un hoéte sur lequel ane lest déja présente aura par
conséquent une probabilité de survie tres faible pquirra parfois avoisiner le zéro. Les
heures suivant la premiére ponte jusqu’'a I'éclosiarpremier ceuf sont donc une période clé
pour une femelle choisissant de pondre sur un Héja parasité. Par conséquent, si les
femelles parasitoides sont capables de déterminerValle de temps écoulé depuis une
premiere ponte, elles devraient préférentiellenpemidre sur les hotes parasités depuis peu de
temps de maniere a maximiser les chances de sieveurs descendants.

Concernant I'impact du sexe des larves, il a d&anmontré dans d’autres études que
I'aptitude d’'une larve a combattre pouvait dépenditeson sexe (van Baaren et al., 1999).
Une femelle parasitoide pourra donc adapter le seseceufs qu’elle pond en fonction de
celui qui est le meilleur compétiteur lors des catsbarvaires. Mais le sexe des descendants
des autres femelles peut également affecter leepioh parasitoide. En effet, si on se réfere
a la théorie de la Local Mate Competition d’'Hamilt(1967), une femelle parasitoide doit
ajuster son sex-ratio de ponte lorsqu’elle estr&sgnce de compétitrices en produisant une
proportion plus importante de males. Ceci dansiteghe ses fils soient assez nombreux pour
pouvoir inséminer a la fois ces propres filles, snégalement celles des autres femelles. Ce
modele peut également s’appliquer dans le cas etfamelle est confrontée a un patch de
ponte déja exploité (compétition par exploitatioMais dans ce cas, et si la femelle
parasitoide est capable de discriminer le sexeoeles déja pondus, elle devrait adapter son
sex-ratio de ponte, non pas en fonction du nomluefs présents, mais en fonction du sexe

de ces ceufs. C’est ce que Hamilton (1967) prédis dan modéle « Sex Ratio Games ».
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Ainsi, chez des espéces solitaires qui se repreduisur des agrégats d’hotes telles
gu’A. calandrae ces deux facteurs (asymétrie dans les combatiles et Sex Ratio Games)
devraient influencer les stratégies de ponte (8élecle I'h6te et adaptation du sex-ratio de
ponte) des femelles en situation de compétitiomantecifique par exploitation.

L’objectif de cette troisieme partie est, dans tenger temps, d’étudier I'influence de
l'intervalle de temps entre deux pontes sur la isud/un deuxieme individu ainsi que
'impact que cela aura sur les stratégies de pdete parasitoides (Article 2). Dans un
deuxieme temps, nous essaierons de comprendre déeanimsmes impliqués dans cette
discrimination et notamment d’identifier les sigreuercus par les femelles, leur permettant
de distinguer ces différents types d’hdétes (Arti8)e Enfin, nous étudierons l'influence du
sexe des larves sur leurs aptitudes a combattres Nerrons comment ce facteur peut
influencer la ponte d’'une femelle exploitant unchad’h6tes déja parasité et nous discuterons

nos résultats par rapport a la théorie du « Sejo REtmes » (Article 4).
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Article 2

Discrimination of the age of conspecific eggs by an

ovipositing ectoparasitic wasp

Lebreton, S., Labarussias, M., Chevrier, C. & Dazet, E. (2009)
Entomologia Experimentalis et Applicate30: 28-34
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Abstract

The recognition and avoidance of already parasitizests is a major issue in parasitoid
behavioural ecology. A key factor affecting thanéss reward expected from superparasitism
is the probability that the second or subsequegti@d on a host will win the contest with the
first-laid egg.The present study investigated the ability of fesadf the solitary parasitoid
Anisopteromalus calandragoward (Hymenoptera: Pteromalidae) to (i) discniate between
unparasitizedCallosobruchus maculatu$-abricius) (Coleoptera: Bruchidae) hosts andeéhos
parasitized by a conspecific, and (ii) discriminbween a host parasitized by an egg just
laid (2 h) and one parasitized by an egg aboutatchh(28 h). Our results show that
calandraefemales can discriminate between parasitized apanasitized hosts, as they lay
more eggs on the latter. However, they did not stdjbeir offspring sex ratio on already
parasitized hosts compared to unparasitized one pftbability of the second or subsequent
egg laid on a host (superparasitism) winning thetest with a conspecific increases as the
time between the two ovipositions decreases. Camsdly, parasitoid females should lay
more eggs on recently parasitized hosts than osetlwdich have been parasitized for a long
time (i.e., when the first eggs are about to hatahyl that is indeed what they were found to
do. To increase their fitness in spite of the pneseof already parasitized hosts,calandrae
females have developed highly discriminative capeiregarding the parasitism status of
hosts; they can recognize whether the hosts hasadyl been parasitized or not, and whether

previously laid eggs are fresh or older.

Introduction

Parasitoid females are expected to adapt theiositipn strategies in different ways in order
to maximise their reproductive success. For exantpky could adjust their offspring sex
ratio to environmental factors (Godfray, 1994). Gueh factor which has been studied in
depth is the level of intraspecific competition.cAcding to the Local Mate Competition
theory (LMC; Hamilton, 1967), females foraging adoon a patch produce more daughters
than sons, while females competing on a given patijast their oviposition strategies to an
unbiased sex ratio. By depositing more sons, allemareases the chance that her sons will
inseminate most of the females in the reprodugbateh, including her own daughters and
those of other females (King, 2002). While the LN@&ory was primarily developed for
gregarious species, it can also be applied toasplgpecies which reproduce on an aggregate

of hosts and are thus considered as semi-gregaf@adfray, 1994). The LMC model can
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also be applied to indirect competition, i.e., wheam isolated female is confronted with
already parasitized hosts (Werren, 1980; Shukat.eR006; Darrouzet et al., 2008). In this
situation, females adapt their sex ratio as if tagyin a direct competition situation, even if
they never encounter a conspecific female.

When a female encounters a parasitized host, sheitizer reject it and continue to
search for unparasitized hosts, or accept it apdrparasitize that host (i.e., lay an egg on an
already parasitized host). Gregarious as well &gpspecies can superparasitize hosts, but
in solitary parasitoids, the presence of supernargefjuveniles results in a contest
competition and the death of all but one immatuildgs competition has been defined as
lethal larval combats (Ueno, 1997), physiologiogpmession (Vinson & Hegazi, 1998), or
scramble competition (Mayhew & Hardy, 1998). Whihe expected fitness gain per host is
lower when females superparasitize, superparashiseolitary species can be adaptive under
certain conditions (van Alphen & Nell, 1982), foraenple, when the number of unparasitized
hosts is small or when travel time between patdbhdseng (van Alphen & Visser, 1990;
Waage, 1986). In fact, this behaviour is adaptivenvthe second egg laid on an already
parasitized host can win the competition with tingt immature (van Baaren & Nénon, 1996).
In some species, females perform ovicide (i.elinkilthe first egg) before ovipositing. In this
situation, females restore host quality and the snce again acceptable for oviposition
(Godfray, 1994).

In solitary parasitoids, as females have to op&ntieir investment in eggs on a given
host, they need to be able to assess the qualityabhost and the probability of survival of
their progeny. Female parasitoids have been showlistriminate between unparasitized and
parasitized hosts in several species (Gauthiek,e1396; Weber et al., 1996; Santolamazza-
Carbone et al., 2004; Darrouzet et al., 2007). Hewneadditional information could also help
the female to adjust her progeny allocation onaalyeparasitized hosts, such as the sex of the
juvenile on the host (van Baaren et al., 1999)adse (Visser et al., 1992), or its species
(Gauthier et al., 1999). Age, i.e., the developnsage of the first juvenile, is an important
factor, as it could strongly influence the surviellan egg laid on an already parasitized host.
The probability of survival of the second egg gefigrdecreases as the time between the first
and second oviposition increases (van Baaren & NéhB96). This is due to the previous
hatching of the first egg: the first instars adiyveeek eggs and larvae on the hosts, and try to
eliminate these competitors by attacking them witiir mandibles (van Alebeek et al., 1993).
If the survival of the second juvenile dependsimdevelopment stage of the first, we could

expect a strong evolutionary pressure on the fernmalee able to assess this development
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stage and to adjust her oviposition strategy aaaglgl While some studies have shown the
influence of the time interval between ovipositiamsa female’s acceptance of a parasitized
host (Yamada & lkawa, 2005), or on the survivathd second egg laid (Visser et al., 1992;
van Baaren & Nénon, 1996), these studies have emrglly investigated these two aspects
in combination. However, Goubault et al. (2003) dnahown that females of the solitary
pteromalidPachycrepoideus vindemni&ondani adapt their oviposition strategies accaydi
to the development stage of the first juvenilerfregg to pupal stages. Furthermore, the
period of egg maturation on the host could be galdrly important. Because of the capacity
of the first immature to kill eggs, the survival @fsecond egg should strongly decrease after
the first egg hatches. Therefore, the ovipositimatsgies of superparasitizing females during
this period (before hatching) are crucial to tHémess. To our knowledge, the capacity of
parasitoid females to assess egg development astaphior to superparasitism has never
been demonstrated.

The main purpose of this study was to investigateether isolated females of a
solitary parasitoid wasp can assess the develoainstagge of a previously deposited egg and
if they adjust their reproductive strategy accogtim Anisopteromalus calandrakloward
(Hymenoptera: Pteromalidae) is a solitary gendraistoparasitoid which attacks many
coleopteran pest larvae and pupae (Ahmed, 1996)isanged throughout the world for
biological control of pests in seed stock. We itiggded (1) the host-discrimination capacity
(ability to discriminate between unparasitized gadasitized hosts) of ovipositing females,
and (2) the survival probability of an experimelhytaleposited egg under superparasitism
conditions depending on the time interval after tinet egg was laid. We then analyzed
whether females could adapt their oviposition styas, i.e., superparasitism, ovicide, and
offspring sex ratio, when confronted with a hostag#ized by an egg just laid and a host

parasitized by an egg about to hatch.

Materials and methods

Rearing conditions

Anisopteromalus calandrae were reared in the laiyran larvae and pupae of one of their
natural hosts from the tropical zones of West Afri€allosobruchus maculatus (Fabricius)
(Coleoptera: Bruchidae). Both C. maculatus and #ardrae originated from Ivory Coast
(collected in 2000) and were reared in the laboyatmder conditions close to that of their
area of origin: 12 h light at 30 °C, 12 h dark at°Z, and 71% r.h. Two homozygous strains

7C
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of A. calandrae were isolated in 2003, one red-egathnt (R) and one black-eyed wild type
(B), to allow the offspring to be monitored. As yius studies found no differences in
oviposition behaviours between the two strains (0o Khanh et al., 2005; Darrouzet,
personal observations), the oviposition strateggrdy one strain was tested in the following

experiments.

General methods

To obtain parasitoid eggs, five gelatine capsubaheontaining on€. maculatud 4 larva
were offered to a group of 10 virgi. calandraefemales of a single strain confined to an
arena (2.5 cm higk 8 cm in diameter). Hymenoptera parasitoids repredwy arrhenotokous
parthenogenesis, whereby fertilized (diploid) egtgvelop into females and unfertilized
(haploid) eggs into males. By using virgin females were thus able to obtain male eggs
only, thereby preventing a bias due to the sexggberesented to tested females. The bruchid
L4 larvae were placed inside the capsules afterovamfrom seeds by dissection and
selection by size (9.12 £ 0.20 mg). The gelatingsakes mimic the bruchid pupal chamber in
the seed and are accepted for oviposition by fesn@darrouzet et al., 2003). Oviposition
activities occurred at L12 (30 °C): D12 (22 °C) antPo r.h. At the end of the exposure
period, eggs on parasitized hosts were locatedrundessecting microscope and manipulated
as described below.

Mated females were obtained by placing a 2-h-algirifemale with a 24-h-old virgin
male of the same strain in a Petri dish. Mating e@sirmed by direct observation.

Host discrimination capacity of an ovipositing fdena

We wished to investigate whether females are abtiscriminate between unparasitized and
parasitized hosts. Groups of 10 virgin femalesa(stB) were exposed to five hosts for 8 h.
Parasitized capsules were isolated and stored°& dvernight. Capsules with parasitized
hosts (one egg per host) were then used to preppreductive patches that were offered to
isolated mated females of strain R. Each patchatoed a circle of six equidistant gelatine
capsules each containing one host. To perform ggtge of hosts with different qualities,
two areas were prepared (Darrouzet et al.,, 200ifget adjacent capsules contained one
unparasitized host, and three contained a hossipaesl 24 h earlier by a virgin female of
strain B. For 5 days, individual R-mated females (til) could lay eggs in patches containing

unparasitized and parasitized capsules (two 4-bsaxe periods per day).
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At the end of each 4-h exposure period, the postaf all eggs laid on unparasitized
and parasitized hosts were noted and each eggitaalhost was transferred onto a different
unparasitized host and deposited in a separatencalPlexiglas sheet closed by a Plexiglas
cover-slide until emergence of the parasitoid adi{Darrouzet et al., 2003; 2007). At
emergence, the maternal origin of each individuas wdentified by its eye colour (strain R or
B). The sex ratio (proportion of males) was notedmergence for the individuals (secondary
sex ratio) in each series of experiments (with @hewt indirect competition). At the start of
each 4-h period, entire patches were replaced ¢Daet et al., 2003; 2007).

The sex ratio of females without competition wastoalled in another experiment in
which R-mated females were confronted with patawaposed of six unparasitized hosts.

The experiment was performed as previously desdribe

Survival of supernumerary eggs

We wished to investigate whether the developmegesbf an egg on a host could influence
the survival of a second egg added to that hosgivifemales of both R and B strains were
offered hosts for a 1-h period and eggs were deltk@as previously described. Eggs of a
given strain (R or B) were deposited individually @ host and stored in a climatic chamber.
After different time intervals covering the entatevelopment of the first egg, i.e., 0 (n = 79),
2(n=176),5(n=282),6 (n=2380), 22 (h =50),(84& 61), and 30 h (n = 77), a second freshly
laid egg from the other strain was added to thegiized host. Under our experimental
conditions, hatching took place after about 31 kip@sition intervals of 8-16 h were not

considered because that would imply that ovipasitmok place during the night, when A.

calandrae females do not oviposit (Lebreton, peisaiservation). The replicates were
balanced so that the first eggs deposited camesalegually from one strain or the other. At
emergence, the phenotype (eye colour) of the sumgyivndividual was noted for each

oviposition interval.

Discrimination of the age of eggs

Are females able to discriminate between a hosigu#zed by an egg just laid (2 h) and one
parasitized by an egg about to hatch (28 h)? Theseextremes were used to analyse the
oviposition behaviour of females confronted withstsoof different quality. Strain B virgin
females were allowed to oviposit during 2-h intés\@n unparasitized hosts. After this period
and/or after 28 h, gelatine capsules with parasitizosts were collected. One capsule of each
category (2 or 28 h, only one egg per capsule)plaa=ed in a Petri dish in a climatic chamber
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and presented to an R-mated female for a choitdrtes61). The oviposition sequence was
noted: first capsule visited, capsule selected the capsule on which the female settled after
examining the patch), time elapsed before ovipmsjtiand oviposited capsules. After
oviposition, the female was removed and each eggtremsferred onto a different host and
deposited in a separate cell in a Plexiglas shett @mergence of parasitoid adults. After
emergence, the sex ratio of the second egg la@hijfted by the adult’'s eye colour) and the
mortality rate of the first egg laid (to determimdether the action of the second female
would interfere with the development of the firgige were determined for each kind of

selected capsule (2 and 28 h).

Statistical analysis

To analyse host discrimination capacity, a nonip&tac paired design (Wilcoxon test) was
used to compare the number of eggs laid on thespiaead and unparasitized hosts and the
number of hosts parasitized yAtest was performed to analyse sex ratios.

The proportion of surviving eggs deposited undgpesparasitism conditions was
analysed in relation both to oviposition intervafed to each B-R and R-B combination using
a General Linear Model (GLM) with a logit link aradbinomial error distribution. Factor
effects were analysed usingyatest on a complete model containing the followéftects:
oviposition intervals, combination of strains, @hd interval*combination interaction.

To analyse whether females could discriminate geedad the egg, #-test was used to
analyse the choice test results and the sex Aatiesher’s exact test was used to compare sex
ratios with a small sample. A non-parametric Manhitiey U-test was used to analyse the
laying time. Analyses were carried out with R s@iftev(R 2.1.1, R Development Core Team,
Free Software Foundation Boston, MA, USA). Fortefits, a threshold level of P<0.05 was

used.

Results

Host discrimination capacity

In an indirect competition context, significantlyore unparasitized hosts were attacked (Z =
2.93, P = 0.0033) and more eggs were laid on theam on parasitized hosts (Z = 2.93, P =
0.0033:Figure 16). The overall sex ratio in the entire patch wasdke biased (0.4237 = 7.1,
d.f. = 1, P = 0.007) and not different from thoaiel Iby females without competition (0.37;
=1.84,d.f. =1, P =0.17). The sex ratio depdste unparasitized hosts (0.42) was similar to
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that on parasitized hosts (0.44;= 0.18, d.f. = 1, P = 0.67). Under our conditioh6% of
eggs failed to develop.

@ UnP capsules
3 0- O P capsules 30

e e

Mean no. hosts attacked
Mean no. eggs laid

Attacked host Eggs laid

Figure 16 Mean (x SE) number dfallosobruchus maculatusosts attacked and eggs laid by mated
Anisopteromalus calandraemales per patch (n = 11) when ovipositing onauagitized (UnP) or
previously parasitized (P) hosts. ** P<0.01.

Survival of supernumerary eggs

The proportion of surviving eggs deposited undgresparasitism conditions was similar for
the two strains (R and B; GLM: Deviance = 0.29, d.1, P = 0.59), and their variations with
oviposition intervals were not significantly difeart (GLM: Deviance = 2.03, d.f. = 1, P =
0.15). The incidence of survival decreased as ®¥ijpn intervals increased (GLM: Deviance
= 34.83, d.f. = 1, P<0.001kigure 17). The probability of survival of two eggs laid
simultaneously on the same host was the same (§.530.26, d.f. = 1, P = 0.61), whereas it
decreased to 0.16 for an egg deposited 30 h &ftdirst egg Figure 17). In our experiments,
15% of B eggs and 18% of R eggs failed to develogeu single-development conditions,
with no difference between the two strainzs:( 0.21,d.f. =1, P =0.65).
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Figure 17 Relationship between the proportion of survividgisopteromalus calandraeggs
deposited under superparasitism conditions andtithe elapsed since the first egg was laid.
Proportion of surviving eggs observed (diamond) lnear regression (solid line). No differences
were found between the two strains.

Discrimination of the age of eggs

In the choice test, 9.8% of females did not exanaing capsule. There was no significant
difference in the first capsule visited, but thenfdes selected the hosts parasitized for 2 h
significantly more often than those parasitizedZ8r (Table 1). About half (49.1%) of these
females did not lay eggs on parasitized hostswhén they did, it was significantly more
often on those parasitized for 2Taple 1). Forty-eight percent of ovipositing females laial
egg on a host after rejecting the other one; mbtem (73%) rejected the 28-h capsule and
laid eggs preferentially on the 2-h parasitizedt fgs= 4.49, d.f. = 1, P = 0.03). Duration of
oviposition was similar for 2-h and 28-h parasitizests (53.3 £ 5.03 min for 2 h and 52.5 +
10.46 min for 28 h; Z = 0.47, P = 0.64).

The sex ratios of eggs laid on 2-h and 28-h parasithosts were similar (0.12 and
0.15, respectively; Fisher's test: P = 0.49) amdde biasedyf = 13.5, d.f. = 1, P<0.001).
Under superparasitism conditions, the mortalitye raf the first egg laid (22%) was not
significantly different from the control (16.5% fsingle parasitism) under our experimental
conditions ¢* = 0.87, d.f. =1, P = 0.35).
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Table 1Behavioural and oviposition strategiesAgsfisopteromalus calandraemales confronted with
Callosobruchus maculatusosts parasitized once, at 2 or 28 h previousiynber of host larva types
visited first, selected, and oviposited upon byfeéraale wasps.

Host parasitized Host parasitized 2 d.f. P-value

2 h previously 28 h previously

First capsule visited 33 22 2.20 1 0.138

Host selected 34 13 9.38 1 0.002

Egg laid 19 8 4.48 1 0.034
Discussion

The present study demonstrates thatalandraefemales adapt their level of acceptance of a
parasitized host according to the development effitst egg laid on the host. In solitary
parasitoids, where only one adult can emerge frohost whatever the number of eggs
initially laid, it is adaptive for females to disguish between unparasitized and parasitized
hosts. However, the quality of parasitized hosty ray due to the development of the first
juvenile, and the female may gain an advantagdasgyichination based on that quality.

As expectedA. calandraefemales discriminated unparasitized from parasitinosts
and laid more eggs on unparasitized hosts whiclddoel considered to be of better quality.
This discrimination ability has been demonstratednost parasitoid species tested (Gauthier
et al., 1996; Santolamazza-Carbone et al., 2004roDzet et al., 2007). Fok. calandrae
females, the benefits of recognizing parasitizedtidranslate into a higher probability of
egg-survival on unparasitized hosts. The sex raiasluced by isolated females when in
indirect competition are female-biased and noteddht from those produced by females
which are not in a competition context. These tsswin counter to the LMC theory (Werren,
1980), which predicts that under indirect competitconditions females will produce more
sons in order to inseminate daughters of other liesn&loweverA. calandraeis a solitary
species, and it is possible that females do natsadpeir sex ratio as predicted by the LMC,
as already observed iAnaphes nitensirault (Santolamazza-Carbone & Cordero Rivera,
2003). In our experiment, all the eggs offeredemdles were male; under this condition, if
females are able to recognize the sex of eggsqushi laid, laying more males is with no

benefit to them when no female eggs have beenitaithe vicinity. A similar result has
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previously been reported by Werren (1984) witasonia vitripennigWalker) females, in
which the sex ratio was not influenced by the caitipa context when the first female was
virgin.

Our main results indicate that calandraefemales can recognize whether the hosts
they encounter have been parasitized by eggsgisiol by eggs about to hatch. They can
therefore adapt their oviposition according to ftvebability of their offspring reaching
adulthood. When two eggs are laid at the same ¢imhe same host, their chance of survival
is about 50%, but the incidence of survival of seeond egg deposited on a parasitized host
decreases to about 16% when the time interval l@etwlee two ovipositions increases. Hosts
with an egg which is about to hatch are thus ofeloguality for the female, who therefore
avoids these hosts, ovipositing preferentially aeeently parasitized host, i.e., one on which
their offspring has a greater chance of survivaisTesult suggests that calandraefemales
have developed highly sensitive discrimination cépes to maximize their fithess. However,
the present study analysed the oviposition strasegf females confronted with hosts
containing eggs at developmental extremes. We dlichnalyse their capacity to discriminate
between hosts containing eggs at intermediate deredntal stages, although this affects the
probability of their offspring winning the compébih.

How can a female assess the developmental stag@m@viously deposited egg? Is it
the same cue used by a female to discriminate aspaed from parasitized hosts? Host
discrimination is often mediated by a chemical neatfvan Alphen & Visser, 1990) deposited
on the seed or host by ovipositing females. Thiss&nce originates from the Dufour gland
and is deposited after oviposition (Marris et dl996; Jaloux et al., 2005). Under our
experimental conditions, we observed that halffdmeales that laid an egg oviposited after
visiting and rejecting the other host, which wasially the 28-h parasitized host. Before
rejecting a host, many females examined the capsthetheir antennae, without introducing
their ovipositor into the capsule (Lebreton, peedanbservations). This suggests that there
could be a chemical cue at the surface of the ¢approbably perceived by receptors on the
antennae. The females’ ability to discriminate kdasa the time elapsed since a previous
oviposition could be based on a quantitative oritpieve modification of this marker. It is
also possible that different cues give sequemntiarmation about the parasitized status of the
host over time (Outreman et al.,, 2001) and could responsible for the observed
discrimination of egg age. Further studies are theessary to determine the nature of the

cue involved in discrimination b4. calandrae
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When encountering parasitized hosts, females calsld kill the first egg (ovicide)
prior to ovipositing their own egg. However, thevlonortality level of the first egg laid
suggests thad. calandraefemales do not perform ovicide. In fact, ovicideoinly adaptive
when the time and energy costs to the female whpafiorm it are low compared to the
benefit gain for her egg (Netting & Hunter, 2000he fact that ovicide is not performed by
A. calandraefemales could be due to their inability to localipreviously deposited eggs
precisely.

To conclude, the present work furthers our undeditey of the recognition and
avoidance of already parasitized hosfsiisopteromalus calandrademales detect the
parasitized status of hosts and act accordinglguperparasitized hosts, the probability of the
first parasitoid larvae winning the contest witmspecifics increases with the time interval
between ovipositions. Females have therefore dpedlchighly sensitive discrimination

capacities regarding host quality in order to iaseetheir fitness.
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Modifications of the chemical profile of hosts afte
parasitism allow parasitoid females to assesartie t

elapsed since the first attack
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Abstract

In solitary parasitoids, only one adult can emdrgm a given host. In some of these species,
when several eggs are laid on the same host, superary individuals are eliminated by
lethal larval fights. In the solitary parasitofhisopteromalus calandraghe probability a
second larva win the fight strongly depends ontiime elapsed since the first oviposition.
The most the first egg is old at the moment atséond egg is laid, the less the second egg
have chance to win the competition. As a conseqjefemales of this species lay
preferentially their eggs on recently parasitizedth rather than on hosts parasitized by an
egg about to hatch.

A. calandraefemales parasite bruchid larvae located into cangeeds. In a series of
choice test experiments using an artificial seedtesy, we demonstrated that the cue
perceived by parasitoid females allowing them txdminate hosts parasitized for different
times is not brought by the seed nor by the eggiqusly laid but by the host. Moreover,
pentane extracts of bruchid larvae elicited a simiésponse than hosts themselves. This cue
is perceived at short range distance, indicatirag themicals involved in this discrimination
are probably partly volatile. Interestingly, altlgbuparasitism stops hosts’ development, their
cuticular profiles continue to evolve, but in difat way than those of unparasitized hosts.
Indeed, chemical analyses of pentane extracts shiff@rences in the cuticular profiles of
hosts after parasitism evolving with time and ptipaat the origin of the discrimination by

parasitoid females.

Introduction

Parasitoid females have to localize hosts to layr thggs. This location is often mediated by
semiochemicals which could have different origsisch as volatiles released by plants when
attacked by herbivores, chemical markers left bst females when they oviposite or host sex
or aggregative pheromones (For a review see (HiékkévicNeil, 2008). For example, the
Aphid parasitoidAphidius erviHymenoptera: Braconidae) is attracted by volatdmitted by
the blackcurrant when attacked by Aphids (Birkdttak, 2000). In the same way, the
Pteromalid wasp®inarmus basalisand Anisopteromalus calandraeould localize their
hosts, Bruchid larvae, into cowpea seeds thanktémical marker deposited by the Bruchid
females after oviposition (Kumazaki et al., 20000era et al., 2002).

After locating their hosts, females have to decidiech hosts to parasite. Indeed, all the

hosts are not of equal quality and one of the nmogortant parameter influencing this quality
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is the parasitized status of hosts. Already parasithosts are often considered as worse
qguality hosts compared to unparasitized ones, Isecafi the competition between larvae
resulting from several clutches laid on the samst l{Godfray, 1994). In some solitary
parasitoids, when several eggs are laid in or enstime host, larvae fight until the death of
all but one immature. Only one adult can therefareerge from a given host in these species
(Hubbard et al., 1987). Parasitoid females are rgdlgeable to discriminate these two
categories of hosts (Gauthier et al., 1996; Webalt.£1996; Darrouzet et al., 2007; Lebreton
et al., 2009b). This discrimination capacities doble based on different chemicals like
markers deposited by the first parasitoid duringapiéisation (Volkl & Mackauer, 1990) as
well as alarm pheromones produced by the hosf igtdr having being stung for the first
time (Outreman et al., 2001). It seems thus disatdggeous for a parasitoid female to lay
several eggs on the same host or to lay eggs eadylrparasitized hosts. This behaviour
called superparasitism has though been demonstraiedbe adaptive under certain
circumstances especially when unparasitized hastyery scarce or when travels between
oviposition patches are too long (van Alphen & ¥i54.990).

When females are confronted to several parasitimests, the survival probability of
their offspring could vary from one host to anotkepending on different factors. Among
these factors, the time elapsed between the twpositions is one of the most important
(Visser et al.,, 1992; van Baaren & Nénon, 1996; ltaali et al., 2003; Lebreton et al.,
2009b). In fact, at the moment when the secondietaid, the older the first egg is, the less
the second egg will have a chance to win the coitigret This is due to the previous hatching
of the first egg. The earlier the first egg hatchlted more the larvae originating from this first
egg will have time to kill the second egg priorite® own hatching (Godfray, 1994). In a
previous study, we demonstrated that, in the syglitactoparasitoidAnisopteromalus
calandrae the survival probability of a second egg stronggcrease when the time interval
between the two ovipositions increases (Lebretad.e2009b). Whereas two eggs laid in the
same time interval have about the same probalityvin the competition, the survival
probability of the second egg reach only fifteemcpat when it is laid few times before the
hatching of the first egg. As a consequence, fesnklg preferentially their eggs on host
recently parasitized rather than on those parasitiz/ an egg being about to hatch (Lebreton
et al., 2009b). The present study aimed to identifg stimuli at the origin of this
discrimination capacityA. calandraefemales parasite larvae of bruchids contained into
cowpea seeds. When a female encounters a seedaunia host, she taps the surface of the

seed with her antennae to precisely locate the hAndtthen, she inserts her ovipositor into the
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seed in order to probe the host. The cue percdwyetemales could thus come from an
external marker deposited by the first female aftgposition. But it could also be due to an
internal marker originating from the host in respemo the first sting or from the presence of
the eqgg itself.

In the present study, we wished to investigate drethe cue perceived by females and
involved in the discrimination between hosts paizei for different times is originated from
the seed, the host or the egg. For this purposeg @ artificial seed system (Gauthier &
Monge, 1999; Darrouzet et al., 2003), we perforraeseries of choice tests, in which we
presented to females either parasitized seeds,pgg®usly laid or parasitized hosts. After
locating the cue, we identified the chemical signablved by gas chromatography and mass

spectrometry analyses.

Materials and Methods

Insects Rearing

Anisopteromalus calandraeere reared in the laboratory on larvae and pupaebruchid
Callosobruchus maculatugColeoptera: Bruchidae). BotG. maculatusand A. calandrae
originated from Ivory Coast (collected in 2000) amere mass-reared under conditions close
to that of their area of origin: 12 h light at 29,°12 h dark at 22 °C, and 65% r.h.

Behavioural analyses

In order to obtain parasitized hosts, we used #fical seed system composed by gelatine
capsules which contain a bruchid larva (GauthiemM&nge, 1999; Darrouzet et al., 2003).
The bruchid L4 larvae were placed inside the cagssafter removal from seeds by dissection
and selection by size. Five capsules were proptzsadyroup of five virgin females during a
two hour period, in a climatic chamber. Because Elyapteran parasitoids reproduce by
arrhenotokous parthenogenesis, virgin females afeleto lay only male eggs which avoid a
bias due to the sex of the eggs during the chesie At the end of the exposure period, eggs
on parasitized hosts were located under a disgectiicroscope and parasitized artificial
seeds were selected for choice tests.

Choice tests were composed by two artificial seet® parasitized for two hours
(recently parasitized capsule) and the other pi#zedifor 28 hours (parasitized by an egg
being about to hatch) in a Petri dish (Lebretomalet2009b). In order to determine whether
the cue perceived by females is located on theutapsn the egg, or on the host, three
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categories of tests were performed by proposinghtee different parts of the artificial seed

system to the females. In test 1, choice testsistomsthe presentation of 2 hours and 28
hours old parasitized capsules containing an uspeed host. In test 2, 2-hour-old and 28-

hour-old eggs were proposed in a clean capsul@nomnparasitized host. Finally, in test 3,

hosts parasitized for 2 hours and 28 hours, ontwlggs had been previously removed, were
proposed in a clean capsule.

In a previous study, we demonstrated that matedalEsndistinguish 2h and 28h
parasitized artificial seeds (Lebreton et al., 2000 order to avoid a bias due to the mating
status of females, in the present study, we alséraoted mated females to these choice tests
in a climatic chamber (29 °C, 65% r.h.). All theigasition sequence was observed (first
capsule visited, capsule with oviposition). Theagesnded as soon as females lay an egg on
the selected capsule but lasted no more than twosho avoid the hatching of the first egg
during the test. After the test, females were resdofrom the Petri dish. The first capsules
visited and the selected capsules were noted. Topogion of females selecting each
category of capsules in each category of test Wwas talculated and compared to those
obtained in a control choice test from a previcuslg (with capsules containing all the parts
of the system: the parasitized host with its edg the parasitized capsule) (Lebreton et al.,
2009b). Statistical analyses were performed wijthiast

Chemical Analysis of hosts’ cuticular profile

We managed to identify chemical compounds presenhasts’ cuticle. For this purpose,
samples of one bruchid larva were extracted in lL@fypentane, in which 2 pL of an internal
standard (C20) were added, for 1 miBamples were analyzed with a Perkin-Elmer
Autosystem XL GC (Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USAJuipped with a flame ionization
detector (FID) and interfaced with Turbochrom waoaki®n softwareEach sample was dried
up to 2 pL. These 2 pL were then injected in the 3T injector heated at 220°C in splitless
mode, and analyzed using a BPlcapillary column wWes temperature programmed from
50°C (2 min hold) to 310°C at 7°C/min with a fifadld of 10 min. Five categories of hosts
were analyzed: Larvae parasitized for 2h (P 2hR&m (P 28h) and unparasitized Larvae
stored in the same conditions than 2h (UnP 2h)8br [Zarasitized hosts (UnP 28h). As after
28h, some of unparasitized larvae evolve to a ppapstage, unparasitized pre-pupae (UnP
Pre-pupae) were also analyzed. The components tereidentified by GC-MS analysis,
performed using a Hewlett-Packard 5890 GC systaupled to a 5989A MS, controlled by a

HPUX chemstation. A “2h parasitized hosts” and &H'Zarasitized hosts” samples were
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injected in the GC/ MS injector following the samegram as described above. In order to
analyze whether there was a difference in the alaticprofile of the different categories of
hosts, we performed a discriminant analysis basedhe relative amount of the 30 major

peaks.

Bioassays with hosts chemical extracts

In order to confirm that compounds observed in G8-&e responsible for the discrimination
of the time elapsed since the first ovipositiongarasitoid females, we performed another
series of choice tests. In these tests, mated &nfak42) were confronted to two capsules,
each containing an unparasitized host on which egosited an extract of parasitized hosts.
These extracts were obtained by immersing indidlgd®0 hosts parasitized for 2h or 28h in
200 pl of pentane for one minute. Then, 2ul of eextiact (2h or 28h; equivalent to one
host) were deposited on an unparasitized hostqueblyi rinsed in pentane to remove its own
chemical compounds. One host of each category (with “2h parasitized” or “28h

parasitized” extract) were used to perform the ahdests. Tests took place in a climatic
chamber as previously described. First capsuldedisand capsule with oviposition were
noted. The proportion of each category of capsulssged in first and on which females

oviposited was then calculated. Statistical analysere performed with #-test

Results

Behavioural Analysis

In tests 1 and 2, parasitoid females visited it fas many capsules of each category (tegt 1,
=0.03,dl =1, P=0.87;test £ = 0.61, dl = 1, P = 0.43) and laid as many eggsach
category of capsule§igure 18 test 12 =1.58, dl =1, P =0.21; test2,=0.03,dl =1, P =
0.85). In test 3, most of females (69.2%) visitedfirst the capsules containing the 2h
parasitized host rather than the 28h parasitizestl fpo= 7.69, dl = 1, P = 0.006). Moreover,
most of them (72.7%) selected the 2 hours paraslitiosts to lay their eggBigure 18, 2 =
6.82, dl = 1, P = 0.009). This result is in accoiawith that observed when females were
confronted to the whole systemigure 18; control;y? = 4.48, dl = 1, P = 0.034).
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Figure 18 Proportion of females selecting each category tficial seeds to lay their eggs (2h or
28h parasitized) when confronted to each categbmgsts: the whole parasitized system (control),
parasitized capsules with an unparasitized host {fg eggs on an unparasitized host into a clean
capsule (test 2) and parasitized hosts on whick egge previously removed, in a clean capsule (test
3). Marks show significant differences between prapns observed and a random distribution of
50:50. * p<0.05; ** p<0.01.

Chemical Analysis of hosts’ cuticular profile

The GC-MS analysis shows the presence of 44 maakpFigure 19) and 71 identified
component Table 2) on hosts. These include a series of n-alkanesnagtthyl-branched
alkanes (@s-Css, Table 2). The same compounds were found on the differateégories of
hosts but in different proportion$dble 2). The discriminant analysis underlines a diffeeenc
between UnP Pre-pupae and UnP Larvae (UnP 2h:.63; 8l = 30.1, p = 0.020; UnP 28h: F
= 3.35, dl = 30.1, p = 0.023) and no differenceseneund between the two categories of
UnP Larvae (F = 1.21, dl = 30.1, p = 0.F¥gure 20). Whereas P 2h were not different from
UnP 2h (F =1.28, dl = 30.1, p = 0.30), P 28h wafferent from P 2h (F = 3.64, dl = 30.1, p
= 0.018) and had a tendency to diverge from UnP(E8h 2.39, dl = 30.1, p = 0.07Bjgure
20). P 28h were also different from UnP Pre-pupae 12, dl = 30.1, p = 0.03Eigure
20).
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(B). I1S= internal standard.
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Table 2 Cuticular hydrocarbons present on the host’s @itiith their relative amount on each category
of host

Peak Hydrocarbons ECL? CN°

Relative amount (% of total)
UnP 2h UnP 28h P2h P 28h UnP pre-

pupae
1 n-C25 25.00 25 0,59
2 3-MeC25 25.68 26 0,44
3 n-C26 26.00 26 0,46
4 9MeC26 26.3 27 0,04
5 6-MeC26 26.47 27 0,00
6 5-MeC26 26.49 27 0,05
7 4-MeC26 26.51 27 0,10
8 3-MeC26 26.67 27 0,13
9 n-C27 27.00 27 10,19
10 9-MeC27 27.30 28 518
11 7-MeC27 27.32 28 '
12 5-MeC27 27.43 28 0,57
13 9,15-DiMeC27 27.59 29 0,25
14 3-MeC27 27.69 28 3,36
5,9-DiMeC27 27.72 29
15 n-C28 28.00 28 3,70
16 3,9-DiMeC27 28.05 29 0,24
17 10-MeC28 28.26 29 0,65
18 6-MeC28 28.30 29 0,06
19 4-MeC28 28,50 29 0,28
20 2-MeC28 29 0,04
21 3-MeC28 28.64 29 0,41
22 n-C29 29.00 29 47,55 34,47 36,66
23 15-MeC29 29.28 30
13-MeC29 29.28 30
11-MeC29 29.28 30 7,52
9-MeC29 29.30 30
7-MeC29 29.32 30
24 5-MeC29 29.39 30 0,27
25 9,13-DiMeC29 29.49 31 6,05
26 7,11-DiMeC29 29.60 31 193
7,13-DiMeC?29 29.60 31 '
27 3-MeC29 29.68 30 4,08
28 n-C30 30.00 30
3,9-DiMeC29 30.05 31 367
3,11-DiMeC29 30.05 31 ’
3,13-DiMeC29 30.05 31
29 14-MeC30 30.28 31 1,11
12-MeC30 30.28 31
30 10,14-DiMeC30 30.48 32
9,13-DiMeC30 30.48 32 0.95
8,12-iMeC30 30.48 32 ’
8,18-DiMeC30 30.48 32
31 n-C31 31.00 31 3,76
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32 15-MeC31 31.28 32
13-MeC31 31.28 32
11-MeC31 31.28 32 2,27 1,98 2,97 3,34 2,47
9-MeC31 31.30 32
7-MeC31 31.30 32

33 9,13-DiMeC31 3146 33 2,43 2,81 3,23 3,48 3,75
34 7,11-DiMeC31 3159 33
7,13-DiMeC31  31.59 33

3-MeC31 3166 32 0,44 0,24 0,39 049 0,52
5,13DiMe-C31  31.64 33
35 unknown 0,30 0,38 0,38 0,33 0,51
36 n-C32 32.00 32 0,04 0,08 0,06 0,06 0,15
37 3,9,13-TriMeC31 32.05 34 0,25 0,29 0,30 0,34 0,46
38 14-MeC32 32.28 33
12-MeC32 3208 33 0,18 0,20 0,26 0,28 0,30
39 10,14-DiMeC32 32.46 34 0,11 0,15 0,21 0,20 0,16
40 n-C33 33.00 33 0,13 0,13 0,10 0,15 0,29
41 15-MeC33 33.28 34
13-MeC33 3308 34 0,31 0,30 0,48 0,59 0,50
42 11,15-DiMeC33 33.48 35
9,13-DiMeC33 3348 35 0,48 0,64 0,75 0,89 0,94
7,11-DiMeC33  33.60 35
43 n-C35 35.00 35
13-MeC35 3529 36 0,04 0,09 0,13 0,15 0,09
44 13,17-DiMeC35 35.46 37
11,15-DiMeC35 35.48 37 0,02 0,06 0,12 0,17 0,09

9,13-DiMeC35 35.48 37
®ECL = Equivalent Chain Length
®CN = Carbon number

Bioassays with hosts chemical extracts

Most of females (70.7%) visited the capsule comagithe “2h parasitized” extract in first?(
=7.04,dl =1, P =0.008). Ovipositing females éaven a tendency to lay a little more eggs
on these hosts (64.3% vs. 35.7% on hosts with &&h “parasitized” extract) but the
difference is not significangf{ = 2.29, dl = 1, P = 0.13).

Discussion

Chemicals are known to play a crucial role for hosation in parasitoids (Afsheen et al.,
2008). Host cues could have many different origunsh as oviposition markers (Kumazaki et
al., 2000; Onodera et al., 2002), chemical resideéisby adult hosts on the substrate
(Colazza et al., 1999; Peri et al., 2006; Colazzal.e 2007), chemicals originally from host
faeces (Meiners et al., 1997; Steidle et al., 2@8iner et al., 2007; Inoue & Endo, 2008) or
even possibly carbon dioxide (Hilker & McNeil, 200&ome of these chemicals arise from
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adults’ activity and are often used by egg or |laparasitoid females to locate their hosts.
However, other chemicals could directly come frarnvde and these compounds could not
only give the information of the presence of a hbst also of the parasitized status of this
host (Outreman et al., 2001). In our study, we showew level of information as

semiochemicals could inform the parasitoid on e telapsed since the first parasitism.
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Figure 20 Discriminant analysis based on the relative amadithe 30 major peaks of the cuticular
profile of the different categories of hosts (Lévie parasitized for 2h or 28h, unparasitized lrdda
stored in the same conditions than 2h and 28h piaesshosts, and unparasitized pre-pupae).

With a series of choice tests, we demonstratedttieatcue perceived by females to
inform them on the time elapsed since the firsposition is nor located on the seed, neither
produced by the egg, but situated on the host.r€sults show that most of tested females
visited the capsule containing the 2 hours paresithost in first (test 3, 70%), indicating that
compounds implicated in this discrimination capaa@te not detected by contact but at a
distance. When females were introduced in the ehtast, they came near the capsules and

reached out their antennae before choosing a @jlsebreton, personal observation). This
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observation indicates that the cue is perceivea sttort range distance. In a previous study
(Lebreton et al., 2009b), when parasitoid femalesewconfronted to the complete system
(parasitized capsule, parasitized host and egg) ptbhportion of them which visited the 2
hours parasitized host in first was not so markeah tthose observed in the present study
(60%). In this previous experiment, females weneframted to a more “noisy” environment,
as other cues could be present on or into the seertsas oviposition markers or chemicals
produced by the egg. In fact, infochemicals havebéo distinguishable from the noisy
background (Turlings et al., 1995; Hilker & McNe#008). These other cues could in some
extent mask the compounds emitted by the host ¢&der & Hilker, 2008).

When females were confronted to the chemical comg®uonly (experimentally
deposited on an unparasitized host), they weracatil by the host exhibiting the “most
recently parasitized” profile. However, althougleyhhave a tendency to lay their eggs onto
these hosts, this choice is not as marked as fetshwally parasitized (Lebreton et al.,
2009b). This result suggests that several cuesdcactually be necessary for a female to
perfectly assess the quality of hosts. During ih& parasitismA. calandraefemales also
paralyze their hosts by injecting venom into théssts (Lebreton et al.,, 2009a). In this
experiment, hosts are unparasitized and are threrefat paralyzed. It is possible that hosts
firstly perceived by females as “recently paraetiiiosts” at a distance, are then considered
as not really parasitized because of their nonlyeed status.

In a previous study, Outreman and coworkers (280dyved that an alarm pheromone
produced by Aphids after being parasitized allowsapitoid females to determine whether a
host is already parasitized or not. They correlaedantennal rejection of parasitized host
with the presence of the pheromone in the houteviiig the first parasitism. Then, as the
pheromone disappeared, the antennal rejection ma&gsfor a sting rejection. This result
indicates that several cues could succeed to digesame information. In our study, the
difference in the cuticular profile of hosts is rtipvisible after 28 hours. It is thus possible
that this cue could not inform parasitoids on tlaapitized status of hosts just after the
parasitism whereas other cues, such as ovipositankers deposited by parasitoids, give the
information for shorter periodsActually, when A. calandrae females oviposite on
unparasitized hosts, they generally deposit a anbstwith their ovipositor after laying an
egg (Lebreton, personal observation). Moreover,nndanfronted to parasitized capsules (test
1), females have a tendency to select a little i2&dours parasitized capsules even if this
difference is not statistically significant fromrandom choice. This observation could be in

accordance with an oviposition marker more detéetabortly after its deposit. Oviposition
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markers are originally from the Dufour gland. An calandrag the Dufour gland contains a
mix of n-alkanes (G to Ggg) (Howard & Baker, 2003).

Our results show differences in the cuticular pegfiof hosts analyzed. First,
concerning unparasitized hosts, their profiles ddpan their developmental stages, as larvae
and pre-pupae exhibit different profiles. Concegniparasitized hosts, their profile also
evolves with time, as it is different between hqgsésasitized for 2h and 28h. However, it
evolves in a different way than in unparasitizedteoAlthough unparasitized pre-pupae and
28h parasitized hosts’ profiles closed in accordinghe first discriminant variable, they
diverged from each other according to the secoadridninant variable. This result suggests
that parasitism affects the evolution of hosts’figo The compounds identified (a series of
linear and methyl alkanes) were in accordance thtdse previously identified by Howard
(2001). Although these hydrocarbons consist in helng chains, in our choice test
experiments, parasitoid females were able to détedime elapsed since the first oviposition
at a short range distance, i.e., outside the capduévertheless, considering the high
temperature in our experimental procedure (29°@hesof these compounds could be semi-
volatiles (Said et al., 2005). It is thus possibiat only the lighter component play a role in
this discrimination. This hypothesis is in accordamwith our results which show that the
major difference between 2h and 28h parasitizedshiss located on these compounds.
However, this hypothesis remains to be tested. Weropossibility should have been the
spontaneous oxidation of these heavy cuticuladdigo volatile aldehydes or alcohols, as
already observed in other insect species (Bar8eliones, 1983; Bartlelt et al., 2002).
However, the compounds involved in this discrimimatare pentane-soluble by immersing
bruchids into the pentane solution and are theeedpolar and probably not so volatile.

To conclude, the present study suggests that eiffezues could be useful to totally
assess the wholeness quality of a host. It higtdigh evolution of the hosts’ cuticular profile
after having being parasitized, allowing followinggrasitoid females to assess the time
elapsed since the first parasitism. Even if thislatwon is perceptibly different from an
unparasitized host, it seems to follow the sameébajldirection. Interestingly, whereas
parasitism stops the growth of hosts and disables tto reach the pupation, it does not stop
the evolution of their cuticular profile. This rdisthus opens new questions on the incidence

of parasitism on host metabolism.

91



Troisieme partie Combats larvaires et stratégigsomee

Article 4

Sex allocation strategies in response to conspscifi

offspring sex ratio in solitary parasitoids

Lebreton, S., Chevrier, C. & Darrouzet, E.
(en révision pouBehavioral Ecology
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Abstract

Parasitoid females adjust their offspring sex raticorder to maximize their fitness. The
optimal sex ratio they produce varies with sevéaators, but especially with competition
level. In solitary species, only one adult can egadrom a given host, whatever the number
of eggs laid. In some species, the mortality ofesapmerary individuals could be due to
larval combats. This ability to fight could varyi one sex to another within species. In this
way, when females explore an already parasitizesl patch, the sex ratio of previous eggs
can influence their fitness. These two factors dothlus strongly influence females’ sex
allocation strategies. However, this predictionuasss that parasitoid females can assess the
sex of eggs previously laid by conspecifics. Weduisest acceptance and sex ratio behavior
to test this capacity, and our experimental dat&ige the first evidence for this capacity in a
parasitoid species. Females of the solitary ectsiaid Anisopteromalus calandrae
discriminated the sex of eggs already laid by aspenific, but only when these eggs had
reached a certain developmental stage. They ad#épedoffspring sex ratio as predicted by
Hamilton’s “sex ratio games” model, allocating $ex of their eggs differentially according
to the sex of eggs already on the hosts on whiep ¢lviposited. In this way they prevented a
lethal larval fight between their sons and the fiemahey could potentially mate after their

own emergence, simultaneously increasing the stoé®oth the mothers and their sons.

Introduction

Sex ratio and sex allocation strategies have a&tdimgact on the fitness of individuals. While
a number of organisms produce equal numbers ofsretel females (Fisher, 1958), the
females of a wide range of species have been showadjust their offspring sex ratio, for
example, birds (Komdeur et al., 1997), protozoamagites (West et al., 2001) and parasitoid
wasps (Godfray, 1994). In parasitoid Hymenopteeaydles adjust their offspring sex ratio
through arrhenotokous parthenogenesis, wherebyliZedt (diploid) eggs develop into
females and unfertilized (haploid) eggs into malEsmales adapt their sex allocation
strategies in response to several factors such oa$ duality (Charnov et al., 1981),
environmental constraints (King, 1987), overlappiggnerations (Charnov, 1982) and
competition level, which is one of the most impaottéactors (Hamilton, 1967; Werren, 1980;
West et al., 2000; King, 2002). In his Local Matengpetition (LMC) model, Hamilton
(1967) showed that isolated females produce a feimaked sex ratio, producing the

minimum number of sons able to inseminate theirgdters. If the number of egg-laying
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females increases, they adapt their sex allocati@tegies, producing more sons in order to
inseminate the daughters of other females. Thisryhapplies to a population of females, and
the cues they perceive to evaluate the level ofpatition could be either direct (the presence
of n females) or indirect (e.g. the presence ogqggviously laid in a patch) (Werren, 1980;
Shuker & West, 2004; Darrouzet et al., 2008). As pinesence of eggs on hosts has been
shown to be the primary mechanistic cue of seoratlaptation in a competition context
(Shuker & West, 2004), the features of a previolugch should thus influence the sex
allocation strategy of a second female. One impont@rameter is the sex ratio of the first
clutch; females should adjust the number of sory firoduce according to the number of
female eggs laid by other females. In this caserder to maximize their fithess, females
should assess the sex ratio of the first clutchs Thpacity has never been demonstrated in
any parasitoid species. However, in gregarioussiards, Hamilton (1967) predicted that if a
female is able to recognize the sex of eggs alrgaelsent on hosts, the optimal sex ratio of a
female which superparasitizes these hosts will teps the sex ratio of the first clutch. This
“sex ratio games” model was further adapted by Wre(d980) who incorporated the relative
clutch size. The main predictions of these supagtism models are that, for a given clutch
size, females will lay a higher proportion of ma&ggs when a majority of females have
already been laid on the host. The proportion dereggs should then decrease as the number
of female eggs on hosts decreases. More recehigetsuperparasitism models have been
extended, incorporating the characteristics of ifigespecies. InVielittobia spp, for example,
the model has been extended to cover lethal coarhahg adult males to explain extremely
female-biased sex ratios (Abe et al., 2003). LilsewiShuker et al. (2005) included
asymmetrical competition for mates between malesume of asynchronous emergences that
occur in the wasplasonia vitripennis

These models were primarily developed for gregarigpecies in which several
individuals could emerge from one host. While ipagrs that it is less relevant for solitary
species which generally lay single eggs, it colddektended to those which reproduce on an
aggregate of hosts. In fact, an aggregate of homitd be considered as a single host on
which several parasitoids develop at its expengen(d, in fact, only one individual emerges
from a given host of this aggregate). The fact thay one adult can emerge from a host,
whatever the number of eggs initially laid, is dr@timportant constraint in solitary species.
This mortality is due either to lethal larval corts@ar physiological suppression (Godfray,
1994). In species where larval fights occur, thet instars actively search for eggs and larvae

on the hosts and try to eliminate these competibgraittacking them with their mandibles
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(van Alebeek et al., 1993). However, this abilayfight varies from one sex to another within
species (van Baaren et al., 1999). Differencesompetitive abilities could be explained by

morphological differences between male and femateake, such as the number of bristles
involved in mobility, an important feature in latvgghts (van Baaren et al., 1997; 1999).

This asymmetry could strongly affect the ovipositistrategy of a female performing

superparasitism (laying an egg on an already pgaredihost). We could thus expect that
ovipositing females would avoid laying eggs on badteady parasitized by an egg belonging
to the better sex competitor and/or have a tendeéadgy their better sex competitor on

already parasitized hosts.

In this study, we investigated the ability of feemlof the solitary ectoparasitoid
Anisopteromalus calandraeHoward (Hymenoptera, Chalcidoidea, Pteromalidae) t
distinguish the sex of eggs previously laid by aspecific. Assessing the exact nature of
previously laid eggs is especially importantAn calandraebecause females, depending on
their physiological state, tend to select alreadsapitized hosts (Lebreton et al., 2009a). We
investigated: (1) the larval combat ability of nwland females in this species, and (2)
whether ovipositing females could assess the sexgs previously laid, and how they adjust
their sex allocation strategies, based on both'sk& ratio games” model and lethal larval
fights between sexes.

Materials and Methods

Rearing conditions

Anisopteromalus calandradoward (Hymenoptera, Chalcidoidea, Pteromalidae) solitary
ectoparasitoid of a wide range of coleopteran pm@stie and pupae (Ahmed, 1996), used
throughout the world for biological control of pgsh seed stocks. Two homozygous strains
of A. calandraewere isolated: one red-eyed mutant (noted as &par black-eyed wild-type
(noted as B) (Do Thi Khanh et al., 2005). The ukthese two strains enabled us to monitor
the offspring of a given female. Parasitoids werassareared on larvae of the bruchid
Callosobruchus maculatua a climatic chamber: 12 h light at 28 °C, 12drkdat 22 °C, and
65% r.h.

Sex competition in larval combat

To obtain eggsA. calandraefemales were allowed to lay on an artificial sesygtem
composed of gelatine capsules (Darrouzet et &d3R2dhe bruchid larvae were placed inside
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the artificial seeds after removal from seeds Isgelttion and selection by size (9.12 + 0.20
mg). The gelatine capsules mimic the bruchid pepamber in the seed and are accepted for
oviposition by females.

To analyze whether females or males were bettepettars in larval combat, virgin R and
mated B females were allowed to lay egggComaculatudarvae for two hours. In a previous
study, no differences were found in the competitbdities of the two strains (Lebreton et
al., 2009b) and therefore only one combination pagormed in this study. Mated females
were obtained by placing a 2-hour-old virgin femeli¢gh a 24-hour-old virgin male of the
same strain in a Petri dish. Mating was confirmgdlioect observation. Random eggs of the
B strain (males or females) were deposited indizliguwith a random egg of the R strain
(male) on the same host (h=284) and placed in araepcell in a Plexiglas sheet closed by a
Plexiglas cover-slide until emergence of the p#wabiadults (Darrouzet et al., 2003;
Darrouzet et al., 2007). At emergence, the phereoand sex of the surviving individual was
noted.

The survival rate of an egg laid on an already $iazad host decreases sharply as the
time between the two ovipositions increases (Leoret al., 2009b). To investigate how the
fighting abilities of male or female larvae varytiwthe time interval, random eggs of the B
strain (males or females) were deposited indiviguaith a random egg of the R strain (male)
laid with a 28-hour time interval (the first eggoaib to hatch) on the same host as described
above (R egg laid first: n=217; B egg laid first217). At the same time, we determined
precisely the proportion of each strain winning alefmale combat by placing two eggs laid
by a virgin female (one of each strain) on the s for the two intervals described above
(eggs laid at the same time: n=79; eggs laid wiBlainterval: n=86).

When eggs laid by B mated and R virgin femalesptaeed together, two categories
of larval competition occur: one between a B fenald an R male, the second between two
male larvae (one R and one B). Individuals emergiftgr larval fights are thus either B
females, B males or R male¥aple 3. As we were unable to determine precisely the
proportion of R males emerging from each categdrygbt, we had to make an estimate, as
shown inTable 3. From the number of females and the estimated pumibmales emerging
from a female/male combat, it was then possibleldétermine which sex was the better

competitor in larval competitions.
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Table 3Estimation of the number of R males emerging irheztegory of larval fight.

Competition categories

B female/R male B male/R male total
B Bfemale Bmale Btot
Emerging strain B B .
THOLE THOLE
R Rror - |: P - Emﬂ!a P - Bmﬂ!a Rtot
Fil Fil

In bold, the observed number of emerging individuBs represents the proportion of B male
winning a male/male fight with an R male, obtaiwgth competition between offspring of virgin
females.

Egg sex discrimination

Isolated mated R females were exposed to 2 hosthoice test experiment, using the same
artificial seed system as previously described. Bwst had previously been parasitized by a
male egg (laid by a virgin B female) and the ottnea male or female egg (laid by a mated B
female). To examine whether females’ ovipositioratsigies evolved with the embryonic
development of the egg already on the host, twes@&f experiments were performed, one
with two-hour-old eggs (obtained just after ovipimsi) and the second with 28-hour-old eggs
(just before hatching). The choice tests took pliaca climatic chamber (L12:D12, 30°C:
22°C, and 71% r.h.) and ended as soon as the feraddean egg, with a maximum time of 2
hours. The oviposition sequence was observed:itstechpsule visited, the capsule selected
(corresponding to the capsule on which the femetitesl after examining the patch), and the
capsule with oviposition. After oviposition, thenfale was removed and each egg was
transferred onto a different host and depositealseparate cell in a Plexiglas sheet in order to
avoid larval fights. After emergence, the phenotyReor B) and sex of individuals were
noted, enabling us to differentiate between egfged to females during the choice tests and
those laid by tested females. Female/male (2h, n2&3 n=43) and male/male (n=32) choice
tests were then analyzed separately. For each argitenf test, the hosts selected for
oviposition were noted, and the sex ratio of eggs by tested females (proportion of males)
was calculated. Because other recent models inctgpaharacteristics of other parasitoid
species or parameters which are not applicabke talandrag we compared these sex ratios

with those predicted by Werren’s modxg¥), which included asymmetry in clutch size:
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X*:szo(T+1)—2x0

2T
whereX, is the sex ratio of the first clutch and T theaaif the eggs laid by the first and

second females (Werren 1980).

Statistical analyses

To analyze which sex is the better competitor mdhfights, we used g-test to compare the
proportion of females and males emerging from eeategory of fight to a theoretical
proportion of 50:50. To compare the offspring satias laid by tested females on each
category of host (previously parasitized by a maiefemale egg), ap?-test was also
performed. Next, to compare these sex-ratios wits¢ predicted by Werren’'s model, we
performed a Fisher's exact test. Analyses wereiethrout with R software (R 2.1.1, R
Development Core Team, Free Software FoundationoBoMA, USA) and a threshold level

of P<0.05 was set.

Results

Sex competition in larval combat

Following larval combats between males laid atdame time, each individual had an equal
probability of winning the competition, as 53% ofrBales and 47% of R males emerged
(x?=0.26, df =1, p=0.61; Fig. 1). Thus, the proportaf R males surviving R male/B male
combats with eggs from B-mated females should @poesent about 47% of these combats.
We can thus estimate, as described in the methecisos Table 3), that the number of
emerging males represents only about 23.5% of feal@le combatsHigure 21). These
results demonstrate that female larvae have supseroger male larvae in larval fights
(x3=35.5, df =1, p<0.001) and have a higher probigidli winning than a male laid under the
same conditions (0.74 vs 0.538=15.3, df =1, p<0.001Figure 21). Under our experimental
conditions, in 8.8% of cases, no individuals reacheéulthood.

When eggs were laid with a 28h interval, the prdiglof the second male winning
the competition against a first male was only 2%7®igure 21). The estimated percentage
of females laid 28h after a male egg which emergech these combats is thus 53.12%.
Under these conditions, females lose their suprgnagainst a male laid 28h before
(¥?=0.0017, df =1, p=0.97) but have a higher surviagd than a male egg laid under the same
conditions (0.25;2=7.48, df =1, p=0.006Figure 21). When the female is laid first, the
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estimated survival probability of a second malel&7%, which is not different from its
probability of winning the fight when the two egaie laid at the same time (23.5%%+1.34,

df =1, p=0.25). Under our experimental conditions]6.0% of cases, no individuals reached
adulthood.

O first egg laid

B second egg laid

percentage of male and female
larvae winning each category of fight

10/ [0 g for |&

8

Same time interval 28 h time interval

Figure 21 Percentage of larvae of each sex emerging aftégha in a two-larvae contest. Both
male/male and female/male competition were invagtid) with either individuals laid at the same time
or with a 28 hours time interval. The outcomes afefmale fights were observed directly, while those
of female/male fights had to be estimated (for nuetails, refer to the method section). With regard
to eggs laid at the same time, first and second e@ge chosen arbitrarily.

Egg sex discrimination

With regard to host selection, when confronted witlixed patches containing hosts
previously parasitized by a male and a female Aggalandraefemales first visited an equal
number of each category of capsules, whatever ¢heldpmental stage of the eggs provided
(2 hours old:x?=0.03, df =1, p=0.87; 28 hours olg=0.01, df =1, p=0.90). While they
selected an equal number of hosts parasitized Iy amal female eggs when confronted with
2-hour parasitized hostg2€0.0, df =1, p=1.0), they selected more hosts giiizad by a
female egg when confronted with 28-hour parasitizests (65.4% of selected host3:4.90,
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df =1, p=0.03). Nevertheless, they laid as manysegghosts parasitized by a female as by a
male egg, whatever their developmental st&ggufe 22, 2-hour-old,?=0.04, df =1, p=0.83;
28-hour-old2=2.80, df =1, p=0.09).

kkk

B male eggs laid
0.9

08 |11]12 16| 27 1616
0.7

[] female eggs laid

0:-.
g Q g9 dd

2h-old eggs 28h-old eggs 2h+28h

Proportlons of male and female eggs lald

Figure 22 Adjustment of the females’ offspring sex ratio aclog to both sex and the developmental
stage of the eggs of a previous clutch. Proportiohsnale and female eggs laid on previously
parasitized hosts obtained in a male/female chisewith 2-hour-old (just after oviposition) or-28
hour-old (about to hatch) eggs, or a male/maleaghtest (in male/male choice tests, as results are
similar whatever the developmental stage of figgjse(Fisher test, p=1.0), results with 2-hour-oid a
28-hour-old eggs have been pooled). Marks showtesstal difference between the sex ratio of eggs
laid on hosts previously parasitized by a male &ggd) by a female egg (*** p<0.001). The values in
each bar represent the number of tested femalpssitéd on each category of host.

With regard to sex allocation, when confronted vathost parasitized by 2-hour-old
male or female eggs, the females allocated theraga (proportion of males) of their
offspring (SR=0.10) in the same way as those coitdch with a host containing only male
eggs (SR=0.06) Higure 22, Fisher test, p=0.93). However, females allocatexkes
differentially on hosts parasitized by a male oné¢e egg when these eggs were 28 hours old
(about to hatchi-igure 22). In this case, they produced more sons on hér&tsdy parasitized
by a male egg (SR=0.55) than on those parasitigedfbmale egg (SR=Figure 22, Fisher
test, p<0.001).

10C
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WhenA. calandraefemales were confronted with patches containing hests, one
parasitized by a female and one by a male egg dbctch X,=0.5), they laid eggs with a
sex ratio of 0.17, which is similar to the valuedicted by Werren’s modeX{=0.22; Fisher
test, p=1.0). When there were only male eggs otshs=1), the observed sex ratio (0.06)
was also similar to that predicted by the modetQ; Fisher test, p=1.0).

Discussion

In some solitary parasitoids, because of asymnsetridarval combats (van Baaren et al.,
1999), the survival probability of an egg laid undmiperparasitism conditions depends
largely on the sex of other eggs laid on that hbserefore, in these species, the ability of a
female to assess the sex of eggs previously laittidave a direct impact on her fithess. The
present study provides evidence of this capacityparasitoid species.

In A. calandrae when two eggs are laid during the same time vatefemale larvae
win more larval combats than males, with about 7&%ights ending in a female victory.
Therefore, when the previous eggs have been rgckant, females often lay a female egg
(which has a higher probability of winning the cagtipon) under superparasitism conditions.
Interestingly, in this study, females never laithale egg on a host already parasitized by a
female egg. Because males are poorer competitéasvia combats, a male egg laid on a host
already parasitized by a female egg has a low jibtyaof reaching adulthood. Therefore, a
female should avoid laying a male egg in this s$itua Moreover, if the male wins the
competition, it means that it killed the femalevke, and by killing females before their
emergence, it reduces its own reproductive sucetbe adult stage. Therefore, by not laying
male eggs on hosts already parasitized by femajs, g calandraefemales avoid a lethal
fight between their sons and females which theyldcquossibly mate after their own
emergence. In this way, females increase both stogis’ reproductive success and their own
fitness. However, the loss of fithess induced blinkf a female would be negligible
compared to the low probability of winning the figiithis would therefore be the main factor
explaining why females did not lay any male egg$osis previously parasitized by a female
egg.

Although the supremacy of females in larval figtsuld be mainly attributed to
fighting abilities, we cannot exclude the possipilihat an intrinsic differential mortality
between sexes during their egg or larval developnpamtly explains this competitive
asymmetry. However, without fight, under our expemtal conditions, the mortality of

males was generally low (less than 10%, Lebretersgnal observation) and not significantly
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higher than the mortality of clutches containinghbonale and female eggs. This cannot
therefore be the only factor responsible for therametry.

Nevertheless, females did not avoid laying egghasts parasitized by female eggs
(the better sex competitor) as might be expectady Bven had a tendency to select a capsule
containing a host parasitized by a female egg whereggs were about to hatch. However,
when female eggs were laid on a host which had peessitized for a long time by a male
egg (28h), they lost their supremacy in larval fgghlwith only 50% of females emerging from
a male/female competition, although they still hadhigher probability of winning the
competition than a male egg laid under the samelitons (50% vs 25%). Consequently,
being laid 28h after a first male reduces the podita of winning the competition by 25%,
whatever the sex of the second individual. Thisrelege is mainly due to the previous
hatching of the first egg, as the larva from thistfegg could kill the second egg before it
hatches (Godfray, 1994). But when the first indidtlaid is a female, the probability of a
second individual winning the fight if it is laicB& later seems to decrease only slightly (less
than 5% for a male). This result could thus be &xygld either by an inability of females to
localize other eggs or by a weaker aggressiverfdssnales towards these eggs. In any event,
this result could partly explain why ovipositingriales have a tendency to select more hosts
parasitized 28h before by a female egg. In factthese hosts, their offspring have little risk
of being killed before hatching.

Nevertheless, hosts which have been parasitize@8adnours, especially by a male
egg, could thus be considered as worse qualityshashich could explain the higher
proportion of sons laid on these hosts, as preatliotethe “host quality model” (Charnov et
al., 1981). Moreover, the loss of female supremadgrval fights could induce less benefit in
laying only female eggs. Under this condition, ahthe second individual has a non-null
probability of winning the fight, it could be bettfor the female to lay a male egg, which is
less costly to produce as it does not use spermatdzdeedA. calandraefemales mate only
once, and after successive matings, males do anwdfar enough spermatozoids to females to
produce female eggs throughout their reproductiee(Do Thi Khanh, 2005). In this case, it
is possible that females become sperm limitedouict thus be more profitable for females to
adjust their sex allocation strategies accordintheosex ratio of the first clutch (in order to
maximize their offspring’s reproductive successhea than to their offspring’s fighting
abilities. A. calandraefemales have previously been shown to responddt bocal Mate

Competition and host quality (Nishimura & Jahn, P9
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Previous experimental studies failed to demonstategg sex discrimination ability
in parasitoids (van Baaren et al., 1999), in spite number of theoretical studies dealing with
this topic (Hamilton, 1967; Suzuki & Iwasa, 1980gkkén, 1980; Abe et al., 2003). Werren
(1980) suggested that the relative size of the tWbches is more important in sex ratio
adaptation than the sex ratio of the previous bluktowever, according to this model, for a
given relative clutch size, the sex ratio of thstfclutch plays a primary role in sex allocation
strategies. In 1999, van Baarehal. were unable to demonstrate this discriminatioracp
in a solitary parasitoid specie&r{aphes victys but the hosts offered to the second females in
their study had been parasitized less than one befare. It is possible that eggs have to
reach a certain developmental stage for femalbg @ble to distinguish their sex. The present
study demonstrated that calandraefemales adjust their sex allocation strategiey @arien
they are confronted with 28-hour-old eggs (aboutdtch) and not when eggs are 2 hours old
(recently laid). While we showed that females mayenno benefit in adjusting their offspring
sex ratio when they are confronted with newly lagd)s, this lack of laying adjustment could
also be due to an inability to discriminate the sé&newly laid eggs. Ovipositing females
could thus perceive a cue which evolves as the dggslop. However, there are no visible
morphological differences between male and femgggs enA. calandraeprior to hatching
(personal observation). It is therefore possibét dygs produce a sex-related cue during their
development which could be perceived by oviposifergales. However, to our knowledge,
differences in the chemical profile of eggs acaogdio their sex have never been shown.

While sex ratio games have already been identiiredome experimental studies
(Werren, 1980; Werren, 1984; Shuker et al.,, 2006¢ &t al., 2007), the present study
confirms the model first described by Hamilton,,i.en adjustment of offspring sex ratio
according to those of conspecifics. In line witle tmodels of Hamilton (1967) and Werren
(1980),A. calandraefemales only laid a higher proportion of male egdegen females were
laid in the vicinity. In fact, females have no benm laying male eggs if there are no female
eggs nearby to inseminate after their emergenceéhétsame time, when females compete
with virgin conspecifics, they are not expectedtiust their offspring sex ratio in the same
way as when confronted with only mated competitditss hypothesis is supported by the
constrained model (Godfray, 1990), which predicta@e female-biased offspring sex ratio
when females are confronted with constrained canBpe (virgin, sperm-depleted or mated
with a sterile male) in order to compensate for eélxeess of males in the population. This
factor could be important i\. calandrag as females mate only once, the proportion of

constrained females could be significant. The preséudy suggests that, if this theory is
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valid in this species, the main mechanistic cuegieed by mated females could be the sex of
eggs laid by virgin females rather than their n@status. Indeed, they do not produce more
males when confronted with male offspring of matednales; our results show that
ovipositing females responded to the sex of eggsipusly laid, not to the mating status of
their mother.

To conclude, sex allocation has already been shiowipe adjusted in response to
several factors, such as the number of femalestjwrelbrood size, dispersal status, etc. (West
et al., 2005). Here, we demonstrated an extra levebmplexity, showing that females can
adapt their offspring sex ratio in response to ¢hofsclutches laid by a previous conspecific.
Through their high discrimination capacity, femats detect the reproductive strategy of
conspecifics, thereby increasing their sons’ masingcess, and at the same time their own

fitness.
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Conclusion de la partie

Les femellesA. calandraeont développé d’importantes capacités de discation leur
permettant de distinguer des hotes parasités thratites qualités. Elles sont ainsi capables
de discriminer d'une part un héte récemment padsiépuis 2h) d'un hdte parasité par un
ceuf sur le point d’éclore (depuis 28h) et d’autaet un héte parasité par un ceuf méle ou
femelle. Cette aptitude est fondamentale chezdpsams solitaires, pour lesquelles la ponte
de plusieurs ceufs sur un méme héte se traduirdgsacombats mortels entre larves. CAez
calandrae les femelles sont de meilleures compétitrices ldes combats larvaires. Plus
I'intervalle de temps entre deux pontes augmentaahs le deuxieme individu pondu aura
de chance de gagner le combat. Ainsi, lorsqu’'umeefie pond sur un héte déja parasité
depuis 28h par un ceuf male, la probabilité quedestendant remporte I'affrontement est
réduit de 25% quel que soit le sexe de celui-ciisM@arsque le premier ceuf pondu est une
femelle, la probabilité de survie d’'un individu (m&n l'occurrence) pondu 28h aprés ne
diminue que de 5% par rapport aux chances de sgquwikaurait s’il était pondu en méme
temps. Ce résultat semble indiquer que les lameelles éliminent moins leurs compétiteurs
au stade ceuf que les larves males.

Lorsqu’elles sont confrontées a des hotes paragaesies ceufs males, les femelles
parasitoides choisissent préférentiellement desshédcemment parasités pour y pondre,
augmentant ainsi la probabilité de survie de ldascendants. Cette discrimination est rendue
possible grace a des modifications du profil cdéize de I'héte aprés le premier parasitisme
qui s’accentuent avec le temps ; les femelesalandraeétant capables de percevoir ces
différences.

En ce qui concerne le sexe des ceufs précédemmmshigdes parasitoides ont besoin
gue ceux-ci aient déja atteint un certain staddédeloppement pour pouvoir déterminer leur
sexe. A ce moment |a, les femelles pondent une giasde quantité de fils sur des hétes
parasités par des ceufs males, mais uniqguemenutdes ceufs femelles sont déja pondus
sur d’autres hotes a proximité. Elles adaptent deancpropre sex-ratio de ponte en fonction
du sex-ratio des ceufs préecédemment pondus danerdenement. La ponte des fils sur des
hétes parasités par des ceufs méles et non par diss femelles peut s’expliquer par
I'existence des combats larvaires. En effet, unenp@indu sur le méme hote qu’une femelle
n'aurait que peu de chance de gagner le combaaitidd la suprématie des femelles ; et s'il

remportait la victoire, cela signifierait qu’il ait tué une femelle avec laquelle il aurait pu
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éventuellement s’accoupler aprés son émergencetrbaétudes seront nécessaires quant a

I'identification du ou des signaux permettant aemélles de distinguer le sexe des ceufs.
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Ce travail de thése nous permet d’apporter desafitsmmouveaux pour la compréhension des
stratégies comportementales employées par les lEmelarasitoides, lorsqu’elles sont
confrontées a des patchs de ponte déja exploitédgsafemelles de la méme espdeg\re

23). Ainsi nous avons pu mettre en évidence que loetlgs sont confrontées a un patch de
ponte hétérogéne, composé d’hotes de diversestapjales femellesAnisopteromalus
calandrae percoivent la qualité de ces différents hotes,mhins ceux présents dans leur
proche environnement. A l'instar des femelles delbi@uses autres especAsdbara tabida
(van Alphen & Nell, 1982)0oencyrtus nezara€Takasu & Hirose, 1988):pidinocarsis
lopeziet Leptomastix dactylopijvan Baaren & Nénon, 1994)inarmus basaligGauthier et

al., 1996), Dinocampus coccinellagOkuda & Ceryngier, 2000)Phymastichus coffea
(Castillo et al., 2004)Eupelmus vuillet{Darrouzet et al., 2007) ou bien enctetaphycus
flavus(Tena et al., 2008)), elles sont capables dendisér les hotes déja parasités des hotes
non parasités (Lebreton et al., 2009a; Lebretam.e2009b). D’autre part, lorsque plusieurs
hétes sont parasités, elles peuvent discriminex geiviennent d’étre parasités de ceux qui
sont parasités par un ceuf sur le point déclorbigien et al., 2009b). De plus, nous
démontrons pour la premiére fois chez un paragtgite lorsque les ceufs présents sur ces
hétes sont a un stade de développement prochédesion, les femellesont capables de
reconnaitre leur sexe (Lebreton et al., soumis).

Grace a ces capacités de discrimination les fem@llecalandraepeuvent adapter
leurs stratégies de ponte. Si elles pondent astantles hotes parasités et non parasités dans
des conditions expérimentales de ponte de courtéedude maniére générale, elles
s’alimentent préférentiellement aux dépens d’h@ég parasités (Lebreton et al., 2009a).
Cela est en relation avec leur état physiologide,( réserves nutritives). L’état
physiologique conditionne également la stratégiplep@e aux dépens de ces hotes, a savoir
la ponte et/ou I'alimentation. Toutefois, lorsqlesl sont testées sur une durée plus longue
(une semaine), les femelle®\. calandrae ajustent leurs stratégies en pondant
préférentiellement sur des hotes non parasitésretgnséquent de meilleure qualité pour le
développement de leurs descendants (Lebreton €08Bb).

De plus, lorsqu’elles sont confrontées a des hdéa parasités, elles vont pondre
préférentiellement sur ceux qui le sont depuis geettemps pour assurer a leurs descendants
une plus grande probabilité de survie. Dans nostrg nous avons pu montrer que plus le
temps écoulé depuis la premiere ponte était imphriglus la probabilité qu’un individu
pondu en deuxieme gagne la compétition larvairg ttidole (Lebreton et al., 2009b). Une

analyse chimique couplée a une étude comportenseatpermis de montrer que le choix de
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la femelle était basé sur une évolution du prafticulaire de I'hdte au cours du temps aprés

le premier parasitisme (Lebreton et al., in prep) .

Localisation
de INhabitat N
i de I'hét Dlscrlmlr‘!aEmn du statut
parasité de I'hte
Départ du 3 Locsiiatian {Lebreton et al., 20093, b}
patchde de I'hate Détermination du temps écoulé
ponte depuis la premiére ponte
(Lebreton et al., 2009b, in prep)

g~ Rejet de

\ ? I'hite
=¥ Retraitde Choixde

jteur I'hdte

Discrimination du sexe de I"oeuff
{Lebreton et al., soumis)

Acceptation
antennaire
de 'hd

Margquage
de I'hdte

‘ Etat physiologique de la
femelle
{Lebreton et al., 2009a)

”_Alimentation
sur I'hote

(’_ ‘ Acceptation
Adaptation du sex-ratio de I'hote

(Lebreton et al., soumis)

Introduction de
I"ovipositeur

Rejet de
I'hite

Figure 23 Schéma récapitulatif des résultats obtenus au awrita thése (modifié d’aprés Vinson, 1998).
Les stratégies de pontes des femelescalandraedépendent a la fois de facteurs environnementaux
comme la qualité des hétes (en bleu) ainsi queadiedirs internes tels que leur état physiologicure (
rouge). Les femelles percoivent a distance le sfatasité de I'hbte ainsi que le temps écoulé idelau
premiéere ponte lorsque celui-ci est parasité. Lgedlg est en contact antennaire avec la grairie, pelut
distinguer le sexe de I'ceuf présent sur I'hote gigéa I'intérieur de la graine, lui permettantaiiater son
sex-ratio de ponte en conséquence. Quant a I'taiglogique de la femelle (age, réserves nutsjive
influence a la fois le choix de I'h6te ainsi questaatégie employée aux dépens de celui-ci (aliatiemt
et/ou ponte).

Enfin, si une femelle est confrontée a des hoéteasfias par des ceufs sur le point

d’éclore, elle va adapter sa ponte en fonctionake sle ces ceufs. De plus, elle va éviter de
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pondre un fils sur un héte parasité par un ceuf femen effet les femelles sont de meilleures
compétitrices lors des combats larvaires (Lebretal., soumis).

Ces résultats aménent a se poser certaines guesQuels sont les mécanismes qui
pourraient étre impliqués dans les différents chaexla femelle ? Sur quels criteres une
femelle peut-elle se baser pour choisir de pondrdense nourrir en fonction de la qualité de
I'hdte ? Quels pourraient étre les stimuli respblesa de la discrimination d’hdtes de
différentes qualités ? Comment les femelles sdaesetapables de déterminer le statut

parasité d’un hote ainsi que le sexe des ceufsgiméatent pondus ?

En quoi un hote parasité est-il plus avantageux pats’alimenter ?

Les trois quarts des femelles s’alimentent prétékbament aux dépens d’hbtes déja parasités
(Lebreton et al., 2009a). Ce choix d’un hbte paégsour se nourrir peut étre adaptatif car ces
hétes sont également paralysés. Pour fabriquers léuibes alimentaires, les femelles
introduisent leur ovipositeur dans I'hnéte. Aprémjéction de certaines substances (Fulton,
1933), un liquide clair remonte le long de l'ovifiesr en se solidifiant le long de celui-ci
jusqu’a la surface de la graine (Pupedis, 1978).fdraelle retire alors doucement son
ovipositeur du tube ainsi formé et vient poser memdibules a I'extrémité de celui-ci pour
ponctionner 'hémolymphe. Cependant, les tubesealtaires restent des structures fragiles et
le moindre mouvement de I'héte suffit a les cagebservations personnelles). Les femelles
parasitoides sont donc contraintes de paralysétel’avant de s’alimenter. Or, la paralysie
repose sur la synthese et l'injection d’'un veningdBh6te avant la ponte (Quicke, 1997), ce
qui a un codt. S'alimenter aux dépens d’'un héta g&rasité économise donc le colt de la
paralysie. Les femelles qui privilégient I'alimetiten a la ponte sont probablement celles qui
ont les réserves nutritives les plus faibles etanti par conséquent besoin de les renforcer.
Cela leur permet d’augmenter leur longévité et aefiser I'ovogenese afin de maximiser
leurs chances de se reproduire ultérieurementlighil1993; Ueno, 1999b; Giron et al.,
2002; Rivero & West, 2005). Il semble donc impottanur ces femelles de minimiser le co(t
énergétique nécessaire a l'alimentation. Elles efdivoutefois maximiser I'apport nutritif en
choisissant la source de nourriture la plus riéDe.les hbtes parasités sont aussi ceux qui
présentent la plus faible concentration de lipidass leur hémolymphe par rapport aux hétes
non parasités (Lebreton et al., 2009a). Les fem@égasitoides se trouvent alors confrontées
a un compromis entre réduire le colt énergétigdié I'alimentation (en ce nourrissant sur
des hotes parasités) et maximiser I'apport énepgeét{en se nourrissant sur des hotes non

parasités).
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Le gain énergétiqgue global {fF pour une femelle se nourrissant sur un hoéte
correspond a la différence entre I'énergie acglaisede I'alimentation (E) et le colt de cette
alimentation (C) divisée par le temps nécessaite palimenter (T) :

g, -2 C
T

Ainsi, une proie représentant la plus grande ressou’énergie (E) n'est pas
forcément la plus profitable si le colt (C) ou éenps (T) passé pour s’alimenter est trop
important (Elner & Hughes, 1978). Dans notre castdmps passé par les femellgs
calandraepour se nourrir (T) sur chacune des deux catégolrtgtes est similaire (67,8 min
sur un héte non parasité contre 71,2 min sur ue kéfja parasité). Cette composante ne
devrait donc pas intervenir dans le choix de I'hdBans la plupart des modeles de
maximisation d’énergie pour le choix des proiegrfergy maximization models »), le co(t lié
a l'alimentation (C) est en général éliminé, satqge qu’il est considéré comme négligeable
face a I'énergie acquise lors de l'alimentation ({&o et al., 2000), soit parce qu’il est
considéré comme ne variant pas d’'une proie a Bai@harnov, 1976b). Or, dans notre cas, on

peut penser qu'il est a prendre en considératiamedpart parce qu’il n’est probablement pas

négligeable, et d’autre part, parce qu’il est défé entre des hotes parasités et non parasités

(Lebreton et al., 2009a). Il est par conséquensiptesque la baisse de dépenses énergétiques

engendrée par I'alimentation (C) sur des hétessit@sasoit plus importante que la baisse du
gain nutritif (E) liée a une disponibilité réduitie lipides. Dans ce cas, le gain énergétique

global (Eor) est plus important sur un hote parasité que surate non parasiteé.

Ceci est probablement valable lorsque I'héte a&témment parasité comme c’est le
cas dans notre étude. Mais qu’en sera-t-il lorstpudemps écoulé depuis le premier
parasitisme augmente ? Dans ce cas, si le coat Ikéconstruction du tube alimentaire (C)
reste stable au cours de cette période, le gamodeiture (E), quant a lui, semble diminuer.
En effet, 48h aprés le parasitisme la concentraiolipides continue de diminuer (passant de
6,33 pg/ul a 3,78 pg/uL), s’accompagnant d’'uneseade pres de 50% de la concentration
en glucides (passant de 14,68 a 7,83 pg/uL ; denmée publiées). Ainsi, plus l'intervalle de
temps depuis le premier parasitisme augmente et lglugain énergétique global {
diminue. Il se pourrait donc que ce gain deviemférieur a celui percu sur un héte non
parasité lorsque le temps écoulé depuis le prepaiesitisme devient trop importaitigure

24). Ainsi, alors qu’il semble avantageux de se nowux dépens d’hotes parasités depuis
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peu ; lorsque ces hbtes sont parasités depuisldragemps, il semble préférable pour les

femelles de se nourrir aux dépens d’hotes non pésaBigure 24).

tique global (E,)

g

g

énergé

Gain

Temps écoulé depuis le premier parasitisme

Figure 24 Modéle proposé pour le gain énergétique globalipkng de I'alimentation sur un hote.

Le gain percu aux dépens d’'un héte parasité diminueours du temps apres le parasitisme (courbe
rouge). Le gain percu sur un héte non parasiténtqudui, reste stable pour un héte de méme stade
larvaire (courbe bleue). Dans la période qui selipdrasitisme, il est avantageux pour un parasitoid
de se nourrir sur un hote parasité. Aprés un teimfes deux types d’hotes représentent la méme
valeur en termes d’énergie disponible. Lorsqueetaps écoulé depuis le premier parasitisme est
supérieur a t, il devient avantageux de se noatr dépens d’'un hdéte non parasité de méme stade
larvaire que I'héte parasité au moment du paraséis

Difféerentes études ont montré l'importance du vermans les processus de
modifications de la composition de 'hémolymphev@s & Denlinger, 1995; Nakamatsu &
Tanaka, 2003; Salvador & Cénsoli, 2008). A I'inverdes résultats présentés dans notre
travail, la plupart de ces études ont observé wgenantation de la concentration en lipides
dans I'hémolymphe des hotes parasités (Rivers &libger, 1995; Nakamatsu & Tanaka,
2003). Cette modification s’explique par la lysesdeellules du corps gras par des
phospholipases entrainant la libération de padgulipidiques dans I'hémolymphe
(Nakamatsu & Tanaka, 2004).

Comment le résultat observé dans nos travaux @baisda concentration en lipides
dans I'hnémolymphe) peut-il alors étre expliqgué 2eehnique de dosage employée dans notre

étude (vanilline phosphorée) permet de détectelipetes totaux (Van Handel, 1985). Par
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conséquent, si les lipides présents dans 'hémdhgngvaient été tout simplement dégradés,
en acides gras libres par exemple, par les coastgudu venin &. calandrae ils seraient
toujours détectés. Ceci ne peut donc pas expliqudifférence observée. Les lipides peuvent
eégalement étre, soit stockés dans les corps goasytgisés pour la synthese de nouvelles
molécules dans les tissus. Chez les insectesjplieled se retrouvent principalement dans
I'hnémolymphe sous forme de diacylglycérol (DAG)upte a une lipophorine. La lipophorine
sert ainsi de transporteur pour les lipides ené® dellules du corps gras ou ils sont
généralement stockés sous forme de triacylglyd@rAG) et les tissus ou ils peuvent étre
hydrolysés par une lipophorine lipase en acides grglycérol (Arrese et al., 2001; Canavoso
et al., 2001). La mobilisation des lipides au nivela corps gras et/ou des tissus pourrait ainsi
étre une conséquence directe ou indirecte de diaaliu venin. En effet, il pourrait s’agir
d’'une réaction physiologique de 'hote en réponsearasitisme. D’autre part, si une partie
de ces lipides sont effectivement stockés dangidess, ils pourraient étre plus facilement
accessibles pour la larve de parasitoide se dégwatdsur cet hote. Chez certaines especes |l
semblerait que les larves se nourrissent en preda@dthémolymphe de I'hdte (Goubault,
2003; Nakamatsu & Tanaka, 2003). Mais cAezalandrag aucune étude n’a jusqu’alors mis
clairement en évidence quelle partie de I'hétesigsou hémolymphe) était consommée en
premier par la larve. Ainsi, l'injection de venirampl’adulte pourrait avoir pour effet de
faciliter 'accés a une nourriture riche en nutmige pour la larve au début de son
développement (a la fin de son développement, dsicotalité de I'hdte étant consommeée).
Cette hypothése pourrait en partie expliquer pavirtps femelles parasitoides injectent leur
venin dans I'h6te avant de pondre. Toutefois, isoraprincipale de l'injection de venin est
probablement la paralysie. En effet, méme si legetasont capables de se développer aux
dépens d’hétes non paralysés (Doury et al., 19%mrpet al., 1997), la paralysie semble
augmenter la survie du parasitoide au stade ceuiryDet al., 1995). Il serait toutefois
intéressant d’approfondir cet aspect par des étadeyplémentaires pour comprendre par
guels mécanismes le venin des parasitoides padtaffla composition de 'hémolymphe de
I'héte. Pour cela, il faudrait identifier les congamts présents dans le venid.dtalandrae
qui non pas été déterminés jusqu’a maintenant ayser de maniére qualitative les lipides
impliqués dans les modifications observées. Celapbéterait ainsi I'analyse gquantitative
réalisée dans notre travail. Afin de mieux comprera quel moment le venin agit sur les
différentes composantes liées a la physiologie’liigd (concentration en nutriments dans
'hémolymphe mais également dans les tissus, &etivespiratoire, paralysie...), nous

pourrions également étudier la cinétique de I'actda venin sur le métabolisme de I'hbte.
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Quels sont les stimuli responsables de la perceptiae la qualité
de I'hGte ?

La localisation des hétes ainsi que la discrimoratie la qualité de ceux-ci supposent
que les parasitoides percoivent certains stimulijsgsoient d’ordres visuels (Segura et al.,
2007), mécaniques (Meyhofer & Casas, 1999; Djermal.e 2004), acoustiques (Walker,
1993; Arthur & Hoy, 2006), ou bien chimiques (Hitk& McNeil, 2008). CheZ. calandrae
nous avons pu clairement montrer que la déternoinatu temps écoulé depuis une premiere
ponte est de nature chimique (Lebreton et al., nepp Suite au parasitisme, le profil
cuticulaire de I'h6te évolue, et cela permet auxdlles de déterminer depuis combien de
temps cet hbte a été parasité et d’adapter leuegmnconséquence. Il est intéressant de voir
que méme si, 28h apres le parasitisme, le profierdi de celui d’'une pré-nymphe, il a
tendance a évoluer dans le méme sens. Ce résaltatde nouvelles questions quant aux
effets du parasitisme sur les modifications méigbes de I'hdte. En effet, chez les
parasitoides idiobiontes, I'injection de venin intda paralysie de I'hGte et I'arrét de son
développement. Une larve parasitée n’entrera dan@is en nymphose, mais son profil
cuticulaire, lui, continuera a évoluer (Lebretorakt in prep). Le profil des larves de bruches
est constitué d’alcanes linéaires et méthylég (CGss) (Howard, 2001; Lebreton et al., in
prep). Les mémes composés sont retrouvés sur wmigypes d’hdtes mais dans des
proportions différentes, notamment en ce qui caredes produits les plus légers qui sont
probablement a l'origine de la discrimination. Alagque certains de ces composés ne sont
observés qu’a I'état de traces sur des larves noasjiés ainsi que 2h aprés le parasitisme, ils
sont présents en plus grande quantité 28h plus taud comme chez les pré-nymphes
(Lebreton et al., in prep). Ces composés sont deaéipidique et on peut donc se demander
s'il existe un lien entre la diminution de la quehtde lipides dans 'hémolymphe dés 2h
apres le parasitisme et les produits que I'on veeca la surface de I'’h6te un jour plus tard.
En effet, les hydrocarbures cuticulaires sont partgs depuis leur lieu de synthese jusqu’a la
cuticule via I'hémolymphe (probablement couplésa ipophorines) (Howard & Blomquist,
2005). L'étude de la nature exacte des lipidesgmt8sdans I'hémolymphe avant et apres
parasitisme pourrait nous donner un élément densgpsur les modifications métaboliques
observées chez I'h6te. Cependant, ces composés également retrouveés en plus grande
guantité sur des hétes non parasités ayant poigdaiw développement, il serait intéressant
de voir comment la composition d'un point de vuamjuatif de ’'hémolymphe de ces hétes

évolue au cours du temps. Dans une précédente, &uas et Denlinger (1995) ont montré
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gue la composition de 'hémolymphe (notamment corera les lipides) de quatre espéces
d’hétes différentes n’évoluait pas avec le tempssdo’ils n’étaient pas parasités. Le

parasitisme pourrait alors soit inhiber la synthésenouveaux hydrocarbures, soit bloquer le
relargage de lipides dans 'hémolymphe, expliquainsi la baisse de la concentration en
lipides observée.

Etant donné qu'il existe des différences dansridilpen hydrocarbures cuticulaires

d’hétes parasités et non parasités, il se pounaet cette information soit également utilisée
par les femelles parasitoides pour discriminer tius parasité de I'h6te. En effet, ces
modifications sont détectées, non pas au contaettdile I'hnéte, mais au moins a quelques
millimetres de distance (Lebreton et al., in pr&p),. la distinction entre hétes parasités et non
parasités se fait également a distance. Dans lthgge ou ces modifications sont a I'origine
de la discrimination hétes parasités / non pargsegies pourraient permettre aux femelles
parasitoides d’éviter de faire du superparasitigemeeffet, de maniére générale les femelles
A. calandraeont tendance a éviter de pondre sur des hotespaegsités (Lebreton et al.,
2009b). La stratégie d’évitement du superparas@tismeté observée chez de nombreuses
especes de parasitoides, essentiellement solitedvddbard et al., 1987; Hubbard et al., 1999;
Darrouzet et al., 2007; Wang & Messing, 2008). Eatechez ces especes, la probabilité de
survie d’'un ceuf pondu en condition de superpasaséiest immédiatement réduite de moitié.
Prévenir des cas de superparasitisme pour une gneerféemelle est tout aussi important,
notamment lorsque ces descendants sont particukgrtesensibles a la compétition larvaire,
c'est-a-dire dans les heures qui suivent la pobébréton et al., 2009b). Une femelle
parasitoide a donc intérét a signaler a ses compési qu'elle a déja parasité un hote.
Néanmoins, I'évolution du profil cuticulaire de &te pourrait ne pas étre perceptible deux
heures seulement apres la premiere ponte. En kEf$etifféerences présentes dans les profils
cuticulaires ne sont pas visibles aprés un interdg temps aussi court (Lebreton et al., in
prep). Or, nos résultats montrent que les femalted capables de percevoir qu’'un héte est
parasité seulement deux heures aprés le parasttisheeton et al., 2009a).
Quelle peut alors étre la nature des autres infoomaimpliquées dans cette discrimination ?
Chez les parasitoides en général, cette discrimmakepose souvent sur un marquage de
ponte (Vinson, 1976; van Alphen & Visser, 1990)men sur des hydrocarbures cuticulaires
déposés par frottement de 'abdomen par la prenfiéénelle sur le substrat lors de la ponte
(Hoffmeister, 2000; Buckner & Jones, 2005). Il gadété observé que, sur un héte non
parasité, les femelled. calandraeont tendance a déposer une substance a l'aideude |

ovipositeur a lintérieur de la graine artificiellgpres la ponte (observation personnelle).
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Contrairement aux modifications physiologiques’'tiéteé (du moins en ce qui concerne son
profil cuticulaire), un tel marquage de ponte paitrétre détecté des son dépébt. En effet, nos
résultats montrent que lorsque les femelles sonfraotées uniquement aux geélules ayant
contenues un hote parasité, et non pas aux ceatsridtes eux-mémes, elles ont tendance a
pondre un peu moins sur les gélules parasitéesidefmux heures, au profit de celles
parasitées depuis 28 heures, méme si cette différeiest pas statistiquement significative
(Lebreton et al., in prep). Ce résultat peut sugilggu’en I'absence de tout autre stimulus, les
femelles peuvent détecter un marquage déposeé gahdie (ou la graine) et que celui-ci serait
plus perceptible deux heures apres son dépbt que@®s aprés. Ceci est en accord avec
I'hypothese selon laquelle I'efficacité du marqualgeponte repose sur le fait qu'il puisse étre
détecté par les femelles parasitoides tant quadmipre larve pondue est susceptible de
perdre le combat. (Roitberg & Mangel, 1988).

Une autre hypothése serait que la femelle pardsitsdit capable de détecter une
baisse de I'activité métabolique de I'héte, et notzent une baisse de la respiration avec une
diminution de la production de GOChez la chenille dslanduca sextda production de CO
est diminuée dés le lendemain du parasitisme pg@oraa celles n‘ayant pas été parasitées et
chute de 60% la veille de I'émergence des pardsis)ipériode qui coincide avec une
cessation d'activité de la chenille (Alleyne et, 41997). Chez les parasitoides idiobiontes,
I'h6te étant paralysé des le début du parasitidareque le venin est injecté), cette différence
dans Il'activité respiratoire pourrait étre marqyées tét. Beaucoup d’insectes sont capables
de détecter des variations de {Q®akken, 1999; Haas et al., 2002; Barrozo & Laiz24104;
Faucher et al., 2006; Johnson & Gregory, 2006) m&ifcteur n'a jamais été pris en compte
chez les parasitoides, ni pour la localisation’dété (Hilker & McNeil, 2008), ni pour la
discrimination de son statut parasité.

Des modifications internes de I'hGte peuvent égal@menseigner un parasitoide sur
son état (parasité ou non). Ce type d’informatisnseuvent utilisé par des endoparasitoides
(van Baaren & Nénon, 1994; Benedet et al.,, 2002¢sttdétecté a I'aide de récepteurs
gustatifs situés sur l'ovipositeur (Le Ralec & Wagng, 1990; Brown & Anderson, 1998; van
Lenteren et al., 2007). Elle est généralementdig¢développement de la larve a l'intérieur de
I'néte (Mehrnejad & Copland, 2007). Dans notre dbag, a également des modifications
métaboliqgues de I'hdte suite au parasitisme (ba@sda concentration en lipides dans
I’'hémolymphe) qui pourrait étre percues par lesdies. Cependant, le statut parasité de
I'héte étant percu a distance, il est probable cri@enre d’'information ne joue qu’un réle

secondaire.
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Une derniére possibilité serait [l'utilisation d'ustimulus mécanique et plus
précisément vibratoire. Contrairement aux hétesgs qui sont paralysés, les hétes non
parasitées sont mobiles. Des vibrations produits @ mouvement des larves dans les
graines pourraient renseigner une femelle explouarpatch de ponte sur la présence d’hétes
non parasités. Il a d'ailleurs été montré que cBébpetospila elegansun parasitoide du
charancon du bl&itophilus granarius les femelles sont capables de repérer leurs hotes
(larves de charancon) a l'intérieur des grains l@edbl’aide de ces phénomenes vibratoires
(Van den Assem & Kuenen, 1958). Il est égalemessibte que des stimuli mécaniques et
chimiques puissent intervenir conjointement (Kro@eral., 2007). Ainsi, une femella.
calandraerepérant une larve de bruche a I'aide du marqdagsonte de I'adulte (Onodera et
al., 2002) pourrait déterminer son statut paragil@aide de signaux de différentes natures
(marquage de ponte, évolution du profil cuticulaireodifications métaboliques...) qui

pourraient agir indépendamment les uns des autrasl gontraire en synergie.

La perception de la plupart des signaux permettant femellesA. calandrae
d’appréhender la qualité de leur environnementatggpsemble se faire a distance. Ceci est
vrai pour la distinction entre hdtes parasités @b parasités, le temps écoulé depuis la
premiére ponte ainsi que le sexe des ceufs présgniss hotes déja parasités, comme nous le
verrons par la suite. Cependant, si les jeunesspaiges peuvent discriminer les hotes
parasités des hotes non parasités a distanceenlast pas de méme pour les femelles plus
agées. En effet, notre étude montre que les fematiées de 15 jours, bien qu’elles soient
capables de percevoir le statut parasité de I'hé, le percoivent pas a distance,
contrairement aux femelles de 3 jours (donnéespuibtiées). Il y aurait donc une diminution
des capacités de perception des stimuli a distelnee les femelles parasitoides en devenant
plus agées. Chez le crigugthistocerca gregarjamales et femelles répondent de moins en
moins a la phéromone d’agrégation avec I'age (Igrtadl., 2001). Cette diminution est due a
une augmentation de la production d’hormone jueéfdiH) au cours de la vie de I'organisme.
La JH est connue pour influencer de nombreux cotepwnts chez les insectes adultes,
comme la reproduction (Segura et al., 2009), latoeialité (Contreras-Garduno et al., 2009),
ou bien encore la division du travail chez les atsg sociaux (Jassim et al., 2000; Smith et
al., 2008). Concernant la perception de la phérambagrégation ches. gregaria(lgnell et
al., 2001) et probablement plus généralement legpéion de volatiles (Anton et al., 2007), la
modification avec l'age n'est pas due a une badsesensibilité du systéme nerveux

périphérique (antennaire) mais bien a une actionleswsystéme nerveux central. La JH
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pourrait ainsi agir en modifiant indirectement knsibilité des inter-neurones olfactifs au
niveau des lobes antennaires (Anton et al., 2007).

Il serait alors intéressant de mesurer la concemtreen JH chez les femelles.
calandraeen fonction de leur age, afin de déterminer grtaduction de cette hormone peut
étre a l'origine de la modulation de la percepti@s composés volatils ou semi-volatils chez
cette espece.

Comment les asymétries dans les combats larvairesfluencent-
elles les stratégies de ponte des femelles ?

Dans notre travail, nous avons pu également mettrévidence certaines asymeétries dans les
combats larvaires cheA. calandrae Une femelle a plus de chances de remporter la
compétition gu’'un male (Lebreton et al., soumis). iésultat similaire avait déja été rapporte
par van Baaren et al. (1999) chA@maphes victusNous avons également montré que la
probabilité qu’un individu pondu sur un héte déjargsité remporte le combat larvaire
diminue avec l'augmentation de l'intervalle de temgntre les deux pontes ; et ceci avant
méme que le premier ceuf n’éclose (Lebreton et 281Q9b; Lebreton et al., soumis).
Cependant, cette diminution varie differemment emcfion du sexe du premier ceuf
(Lebreton et al., soumis). Lorsque le premier oamufdo est un méale, un deuxiéme individu
voit sa probabilité de gagner le combat réduit@s lorsqu’il est pondu 28h apres, et ceci
quel que soit son sexe. Mais lorsque le premier mentlu est une femelle, dans ce cas, la
probabilité de survie d’'un deuxieme individu baiggemoins de 5% s’il est pondu 28 heures
apres. Cette diminution est principalement due éintination du deuxieme ceuf par la
premiére larve (van Alebeek et al., 1993). Cecsdaia penser que les larves femelles
éliminent moins bien leurs compétiteurs au stadiequeiles larves males.

Il est possible que cette observation représentedébut de transition entre un
développement solitaire et grégaire. En effet, dasétres de la plupart des familles de
parasitoides étaient solitaires et le développergeddaires est ensuite appar(t a diverses
reprises au cours de I'évolution (Mayhew, 1998)t&lres études montrent également que le
développement grégaire est en partie di a une plertenobilité des larves (Pexton &
Mayhew, 2001; Pexton et al., 2003). Dans notre tss,femelles pourraient étre moins
mobiles que les males et rencontreraient donc meawent les autres ceufs ; alors que
lorsqu’elles se font agresser par d’autres larghss sont tout a fait capables de se défendre.

C’est notamment le cas chez certaines espécesirgeghez lesquelles les larves peuvent
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remporter un combat initié par une espéce soli{@mavin & van Baaren, 2000). Dans cette
hypothése, il devrait y avoir un nombre non néglie d’émergences multiples lorsque
plusieurs femelles sont pondues sur le méme hé&taltant de la non rencontre des individus.
A moins qu'un autre type de compétition se substitdors aux combats (suppression
physiologique par exemple), avec une quantité limmfiée de ressources pour permettre le
développement de deux femelles. Cependant, ce pt&mon’a, a notre connaissance, jamais
été observé chedA. calandrae Une deuxieme hypothése pourrait étre une pluslefai
agressivité des femelles envers les ceufs qu’erlesrdarves ou bien a une incapacité a
localiser les ceufs avant leur éclosion. Dans cealass que les femelles n’évinceraient pas
leurs compétitrices au stade ceuf, elles s’élimieatdors des combats larvaires, et un seul
adulte émergerait de I'h6te lors de ces compéstemtre femelles. Une étude plus poussée de

la compétition larvaire femelle / femelle pournagtus donner des éléments de réponse.

Lors des différentes études que nous avons réslmdreles combats larvaires, nous
avons établi un lien entre ces asymétries (agexet des ceufs) et les stratégies de ponte mises
en ceuvre par les femelles. Nous avons ainsi mapie€les femelleé\. calandraepondent
préférentiellement sur des hbétes récemment pasasi¥ ceux-ci conférent a leurs
descendants un meilleur taux de survie (Lebretomalet2009b). Jusqu’alors, seulement
Goubault et al. (2003) avaient montré un tel liergis sur des intervalles de temps plus
importants, englobant toute la période de dévelmgme du premier individu. Or, nos
résultats montrent que cheék calandraela probabilité de survie du deuxiéme individu
décroit considérablement entre le moment ou le jgepeuf est pondu et celui ou il éclot,
passant de 50 a 15%. Cette période est donc aup@ir une femelle qui parvient par
conséquent a distinguer des hotes parasités pdeogdypes d’ceufs.

En ce qui concerne 'asymétrie dans I'aptitude elzattre des larves en fonction de
leur sexe, nous avons également pu mettre en éadgpre les femelles parasitoides adaptent
également leurs stratégies de ponte (Lebreton,et@lmis). En effet, 28h apres la premiere
ponte, les femelles ont tendance a pondre plusdesrhotes déja parasités par des ceufs
femelles. Ceci peut s’expliquer par le fait qu'unofa moins de chance d’étre éliminé avant
sa propre éclosion par une larve femelle que parlarve male. De plus, les femellas
calandraeadaptent le sexe de leurs ceufs en fonction dudexeeufs préalablement pondus.
Toutefois, méme si les femelles pondent plus desngliand des femelles sont déja pondues
a proximité, comme predit par le modéle du « SettoRaames » (Hamilton, 1967; Werren,

1980), elles évitent de les pondre sur les hotgspiFasités par des ceufs femelles. Elles vont
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ainsi éviter une compétition entre leurs fils ets demelles qui restent de meilleures
compétitrices, augmentant ainsi leur fitness. L{zidm de telles stratégies démontre que les
femelles sont capables de discriminer le sexe dés peéalablement pondus par des femelles
de la méme espece. Cette capacité de discriminat@vait encore jamais été mise en
évidence chez un parasitoide. La seule étude quiptee connaissance, a testé cette
hypothése, n'a pas réussi a montrer un tel liereesttatégie de ponte des femelles et sexe des
ceufs précédemment pondus (van Baaren et al., 1999hos résultats montrent clairement
que les ceufs doivent avoir atteint un certain stileléveloppement pour que les femelles
parasitoides percoivent leur sexe (Lebreton etsalumis). En effet, dans notre cas, les
femelles ne sont pas capables de discriminer le dex ceufs deux heures apres leur ponte.
Dans leur étude, van Baaren et al (1999) présemntaiex femelles parasitoides des hotes
parasités depuis seulement une heure. Il est pesgile cela explique en partie I'échec de la
démonstration d’une discrimination sexuelle dessceh&zAnaphes victus.

Si nous avons pu déterminer le signal permettant famelles A. calandraede
discriminer des hétes parasités depuis différamtyvalles de temps, celui impliqué dans la
reconnaissance du sexe des ceufs reste inconembles toutefois peu probable que ce signal
provienne d’'un marquage de ponte ou de I'évolutarprofil cuticulaire de I'héte. En effet,
un marquage de ponte serait perceptible dés sodt.d8p, les femelles ont besoin qu’'un
certain temps se soit écoulé avant de discrimmeeke des ceufs. Concernant I'évolution des
hydrocarbures cuticulaires de I'héte, ceci supppseles femelles ajustent la composition de
leur venin en fonction du sexe de I'ceuf qu’ellesigent, et que I'hdte réagisse différemment
en fonction de la nature des composés injectégjucest peu plausible. Il est donc probable
que l'information provienne directement de I'ceuf-iéme. Dans ce cas, nos resultats
suggerent que les ceufs doivent atteindre un cestaiole de développement pour que leur
sexe soit perceptible par un autre parasitoidesDws tests de choix, lorsqu’une femelle
pond un fils sur un hoéte parasité par un ceuf ndle,explore préalablement I'héte parasité
par un ceuf femelle a l'aide de ses antennes awaihd dejeter. Ce rejet a lieu sans que la
femelle n’insére son ovipositeur dans la gélules@pbations personnelles). Si I'information
est bien originaire de I'ceuf, ceci signifierait gllé est détectée au niveau antennaire et par
conségquent a distance, puisque la femelle ne pesuteptrer en contact direct avec I'ceuf,
celui-ci étant a l'intérieur de la gélule. Le sigparmettant aux parasitoides de percevoir le
sexe des ceufs pourrait donc étre de nature volatile

Cette capacité a distinguer le sexe d’ceufs pondud’putres individus n’avait jamais

été démontrée chez les parasitoides et n'a ét@uéearhez les insectes que dans de trés rares
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études. Chez la fourrkiormica exsectapar exemple, les ouvrieres manipulent le sex-idi

la colonie en apportant une plus grande attentixf@melles ou bien directement en tuant les
males pondus par la reine (Sundstrom et al., 199épendant, aucune évidence ne montre
clairement si cette distinction s’effectue au stadef ou aux premiers stades larvaires. Un
résultat similaire a été trouvé chez I'abeib@is melliferamais il a été montré que la
discrimination du sexe se faisait au stade laneiraide d’hydrocarbures cuticulaires (Sasaki
et al., 2004). Toutefois, I'ceuf peut lui-méme éperteur d’informations, notamment
concernant son origine maternelle, chez les insestiaux. Ainsi, chez les fourmis
Camponotus floridanugEndler et al., 2004) dtormica fusca(Helantera & Ratnieks, 2009)
ou chez I'abeilleApis mellifera(Katzav-Gozansky et al., 2003) par exemple, legiertes
sont capables de discriminer des ceufs pondus painla ou d’autres ouvrieres grace a des
composes chimiques présents a la surface de I'Bgeri. que certaines substances pouvant
étre impliguées dans cette discrimination proviareht d’'un transfert de la mere a I'ceuf au
moment de la ponte (Endler et al., 2004), Katzardhsky et al. (2003) ont montré que chez
I'abeille, les deux types d'ceufs variaient prinégmaent dans leur profil au niveau de
composes (essentiellement des meéthyl-alcanes) tabgenla glande de Dufour et donc
probablement synthétisés par I'ceuf lui-méme. Cethyhélcanes (g -Cye) sont retrouvés a
la surface des ceufs haploides mais sont absentslldedes ceufs diploides. A l'inverse,
certains esters sont, quant a eux, uniquement rigese la surface des ceufs diploides.
Contrairement aux alcanes, ces esters sont égaiemesents dans la glande de Dufour des
femelles. Une telle différence entre ceufs haploidegsliploides pourrait expliquer une
discrimination entre ceufs méles et femelles, mémeette discrimination n’a jamais été

établie chez I'abeille.

De nombreuses études se sont intéressées aux genseég de la compétition sur le
sex-ratio des pontes (Hamilton, 1967; Werren, 19d8p, 1992; Rabinovich et al., 2000;
Debout et al., 2002; Santolamazza-Carbone & CorRerera, 2003; Martel & Boivin, 2004,
Shuker et al., 2004; Abe et al., 2005; West et28l05; Darrouzet et al., 2008). La plupart de
ces études confirme la théorie de la Local Mate @aition (LMC) d’Hamilton (1967).
Comme prédit par la LMC, lorsque le nombre de féaseprésentes sur le patch de ponte
augmente, une plus grande proportion de malesedtipe et le sex-ratio de ponte s’équilibre
par conséquent aux alentours de 0,5. Cependargjustément du sex-ratio devrait dépendre
de la structure de la population et plus particahgent de la proportion de femelles vierges

présentes. En effet, la LMC prédit une augmentatierta proportion de males produits par
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chaque femelle dans le but d’'inséminer les fillagemdrées par les autres femelles. Or, si
celles-ci sont vierges (ou mal inséminées), elleagendreront que des males. Auquel cas,
les femelles accouplées n'auront pas intérét aym®gblus de fils étant donné qu’il n’y aura
pas plus de femelles avec lesquelles s’accouplargénération suivante (Godfray, 1990).
Cette prédiction a donné lieu a quelques étudeérampntales et n’a, dans la plupart des cas,
pas été vérifiée (King & D'Souza, 2004; Metzgenlket 2008). Cependant, en 2002, King a
montré que les femelleSpalangia endiusdaptent leur ponte en présence de compétitrices
accouplées mais pas en présence de compétitrieegesi Cette observation est similaire aux
résultats que nous avons obtenus en compétitiorexgaoitation. En effet, les femelles.
calandraeajustent leur sex-ratio de ponte, mais uniquerueatju’elles sont en présence a la
fois d’ceufs males et femelles (Lebreton et al.,ng8u Lorsqu’elles sont confrontées a des
hotes uniquement parasités par des ceufs maleg,dl pas de différence entre les sex-ratios
produit sur les h6tes parasités et non parasitébréton et al., 2009b). Ce résultat laisse
penser que, si les femelles parasitoides sont patadapter leur ponte en fonction du
statut accouplé des compétitrices présentes, stles également capables de le faire en se
basant sur le sexe des ceufs qu’elles ont pondsguer’exploitation du patch de ponte est
asynchrone. De méme, il a déja été montré quedaepce d’'ceufs préalablement pondus
(Shuker & West, 2004; Darrouzet et al., 2008), tootme la présence de compétitrices
(Debout et al., 2002), avait la méme conséquenceesistratégies de ponte des parasitoides,
a savoir une augmentation de proportion de filglpits. La compétition, qu’elle soit directe
(par interférence) ou indirecte (par exploitatipourrait ainsi se traduire par des adaptations
similaires chez les parasitoides.

Des études antérieures ont montré que le sexdatfmonte produit par les femellas
calandraevarie au cours de leur vie. Ainsi, si les femefpesdent majoritairement des filles
au début de leur vie, a la fin, elles ont tendanpendre une plus grande proportion de fils au
fur et a mesure que leur réserve spermatique ségio Thi Khanh, 2005). Ce phénomene a
également été observé chez d'autres especes tplleEupelmus orientaligBressac &
Chevrier, 1998) ek. vuilleti (Darrouzet et al., 2002). Cette contrainte potrafiecter les
stratégies de sélection des hbtes mises en évidiamsenos études. Ainsi, pour les femelles
les plus agées (tout comme pour les femelles \8¢rgeest préférable de pondre sur des hotes
non parasités. En effet, étant donné qu’elles narpot pondre que des ceufs males sur des
hotes déja parasités, leurs descendants auromtepehuiances de remporter la compétition ; les

males étant de moins bon compétiteurs que les fesnglebreton et al, soumis).




Discussion générale

Les asymétries mises en évidence dans les condratsrés au cours de ces études
(notamment dans les capacités des larves des dees 8 combattre), peuvent avoir
€également une importance considérable quant auasiexde la population. En effet, les
femelles ayant un avantage compétitif sur les médesex-ratio a I'émergence doit étre biaisé
en faveur des femelles par rapport au sex-ratimgre dans les cas de superparasitisme. En
effet, lorsque les femelleé. calandraesont en population et que la compétition est
importante (75 hétes pour 25 femelles ou 150 hptas 50 femelles), le sex-ratio observé
dans la descendance est inférieur a celui préditaptnéorie de la Local Mate Compétition
(environ 0,35 au lieu de 0,5) (Lanoue, 2008).

Les asymétries dans les combats larvaires ainsiagustratégies de ponte que nous
avons pu mettre en évidence au cours de ces difesrectudes sont donc des facteurs
importants a prendre en considération pour unelened compréhension de I'évolution de la
structure et du sex-ratio des populationd.dtalandraeen particulier, et des parasitoides

solitaires en général.

Conclusion et perspectives

Les résultats présentés dans cette thése ouvrembidaa de nombreuses perspectives,
notamment dans I'étude des mécanismes sous-jatapt&jués dans les comportements
observés. Il sera ainsi intéressant a la fois diifler les signaux percus par le parasitoide et
de comprendre comment cette perception peut étr@uld® et par quels facteurs. Nous
pourrions ainsi tester les hypothéses énoncéemwas de cette discussion, a savoir, est-ce
que les modifications du profil cuticulaire de lteGapres parasitisme peuvent étre a I'origine
de la discrimination du statut parasité de cell-ta paralysie, ou bien encore une baisse de
production de C@ par I'héte peuvent-elles étre impliquées dansecdiscrimination ? Et
gu’en est-il pour la discrimination du sexe des 8ufl sera également intéressant de tester
comment les différents signaux chimiques sont déseau niveau antennaire et comment
cette perception est modulée. S’agit-il d’'une matah centrale comme semble l'indiquer
certaines études effectuées sur d’autres modelégeaws’agit-il d’'une modulation au niveau
du systeme nerveux périphérique ? Les différentssrithinations étudiées ici se font a
distance et semblent donc impliquer le systemenaaiee. Mais I'ovipositeur pourrait
également intervenir dans la perception de cedasubstances. En effet, les femelkes
calandraepassent souvent de longues minutes a sonderigatéde la gélule et la surface de
I'hbte avant de le piquer (observation personnell€gtude fine de la structure de

I'ovipositeur et des récepteurs olfactifs ou gufgajui pourraient s’y trouver permettrait de
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donner des éléments de réponse. Jusqu’a préselst|ese organes sensoriels présents sur les
ovipositeurs d’'especes endoparasitoides ont étiéstien détail (Quicke, 1997; Brown &
Anderson, 1998; Consoli et al., 1999; van Lenterteal., 2007).

En parallele, une étude plus approfondie de [lefthi parasitisme sur le
dysfonctionnement de la physiologie de I'hdte pawamener a une meilleure compréhension
des relations hotes/ parasitoides et des mécandiaeton du venin des parasitoides. Dans
cette optique, il sera important d’identifier laff@&ents constituants du venin du parasitoide
afin de mieux comprendre son mécanisme d’actioselld également intéressant de réaliser
une cinétique des modifications métaboliques supasl’héte aprés parasitisme, tant au
niveau cuticulaire gu’interne. Au niveau intern@euétude conjointe de la composition de
'hémolymphe et des tissus pourra nous permettresaeoir si les constituants qui
disparaissent de I'hnémolymphe aprés le parasitisom stockés ou non dans les tissus de
I'héte. Aussi, une étude plus fine basée sur ureasgqualitatif pourra nous permettre de
mieux cibler 'impact réel de ces modifications unutrition des femelles adultes.

Pour conclure, bien que ce travail s’inscriverelaient dans un contexte de recherche
fondamentale, les résultats obtenus pourraient gténrenla mise en place d’outils pour des
applications dans la lutte biologique. Les réssltd ce travail de thése permettent d’avoir
une meilleure connaissance générale du comportedeeponte dA. calandrae ce qui est
nécessaire pour une meilleure utilisation de I'espen lutte biologique. Les observations
réalisées ici sur des femelles isolées face a desoenements de ponte calibrés et
relativement simples pourront étre utilisées, cotgment aux résultats d’autres études, dans
des programmes de modélisations de systemes comspddix de mieux simuler I'impact de
I'utilisation de parasitoides sur des populatiot®tbs. Ceci pourrait permettre d’augmenter

I'efficacité de l'utilisation d’ennemis naturels yole contréle des populations de ravageurs.
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Sébastien LEBRETON

STRATEGIESDE PONTE EN
SITUATIONSDE COMPETITION CHEZ
UNE GUEPE PARASITOIDE

Résumé

Les parasitoides se développent aux dépens d’'en @bez les espéces solitaires, a cause de colahatises

mortels, un seul adulte peut émerger d’'un héte dogoel que soit le nombre d’ceufs initialement pend

L'objectif de cette thése est d'étudier les strmt®gde ponte des femelles d'un parasitoide sditair

Anisopteromalus calandraen situation de compétition intraspécifique. Nésultats montrent que les femel
sont capables de discriminer différents types @&ddparasités / non parasités, parasités deplgsoplimoing
longtemps et parasités par un ceuf male ou femehepartie grace a des signaux chimiques émanditiGde.

Elles ajustent ainsi leurs stratégies de ponteosiséuence, en fonction de la probabilité de sudgideurs
descendants et de leur état physiologique.

Mots-clés : Anisopteromalus calandraeCombats larvaires, Compromis eévolutifs, FitneKsiromones,
Parasitoides solitaires, Stratégies de ponte, Talbasntaires

Abstract

Parasitoids develop at the expense of a host.litargospecies, because of lethal larval fightdyane adult
can emerge from a given host, whatever the numbeggs initially laid. The aim of this PhD is toudty

oviposition strategies of females of a solitary cspg Anisopteromalus calandraeunder intraspecific

competition conditions. Our results show that feseadf this species can discriminate different aaieg of
hosts (unparasitized / parasitized, parasitizeddifferent times and parasitized by a male or adenegg),
partly due to chemical signals originally from thests. They consequently adjust their ovipositivatsgies,
according to both the survival probability of theffspring and their own physiological state.

Key-words:Anisopteromalus calandra®iscrimination capacities, Fitness, Host-feedidgiromones, Larva
fights, Oviposition strategies, Solitary parasifidrade-off




