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ﬂvant—propos

Ce manuscrit présente I'ensemble du travail deemeti® accompli au cours de ma thése. Je
me suis intéressée a l'étude d’un virus maniputatku comportement d’infestation d’un

parasitoide de drosophiles. Le présent rapport@sposé de six chapitres, encadrés d’'une
introduction et d'une discussion générales. Chamapitre, a I'exception du premier et du

guatrieme, est organisé autour d’un manuscrit pubbumis ou en préparation. Avant chaque
manuscrit, une synthése des principaux objectésultats et conclusions est présentée.
Parfois, des expériences complémentaires, non migese dans les articles, viennent s’y

ajouter.

Le premier chapitre décrit les connaissances sypdeasitoides de drosophiles, et plus
particulierement.eptopilina boulardiet Leptopilina heterotomall y est également présentée
les connaissances disponibles en début de thédessassociations de ces deux espéces de
parasitoides avec des partenaires symbiotiquescipalementL. boulardi / LbFV et L.
heterotoma/ Wolbachig ainsi que les lignées d’insectes utilisées. Leapitres suivants
exposent les résultats obtenus au cours de la. theszhapitre Il décrit la mise au point d’'un
outil moléculaire diagnostic de I'infection du vérumanipulateur du comportement chez les
parasitoides de drosophiles et donne des informgtiencore préliminaires, sur I'aspect
moléculaire de la manipulation. La suite du manustintéresse a la prévalence du virus
dans les populations naturelles ldeboulardi du sud-est de la France et aborde la diversité
génétique virale (chapitre 1ll). Le chapitre IV pedite les recherches menées sur la variabilité
génétique du comportement de superparasitismeddues derniers chapitres se focalisent sur
I'infection virale et son aspect dans la communailgsé parasitoides de drosophiles. Il est
question de la circulation du virus au sein deecetimmunauté (chapitre V) ainsi que des
conséquences de linfection virale sur les relaidnterspécifigues entre espéces de

parasitoides compétitrices (chapitre VI).

Des annexes viennent compléter le manuscrit. Liedegy trouvera le protocole de
construction des banques soustraites, la list&E@dscomposant les banques soustraites ainsi

gue trois articles pour lesquels je suis co-auteur.



%sumé

Les insectes hébergent de tres nombreux partersyingsiotiques dont les effets sont pour le
moins variés. De nouvelles associations sont détes/regulierement, impliquant différents
types de micro-organismes a transmission vertie#es jusqu’alors inconnus car faiblement
pathogenes avec des effets confondus avec desératigues intrinseques de I'héte. Pour la
plupart, ces partenaires symbiotiques récemmermtudécts sont des bactéries. Les virus sont
encore souvent rapportés comme causant la moreudehbte. Pourtant, il est aujourd’hui

connu l'existence de virus ayant un faible effehpgéne.

Chez l'insecte parasitoide de drosophileptopilina boulardia été mis en évidence
un virus infectieux, se transmettant aussi veritent et modifiant le comportement de
I'insecte. Les femelles infectées par ce virus nénuinFV (Leptopilina boulardiFilamentous
Virus) acceptent de pondre plusieurs fois dans daeve hbéte déja parasitée
(superparasitisme), bien que celle-ci ne puissenglomaissance qu'a un seul parasite
(parasitoide solitaire). Cette modification comporentale permet aux particules virales
d’étre transférées horizontalement en plus de leansmission verticale de mere a
descendant, amplifiant ainsi leur propagation dansopulation héteQOutre la modification
comportementale, le virus ne semble pas avoir efefélétéere majeur sur son hote. Le
superparasitisme, jusqu’a présent interprété cotane adaptatif pour le parasitoide en cas
de forte compétition, serait ici 'expression duépbtype étendu induit par les particules
virales. Ce résultat a ouvert de nouvelles pistesegherche dans le domaine des relations
virus-eucaryotes, I'évolution des relations hotgsHsiotes en général et la place des micro-
organismes dans les interactions entre insectes lkebparasitoides.

Une premiere étape de la these a consisté a obelnetes marqueurs moléculaires du
virus. Nous avons ainsi développé un outil moléceilaliagnostic de l'infection (PCR)
permettant de déterminer aisément les statutsedtioh des insectes et d’étudier la présence
du virus dans les populations naturelles.deoulardi

L’étude de 15 populations naturelles ldeboulardi du sud-est de la France a révélé
un gradient nord-sud de la prévalence de LbFVptgsulations les plus au nord de la zone

géographique étudiée (situées a la limite de riéjpardeL. boulard) ont des taux d’infection



tres faibles voire nuls contrairement a celleséstule plus au sud ou la présence du virus
atteint des proportions élevées (jusqu’a 95%).

L’influence de la présence du virus dans la comraténde parasitoides de drosophiles
du sud-est de la France a alors été recherchéwdiaré le role de LbFV sur les relations
entre espéces en compétition pour les mémes eshétes Lorsqué.. boulardi n’est pas
infectée par LbFV, I'avantage compétitif de cetspéce sul.. heterotomasa principale
compétitrice et espece réfractaire a l'infectior phFV, est tres net. En revanche, en
présence du virus, la supériorité compétitiveLdéoulardi diminue fortement et permet un
quasi rééquilibrage des capacités compétitivesddaz espéces de parasitoides. Nous avons
montré que le gaspillage en ceufs induit par LbF&zth boulardide par le comportement de
superparasitisme est la cause de cette modificdtewirus apparait étre un facteur important
dans le maintien de la structure de la communaet@atasitoides du sud-est de la France

modifiant profondément I'issue de la compétitiotemnspécifique.

Ces résultats montrent que les micro-organismesargsrission verticale peuvent
perturber et faconner les structures des commusidudties. lls apparaissent alors comme des
acteurs du fonctionnement des écosystemes et dote biodiversité & prendre en compte
pour I'étude de I'écologie des organismes libres.



/qbstract

Insects harbor numerous symbionts that induce wsarieffects on their hosts. New
associations are regularly revealed implying vagiwertically transmitted micro-organisms
previously unknown possibly because they have féwny, detectable effects on the host
phenotype. Mostly, these recently discovered synibi@are bacteria. Although most of the
viruses commonly studied cause severe damage itohtbes, potentially killing them, some

of these viruses have low impact on host fitness.

In the Drosophila parasitoid waspLeptopilina boulardi we discovered a virus
designated LbFVL( boulardi Filamentous Virus) that manipulates the behavaduts host.
Infected females deposit their eggs in hosts thataready parasitized (superparasitism)
despite the fact that secondary parasites mosh dftee the within-host competition that
occurs. The virus is vertically transmitted througie maternal lineage and can be
horizontally transferred when both uninfected anfitgted larvae are present in the same
Drosophila host {.e. during a superparasitism event). Besides the imuc of
superparasitism, infected females do not have nigj@ss costs. Superparasitism, until now
interpreted as an adaptative decision of the paiddemale, appears to be the expression of
the extended phenotype of LbFV. This result prosidevel insights in the reasearch of virus-
eukaryot interactions, in the evolution of host-yomt associations and in the role of micro-
organisms in interactions between host insectganaksitoids.

The first step of the thesis consisted in lookimgmolecular markers of the virus. We
developed a simple PCR test as a tool to detecptegence of the virus ib. boulardi
females and to measure the prevalence of LbFVtimrald . boulardipopulations.

We studied the prevalence of the virus inL1®oulardi French natural populations of
south-eastern France. Our results revealed a sottth gradient of LbFV prevalence: it
appeared very high in southetly boulardi populations (up to 95%) and almost absent from
newly established peripheral northerly populations.

The influence of the presence of LbFV in theosophila parasitoid community of
south-eastern France was then studied throughotheof the virus on interactions between

species competing for the same hosts. In case se#nab of infectionl.. boulardi holds a



competitive advantage against its major competitoheterotomaa species refractory to
LbFV infection. However, the presence of the visi®ngly reduces the competitive ability
of L. boulardi againstL. heterotomaWe showed that the behavioural alteration caumsed
LbFV was in great part indirectly responsible fbe tdecrease in the competitiveness of its
host through the alteration of the egg load conffbke waste of eggs fdar. boulardifemales
strongly decreases the invasion capacity of thegiaid species, to the advantage of its
competitor L. heterotoma Thus, the virus appeared to be an important fagiothe

maintenance of the structure of the parasitoid camty of south-eastern France.

These results show that vertically transmitted roamrganisms can play a role in
structuring host communities. They appear to plapaor role in the functioning of the
ecosystem and thus in the increase of biodiveraitg, are thus to be taken into account in the

study of the ecology of free-living animals.
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_[ ntroduction

De trés nombreuses voir toutes les especes euearpébergent durablement des micro-
organismes symbiotiques (bactéries, virus, changpignprotozoaires, etc.). La symbiose
qualifie toute relation durable d’au moins deux amigmes appartenant a des espéces
différentes (Combes 1995). Selon la balance entrét @t bénéfice pour chacun des
partenaires (c’est-a-dire le bilan de l'associat@nterme de valeur sélective), le type de
relations interspécifiques peut varier le long daamtinuum allant du parasitisme (bénéfices
uniquement pour l'un des deux partenaires) au niiatna (bénéfices réciproques entre
partenaires) (Thompson 1988; Smith 1992). En plkes cbnditions environnementales, le
mode de transmission des symbiotes, soit vertitahgmission souvent maternelle), soit
horizontal (transmission infectieuse), est commus@mconsidéré comme un parameétre
décisif de I'évolution des associations symbiotgj(&alvani 2003). Ainsi, les interactions
impliquant les symbiotes a transmission horizontstiécte évolueraient plutét vers une
relation de parasitisme, leur fitness étant inddpate du succés reproducteur de I'héte. A
l'inverse, les partenaires symbiotiques a trangonisgerticale stricte évolueraient plutét vers
une relation mutualiste, la reproduction et donsuevie de I'hdte contribuant pleinement a la
reproduction du symbiote.

Si cette théorie se vérifie pour certains systéhiewgiques, il n’existe pas toujours
de relations claires entre type de transmissiomagtire de l'association. En réalité, tout
symbiote transmis horizontalement n’évolue pas gabdirement vers le parasitisme et
inversement, tout symbiote transmis verticalemegivalue pas obligatoirement vers le
mutualisme. C’est le cas des éléments génétiquaistég ou des parasites de la reproduction
a transmission verticale ou encore des symbiosésaiistes de plantes et de leurs bactéries
fixatrices d’azote a transmission horizontale. €gstemes qui ne répondent pas au concept
du compromis évolutif «nature de la transmissioalence » sont nombreux,
écologiquement important et posent la questionmésanismes qui influencent I'évolution
des associations symbiotiques (Wilkinson 2001; Sathl.2004; Vavre 2009).

Les insectes hébergent de tres nombreux partenayesbiotiques transmis
verticalement aux effets pour le moins variés &, pér leurs prévalences élevées, aux

conséguences écologiques et évolutives majeuresa(Vz002; Ishikawa 2003). Selon leur



caractére essentiel ou non pour I'héte, on disenigs symbiotes primaires (ou obligatoires)
et les symbiotes secondaires (ou facultatifs).

Les symbiotes primaires ou obligatoires

Les insectes offrent de nombreux exemples d’'assmesa mutualistes avec des micro-
organismes. 10% a 15% des especes d’insectes kébees symbiotes transmis strictement
verticalement qui leur apportent des nutrimentsertssls. Ces symbiotes primaires ont
permis I'adaptation de certains insectes a desstgigenourriture pauvres ou déséquilibrés
comme la séve (symbiose entre le puceron et |@&ta&uchnera aphidicola Baumannet

al. 1995b), le sang (symbiose entre la mouche tséetséa bactérieWigglesworthia
glossinidia; Aksoy 1995) ou le bois (symbiose entre la foushila bactérieBaumannia
cicadellinicolla; Buchner 1965). Ces symbiotes nutritionnels eietneent avec leurs hotes
des associations obligatoires ce qui assure leatidn dans les populations hotes. Parce qu'il
y a 100% d'’infection, ces populations ne présenpastde variabilité phénotypique due a la
présence/absence du symbiote et on peut considgsbénotype étendu comme le résultat de
I'expression de deux (ou plusieurs) génomes quivem cependant avoir leur propre

variabilité.

Les symbiotes secondaires ou facultatifs
Les insectes sont également colonisés par de namisgmbiotes facultatifsi.e. non
indispensables a la reproduction de leur hote)yaupartager ou non « I'espace héte » avec
un symbiote primaire (d'ou le terme de symbiotesosdaires). Ces symbiotes facultatifs
peuvent étre transmis horizontalement, ce quipeamet de coloniser de nouvelles especes et
ainsi d'élargir leur spectre d’hotes mais leur pipal mode de transmission est vertical,
souvent cytoplasmique. Leur maintien et I'invasibes populations hotes malgré le codt
physiologique gu’ils induisent (de par leur présBrest possible par deux types de stratégies :
(i) manipuler la reproduction de I'h6te di) contribuer positivement a la fithess de I'hote.

(i) Certains symbiotes héritables ne conferent pasatitage a leur héte et peuvent
méme avoir un colt sur sa physiologie. Ces symbiote alors développé toute une batterie
d’effets phénotypiques directement associés au dag la transmission est verticale,
généralement maternelga le cytoplasme des ovocytes. Ceci leur permet deaaatenir et
d’envahir les populations puisque seules les faraalbnt impliquées dans la transmission des
symbiotes, les males représentant des « culs d@e»s@eolutifs pour les micro-organismes ;

les « intéréts » des deux partenaires ne sont ppgscomplétement alignés. Ces symbiotes



ont développé diverses stratégies de manipulatenladreproduction de leur héte qui
consistent a augmenter la production des femefltectées aux dépens des femelles non
infectées et a augmenter ainsi leur propre trarsoms|ls sont pour cela capables d’induire
une large gamme d’effets phénotypiques permettaxtbactéries d’envahir rapidement les
populations hoétes: féminisation des males géndigurduction de la parthénogénese
thélytoque et «nale-killing» qui biaisent le sexe ratio des descendants desngfectées en
faveur des femelles (Werren 1997), ou l'incompétédicytoplasmique qui diminue la
production de filles par les femelles non infectéB® nombreuses bactéricmmme
Wolbachia SpiroplasmaRickettsia Cardiniumet Arsenophonuainsi que des microsporidies
sont des parasites de la reproduction, particutierg fréquents chez les insectes, capables
d’'induire toute cette gamme d’effets phénotypiq(Balas 1996; Zchori-Fein & Perlman
2004; Montenegret al. 2005; Perlmaret al. 2006; Perlmaret al. 2008; Werreret al. 2008).
Les symbiotes les plus fréquents chez les insedesblent étre les bactéries
endosymbiotiques du genvdolbachiainfectant 15% a 75% des especes d’insectes sefon |
études (Werreet al. 1995; Jeyaprakash & Hoy 2000) (autour de 66% pbigenboeckeset

al. 2008). De par les effets qu’ils induisent sur lgroeluction de leurs hoétes, les
manipulateurs de la reproduction tels gqwénlbachia peuvent avoir des conséguences
écologiques et évolutives importantes sur les conamiés d’h6tes comme entrainer un
isolement reproducteur ou une divergence genétgagopulations hoétes.

(i) Certains symbiotes mutualistes facultatifs auger@na durée de vie et le succes
reproducteur de I'hdte, augmentant ainsi la frégaetles hétes infectés au travers de leur
descendance. Ces bénéfices sont apportés de uiifférenanieres. L'une d’entres elles
consiste a améliorer la résistance de I'h6te ategaés par des ennemis naturels, comme
Hamiltonella defensaassociée a la protection de son héte puceronrecéed parasitoides
(Oliver et al. 2003) et Regiella insecticolaa la résistance contre un champignon
entomopathogéne (Scarborougthal. 2005). D’autres bénéfices ont également été réqpéest
comme l'augmentation de la tolérance aux hautegpéemtures (Montlloret al. 2002),
I'accroissement de la longévité (Dale & Welburn 2D0u la spécialisation a la plante hote
(Tsuchidaet al. 2004). L’effet sur la fithess de I'héte peut étlépendant de la souche du
symbiote. Par exemple, le puceron montre des \@m@dans sa capacité de résistance a un
insecte parasitoide selon la soucheH#eniltonella defensajui I'infecte. En revanche, en
situation de compétition, les lignées de pucerorisctées sont avantagées uniguement en

présence du parasitoide et éliminées en son abdeéapport bénéfique du symbiote est donc



variable selon les conditions écologiques ce quirgadent expliquer pourquoi la population
héte n’est pas entierement envahie par ces pamsrgymbiotiques (Olivest al.2008).
Contrairement aux symbiotes primaires, les tawnfedtion de ces symbiotes
secondaires sont inférieurs a 100%. Dans ces cdiglade de la variabilité phénotypique
observée doit donc prendre en compte le « détesmminucléaire » (I’'héte) mais aussi le
« déterminisme cytoplasmique » (le symbiote). L&spnce ou l'absence du symbiote
augmente donc considérablement la variabilité plypigue ce qui constitue une emprise

supplémentaire a la sélection.

Les études sur la diversité et les effets de cdermmres symbiotiques montrent toute
'importance de prendre en compte la présence yiebistes pour comprendre la biologie
des insectes. Ces partenaires symbiotiques peuwanesit étre des facteurs clefs dans les
processus écologiques et évolutifs des populatiodes. Les outils moléculaires ont
révolutionné les capacités a découvrir ces micgaioismes restés longtemps inconnus car
faiblement pathogenes avec des effets qui étalerd aonfondus avec des caractéristiques
intrinséques de I'h6te. Pour la plupart, ces symalsiorécemment découverts sont des
bactéries. Les virus sont encore considérés conem@gents fortement pathogenes. Pourtant,
cette vision mérite d'étre reconsidérée car cestamontrent une transmission verticale et
entretiennent une association durable avec lewr hdec une moindre virulence (Griffiths
1999). Les questions qui se posent sont donc dersgiels sont les impacts phénotypiques
sur les hotes de ces virus a transmission vertioakernelle, au niveau individuel mais aussi
populationnel. Ont-ils développé des stratégiasvdsion similaires a celles que I'on observe
chez les bactéries ?

Une étude récente rapporte le cas d’'un virus ARNipugateur de la reproduction de
son héte lépidoptére induisant dhale-killing (Nakanishiet al. 2008). Chez la drosophile
(Drosophila melanogastgrcertaines lignées sont hypersensibles au dioggdearbone, une
courte exposition & ce gaz entrainant leur moreuiiét 1976; Brun & Plus 1980). Cette
hypersensibilité est due a la présence du virumaig'un des premiers virus a faible
pathogénicité a avoir été découvert chez les iasec@hez les insectes parasites d'autres
insectes (parasitoides), les virus peuvent devdmiréritables partenaires de I'association
puisqu’ils peuvent permettre au parasitoide dearoner les défenses immunitaires de I'h6te
(Schmidtet al. 2001; Whitfield 2002; Federici & Bigot 2003). Egatent, les travaux de
Burandet al. (2005) rapportent I'existence d’un virus bénéfitid’'un mode de transmission

mixte (vertical et horizontal) qui manipule le coongment des noctuelles femelles lui



permettant une transmission et une invasion deslatipns hotes efficaces. Ces études
soulignent la diversité des relations qui peuvetidter entre les virus et leurs hotes et posent
toute une série de questions qui n'ont été encoeepartiellement abordées sur les bactéries
endosymbiotiques. Les associations commensalistesidualistes entre les virus et leurs
hoétes sont-elles répandues au sein des insectiss leurs populations naturelles ? Quelles
sont les stratégies d’'invasion mises en ceuvre gmvirus a transmission verticale ou a
transmission mixte ? Quels sont les mécanismegiatade ces virus sur leurs hotes ? Quel
est le role des transmissions mixtes ? Y a-t-ingortantes conséquences phénotypiques ?
Quel est I'impact de ce type de micro-organismed’'écologie et I'évolution des populations
hotes ?

Nous avons abordé ces questions au travers |'éllde association entre le virus
LbFV et l'insecte parasitoide de drosophileptopilina boulardi Ce virus infectieux, qui se
transmet aussi verticalement, manipule le compatdénde ponte des insectes parasitoides
sans consequence létale (Varaldi 2003; Vartidil. 2003; Varaldiet al.2006a). Les femelles
infectées acceptent de pondre plusieurs fois demkatves de drosophiles (superparasitisme),
bien que celles-ci ne puissent donner naissanca gn’ seul insecte adulte (parasitoide
solitaire). Cette modification comportementale pear virus lui permet d’étre transféré
horizontalement (en plus de sa transmission vésdicaet d’envahir les populations hotes.
Outre la remise en cause de linterprétation adiaptalu superparasitisme (van Alphen &
Visser 1990), la découverte de cette associatiofieat de nouvelles perspectives sur I'effet
phénotypique et la persistance de certains virums lds effets n'ont pas été décrits. De plus,
elle souligne la complexité et la diversité destiehs qui peuvent exister entre les virus et
leurs hoétes (relations antagonistes ou mutualistes) en maintenant un mode de
transmission vertical et infectieux. Par aillewrsmpte tenu de l'impact majeur des insectes
parasitoides sur la dynamique des populationseties phytophages, certaines especes étant
parfois utilisées en lutte biologique pour réguésr populations de ravageurs, I'existence de
tels virus modificateurs du comportement des perags doit étre connue et analysée en
détail compte tenu de leur impact possible suinsactions entre insectes hétes et insectes
parasitoides.

La premiére étape de ce travail de thése a cénagishettre au point des marqueurs
moléculaires afin de disposer d’'un diagnostic #abl rapide de I'infection (chapitre II). En
début de thése, le statut d’infection des inseétag estimé au travers des conséquences

phénotypiques que le virus induit sur le comportetnte I'insecte. Cette technique indirecte



de détection de linfection est lourde a mettrepiace sur de grands échantillons et peut se
révéler peu fiable, les effets de l'infection vegbouvant étre confondus avec la variabilité
naturelle du comportement de ponte des parasitoidemise au point d’un outil moléculaire
de diagnostic de l'infection virale nous a enspiéemis d’estimer la prévalence du virus au
sein des populations naturelles d’insectes et aigsialuer sa capacité d’invasion dans une
situation ou I'espece héte étend son aire de riéparavec des populations qui colonisent de
nouveaux habitats (chapitre Ill). Nous avons aaksrché a évaluer les parts respectives du
virus et du génome de I'héte dans la variabilitécdmportement manipulé afin de poser les
bases a la compréhension de la dynamique co-éweldti syteme héte-parasite (chapitre 1V).
L’étude de l'infection virale a également été mead&chelle de la communauté hoéte ou a
été abordeée la circulation du virus entre especel®g@quement interconnectées (chapitre V).
Enfin, 'impact de I'infection virale sur les int@rtions interspécifiques des parasitoides a été
étudié (chapitre VI). En fin de manuscrit, nouscdisrons des mécanismes d’action du virus,
de son épidémiologie, de sa co-évolution possibée & parasitoide ainsi que du role de ce

type de micro-organismes sur la structure des camantes.



- CHAPITRE | -

(Présentation des modeles biologiques

Selon les estimations, les parasitoides représeaiteirentre 8% et 20% des espéces d'insectes
décrites a ce jour, la majorité appartenant sdioréire des hymeénoptéres (environ 50 000
especes décrites), soit a I'ordre des dipteresin@m\i6 000 especes connues ; Feener &
Brown 1997). En plus de leur grande diversité etlede forte abondance dans la nature,
I'étude des parasitoides a été et est particulientméveloppée car : (a) compte tenu de leur
mode de vie (leur développement exigeant la mortede hote), les insectes parasitoides
peuvent étre utilisés dans des programmes deliakegique contre des ravageurs de culture
(pour revue, Wajnberg & Ris 2007); (b) ils congitti un excellent modéle d’étude en
biologie évolutive mais également en écologie dmpaortement et en dynamique des
populations (Godfray 1994; Godfray & Shimada 1999).

Les parasitoides sont fréequemment associés aatenaires procaryotes, bactéries ou
virus, dont l'influence sur le phénotype de leudsels et dont I'impact écologique et évolutif
sont de plus en plus reconnus (Boulétreau & FI2005).

Nous nous sommes intéressés a l'association enirevimus manipulateur du
comportement et le parasitoide de drosopHilegtopilina boulardi Une grande partie du
travail de recherche a donc été réalisée sur esftece. En outre, les conséquences du virus a
I'échelle de la communauté a conduit a s'intéressefautres espéces d’insectes comme
I'espece parasitoideeptopilina heterotomaCe chapitre présente quelques éléments de la
biologie générale de ces parasitoides ainsi queni@saissances disponibles en début de these

sur leurs associations avec des symbiotedoulardi/ LbFV etL. heterotomd Wolbachia



|- Les parasitoides de drosophiles

l.1. Apercu de leur biologie

Les parasitoides sont des organismes dont lesslaa®edéveloppent aux dépens d’autres
arthropodes, principalement les insectes, mais &ssraignées et les centipedes (Godfray
1994). A ce titre, ils représentent un mode deinviermédiaire entre les prédateurs et les
parasites puisque I'hdte est, & de rares exceppids systématiguement tué. Pourtant, ces
organismes ne doivent pas étre assimilés a destpréd dont la ressemblance se limite aux
effets populationnels sur les hétes. Pour Boulét&&leury (2005) 4l n'y a aucun doute, ce

sont des surdoués du parasitisme !

Leptopilina boulardi et Leptopilina heterotoma sont des hyménopteres
endoparasitoides s’attaquant aux larves de droesphine caractéristique importante de ces
deux especes qui sera I'objet de nos études ash geul parasitoide peut émerger de la larve
hote (especes solitaires). Les ceufs sont dépoldésedeur de la cavité générale de la larve
hote (stades L1 et L2) grace a l'ovipositeur deskicte. L'ceuf du parasitoide éclot 24h a 48h
apres (selon les conditions de température et ddfitéh Les premiers stades du parasite se
développent en consommant I’hémolymphe de la lguiepoursuit son développement. Au
moment de la métamorphose de son héte (stade depparasitoide tue la nymphe en la
consommant entierement avant de se transformenéuie en nymphe et d’atteindre le stade
adulte (Figure I.1)L. boulardietL. heterotomasont ainsi définies comme étant des espéeces
koinobiontes puisqu’elles permettent a leur héteatdinuer plus ou moins normalement son
développement avant de succomber sous l'effet dieldgpement parasitaire. Chez les
hyménoptéres parasitoides de drosophiles, seultddss pré-imaginaux ont donc un mode
de vie parasitaire, les stades adultes étant emtent libres (Godfray 1994). La larve
parasitoide est totalement dépendante de I'h6te gmu développement. Pendant leur stade
adulte libre, les femelles recherchent activemed libtes pour y déposer leur progéniture.
Leur succés reproducteur est ainsi directemeré eeliefficacité de leurs comportements au
cours de cette période de recherche. Ces compartersent donc sous forte contrainte
sélective, ce qui a fait des parasitoides un modelehoix pour I'étude des comportements
(Godfray 1994; Godfray & Shimada 1999).
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Figure 1.1 : Représentation schématique des cycles de déetuan deDrosophila
melanogasteet des parasitoides du geheptopilinaa 25°C(d’aprés Fleury 1993)

Comme chez la plupart des hyménopteres parasitdaldgterminisme du sexe chez
L. boulardietL. heterotomaest haplo-diploide. Les femelles sont issues dgtas fécondés
et sont donc diploides tandis que les males ferpl®viennent d’'ovocytes non fécondés et
sont par conséquent haploides avec un patrimoimétigée uniguement d’origine maternelle.
L’avantage de ce mode de reproduction est la péssilpour les femelles fécondées, de
« choisir » la proportion des sexes dans leur delstee en fécondant ou non les ceufs
gu’elles pondent.

Ces deux especes sont considérées comme primgraiero-ovigéniques, c'est-a-
dire que les femelles disposent de la quasi-tétal leurs ceufs matures des I'émergence et
présentent donc peu d’ovogénese imaginaded I'état adulte).

Sur le plan phylogénétiquel,.. boulardi et L. heterotomasont deux especes
relativement proches d'aprées des études baséesdesir criteres morphologiques et
moléculaires (Nordlander 1980; Schilthuizen 199Berandet al.2002) (Figure 1.2).
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Figure 1.2 : Arbre phylogénétique de six especed. dptopilinaappartenant aux groupes

heterotomaetboulardi, basé sur la comparaison de séquences de [{AlB@andet al.2002).

ITS2 de I'’ADN ribosomal: Second Internal transcdtspacer.

Les valeurs de bootstrap sont données a la baserdeshes de chacun des clades. Les différentehasu
utilisées sont notées selon le lieu de préleveremntre parenthéses, le pays d’échantillonnage.

Les chiffres notés sur les branches en italiqué wo@ indication de la distance évolutive.

l. 2. Le superparasitisme chez les parasitoides

Alors que chez les espéces de parasitoides diégmiges plusieurs parasitoides peuvent se
développer au sein d'un méme héte, chez les espegesarasitoides solitaires, un héte donne
naissance a un seul parasitoide. S’il y a supespigrae, c'est-a-dire si plusieurs ceufs
parasites ont été déposés dans une méme larve ladtmmpétition larvaire conduit a

I'élimination de tous les parasites surnuméraiteauedéveloppement d’'un seul parasitoide



(Eijsackers & Bakker 1971; Vinson & Hegazi 1998 &as de superparasitisme, le premier
ceuf déposé a un avantage compétitif sur le sedosal urvie dépend de l'intervalle entre les
deux ovipositions : la probabilité d’émergence daand ceuf décroit drastiquement comme
I'intervalle de temps entre les deux ovipositiongraente (van Alphen & Visser 1990; Visser

1992). Dans le cas ou une femelle accepte plusieisree méme héte (comportement de self-
superparasitisme), elle subit une perte séche én maisque le combat larvaire se fera entre
freres et sceurs. Il est ainsi attendu que le comp@nt de superparasitisme soit fortement

contre-sélectionné.

Pourtant, l'infestation d’un h6te déja parasité @siramment observé dans la nature
(Janssen 1989; van Dijkeat al. 1993; Santolamazza-Carbone & Rivera 2003; Flatrsgl.
2004) comme au laboratoire (van Lenteren 1976;Alghen & Visser 1990; Visser 1992).
La recherche des causes conduisant les femelleseptar le superparasitisme a suscité de
nombreux travaux théoriques et empiriques. Jusgujaurd’hui, deux explications majeures
ont été retenues pour expliquer le maintien du artement de superparasitisme malgré ses
codts sur la fitness de la femelle parasitoide.

Historiguement, le superparasitisme a été inteépcétmme une erreur décisionnelle
de la part des femelles, par incapacité a maraggehdtes ou a les reconnaitre comme étant
parasités. Cependant, il est par la suite appaeulegifemelles sont capables de discriminer
entre des larves hotes saines et parasitées (Eaplacdiscrimination) soit par elles-mémes,
soit par une ou plusieurs femelles conspécifiques’one autre espece (van Lenteren 1981;
van Alphen & Nell 1982; Bakker 1990). Il semble dayue les femelles superparasitant leurs
hbtes « choisissent » de le faire.

Une deuxieme explication a ainsi proposé que cepooi@ment pouvait étre le produit
d’'une décision adaptative des femelles (van Alp&eNisser 1990). En effet, en cas de
limitation en hétes sains, la femelle accroit secces reproducteur en acceptant des hétes de
moins bonne qualité pour sa descendance, puisgguhpondu, méme dans un héte déja
parasité, a une probabilité faible mais non nulesdrvivre. Une femelle peut donc retirer un
bénéfice de sa décision a accepter des hotes tgardspuis peu de temps. Cependant, un tel
comportement présente aussi des codts pour leitpddas colt en ceufs et colt en temps.
L'importance relative de ces codts dépend du risdedimitation en ceufs des femelles
(Rosenheim 1996). Le comportement de superparasitiest également fonction du
comportement de ponte des autres femelles padestoila tendance au superparasitisme

augmente lorsque le nombre d’hGtes parasités egbrtamt, c’'est-a-dire lorsque la



compétition pour les hétes est forte (van AlpheWi&ser 1990; Visser 1992). L’acceptation
du superparasitisme est donc attendue dans ledeciaste compétition intraspécifique entre
les parasitoides pour les hotes.

Une troisieme explication du maintien du superpaisaze dans les populations de
parasitoides est recemment apparue avec la miéeidence, chez le parasitoideboulardi
de l'existence d’un virus infectieux, capable deanmpuler le comportement de ponte des
insectes parasitoides (Varaktial. 2003; Reynolds & Hardy 2004). Nous y reviendroasd

la suite de ce chapitre.

|.3. Caractéristiques des espéces de parasitoiddafis€es

1.3.1. Leptopilina boulardiBarbotin, Carton et Kelner-Pillault (Figitidae, Eiildae)

La femelle L. boulardi est reconnaissable a la coloration de s

antennes qui varie de maniére tres franche du jaure base des m o
antennes, au noir, a leur extrémité. Les anteneea demelle sont T
courtes contrairement a celles du male beaucoup Iphgues par

rapport a la taille du corps (Figure 1.3) (pour lde détails, voir Femeliel. boulardi

infestant une larve de

Nordlander 1980). drosophile.

La plupart des parasitoides de drosophiles somiads&s sur Photo: Y. Garion
un microhabitat principal, dont la composition espéces de drosophiles est relativement
spécifique.L. boulardi s’attaque uniquement aux drosophiles frugivorescpgralement
Drosophila melanogastest Drosophila simulangespece spécialiste).

Cette espece est présente dans des pays a clidaemanéen ou subtropical. Elle
infeste les premiers stades de développement ddétes qu’elle détecte en sondant le
substrat avec son ovipositeur tout en se dépladalfe. semble également utiliser le
mouvement des larves pour les localiser (Vet & Bakk985). Bien qu’il s’agisse d'une
espece de parasitoide solitaite, boulardi accepte tres fréquemment le superparasitisme
(Fleuryet al. 2004 ; Varaldet al. 2005).

1.3.2. Leptopilina heterotom@hompson (Figitidae, Cynipidae)

L. heterotomaest plus grande que boulardi Le changement de

coloration des antennes est beaucoup moins netheprt.. boulardiavec

FemelleL. heterotoma
infestant une larve de

drosophile.
Photo: F. Fleury.



un dégradé de couleur du jaune a la base des asteens le noir. Commike. boulardi les
antennes de la femelle sont plus courtes que adliesale (Figure 1.3). La forme générale du
corps del. heterotomaest plus allongée que celle de sa compétitricer(ptus de détails,
voir Nordlander 1980). La figure 1.3 donne un apedes difféerences morphologiques emtre
boulardietL. heterotoma

L. heterotomaest une espéce généraliste qui infeste de nombreesgeces de
drosophiles du genf@rosophiladontD. melanogasteetD. simulangCarton 1986).

Elle présente une répartition géographique étenduisqu’elle se retrouve en
abondance en Europe, en Amérique du Nord et damerid de I'Afrique (Carton 1986).
Différant 1égerement de. boulardi la localisation des hétes chez heterotomas’effectue
principalement par le sondage du milieu au moyerWalgpositeur (Vet & Bakker 1985).
Lorsque la femelle parasitoide rencontre une laega parasitée, le dépdt d'un ceuf
surnuméraire dépend du statut du parasitoide dégempt. Ainsi,L. heterotomaévite tres
fortement le self-superparasitismee(la femelle infeste une larve déja parasitée plar el
méme) et, dans une moindre mesure, le superpamasitavec des conspecifiques (Visser
1993; Varaldiet al.2005b). En revanche, le multi-parasitisme. (a femelle infeste une larve
parasitée par une autre espece) n'est pas évigseélre larve se développera jusqu’au stade
adulte. Le résultat de cette compétition entredsuparasitoides au sein de I'h6te dépend a la
fois des especes mises en compétitionbpulardi est par exemple un meilleur compétiteur
intra-h6te quel. heterotomy du génotype du parasitoide ou du délai entrediférentes
infestations (Visser 1993; Fleuey al.2000).

Figure 1.3 : Leptopilina heterotoméa) etLeptopilina boulardi(b).

Les méales ont été positionnés sur la ligne supérjdes femelles sur la ligne inférieure (Photo P&tot).

|.4. Situation dans le sud-est de la France



Afin de mieux connaitre les variations de la stnoetet du fonctionnement des communautés
de drosophiles et de leurs parasitoides dans lestude la France, I'équipe a recueilli une
grande quantité d’informations depuis que des &tageterrain ont été initiees en 1994. Elles
sont désormais poursuivies chaque année par Rmatld (chargé de recherche, CNRS).
Elles consistent a suivre 'abondance des diff@grspéces de drosophiles et de parasitoides
au cours de la saison, cela sur plusieurs sitéshbdiés le long d’un axe nord-sud allant de la
cOte meéditerranéenne a la Bourgogne. On retroums datte zone d’étude principalement
quatre especes de drosophiles hotes rielanogasterD. simulans D. immigranset D.
subobscury trois especes de parasitoides larvaiteshéterotomal. boulardi et Asobara
tabida) ainsi que deux espéces de parasitoides de pupé@hdpria drosophilae et
Pachicrepoideus dubilis

A I'échelle de la vallée du Rhoéne, il existe ungartante variation latitudinale de la
présence et de I'abondance de ces especes dims@€meontrant que la structure et le
fonctionnement des communautés varient a une faitihelle géographique, probablement
sous l'effet des écarts de températures entreélgisns meéditerranéennes et septentrionales
(Fleuryet al.2004). Concernant les parasitesheterotomaeste la principale espece au nord
pendant toute la saison alors que, plus au sudeféegtifs diminuent progressivement au
bénéfice deL. boulardi qui devient I'espece majoritaire en fin de saigpnllet, aoQt,
septembre). Il existe en effet un trés fort cot&ramtre les régions du sud buboulardi
représente plus de 95% des effectifs des parasgdédvaires et les régions au nord de la
vallée du Rhéne ou cette espéce est complétemaeniab (Figure 1.4) (Allemaneét al.
1999). Les taux de parasitisme élevés, qui pewtbeindre localement 90%, démontrent une
limitation en hotes et probablement de tres fonwsractions compétitives entre les deux
especes de parasitoides heterotomaet L. boulardi (Fleury et al. 2004). La variation
d’abondance de ces deux espéeces entre les zonéemadegennes et septentrionales ainsi
gue l'existence d’interactions compétitives fortagre parasites suggerent dueboulardi
espece a fort potentiel reproducteur et forte dsaompétitive, exerce des pressions de
sélection importante sur le paraditeheterotomadans le sud de l'aire étudiée. En 1998, la
limite d’aire de répartition dé&. boulardi tres franche, se situait aux environs de Valence
(Figure 1.4). Mais depuis quelques anndesboulardi remonte vers le nord, bouleversant
probablement la structure des communautés de fmdEs, notamment I'abondance de

heterotomaet les pressions de ces parasitoides exercébsussihotes.
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Figure 1.4 : Variation latitudinale de I'abondance deboulardi(situation en septembre-
octobre) en 1998\lemandet al. 1999).

Il. Les symbiotes chez les parasitoides de drosopés

Les insectes parasitoides hébergent divers typesiate-organismes, qui peuvent coexister
chez le méme individu, et qui peuvent étre pathegeéou mutualistes. Ces associations
fréquentes entre parasitoides et partenaires stioums (bactéries et virus) peuvent se
révéler nécessaires a leur ovogénese (Deddirak 2001) ou au développement parasitaire
(auxiliaires immunosuppresseurs : polydnavirus atigules d’allures viralesVrus-Like
Particle) ; Schmidtet al.2001; Whitfield 2002; Federici & Bigot 2003). fagit de véritables

« systémes hote-parasitoide-symbiote emboitésibfgut étudier dans leur ensemble si I'on
veut comprendre leur fonctionnement et leur évofutiCertains de ces symbiotes sont bien
étudiés Wolbachia: Cook & Butcher 1999; Stouthamet al. 1999; Cardinium: Kenyon &
Hunter 2007), d’autres sont regulierement décoavett leur importance quantitative et
qualitative reste a analyser (pour exemples : 4dhgin et al. 2001; Varaldiet al. 2003;
Grahamet al.2006; Habayelet al.2006).

II.1. L’association Leptopilina heterotoma / bactérie Wolbachia
Les bactéries du genr&/olbachia sont des alpha-protéobactéries de la famille des

Rickettsiaceae qui vivent exclusivement dans lemgasme de leur héte. Leur transmission

est essentiellement materneliga le cytoplasme des ovocytes, mais I'existence desrar



transferts horizontaux a été démontrée (O'Nsilal. 1992; Werreret al. 1995; Schilthuizen
& Stouthamer 1997; Zhoet al. 1998; Vavreet al. 1999; Huigenst al.2000).

11.1.1. Identité et détection d&¥olbachiachezL. heterotoma

L. heterotomaest une espece tri-infectée pélolbachia: un méme individu peut étre infecté
simultanément par trois souches différentes dee d®itteriewlLhet 1 wLhet 2et wLhet 3
(caractérisées sur le gewsp (Vavreet al. 1999). Dans les populations naturelles francaises
delL. heterotomaseule la tri-infection a été retrouvée (Vautrd®@). Il est possible d’obtenir
au laboratoire des individus non infectés, monbiénfectés par les différentes souches de
Wolbachia ceci par traitements antibiotiques (RifampicineTetracycline) (Vavreet al.
2000; Dedeinet al.2001; Moutoret al.2003).

Comme pour de nombreux symbiotes intracellulailasgétection systématique et
I'identification des Wolbachia ont été rendues possibles par I'outil moléculateplus
particulierement grace a la technique de PCR. Cudtthnique permet de détecter
spécifiguement la présence de la bactérie a pdigktraits d’ADN totaux, comprenant les
ADN de l'insecte (génomique et mitochondrial) es dgmbiotes. Divers couples d’amorces
sont aujourd’hui disponibles pour détectéfolbachia chez les parasitoides du genre
Leptopilina Au cours de ce travail de thése, il a été utilis® couple d’amorces
« généralistes » permettant d’amplifier un fragmeatgéne ftsZ des trois souches lde

heterotoma

11.1.2. Les effets d&/olbachiachezL. heterotoma

Ce symbiote facultatif ne confere a son hote auauantage meétabolique. Il induit au
contraire un colt physiologique, en terme de fétémbtamment (Fleurgt al. 2000). Mais
surtout, Wolbachiaaltere la reproduction de ses hétes dans un sérsugmente sa propre
transmission. C’est pourquoi on considere ces hastécomme des « parasites de la
reproduction ». Chet. heterotoma Wolbachiainduit de I'incompatibilité cytoplasmique
(IC), c'est-a-dire un isolement reproductif posgaiique dans les croisements entre une
femelle qui n'est pas infectée par toutes les sssidBWolbachiaqui se trouvent chez le male
(pour revues, Dobson 2003; Werrenhal. 2008). Chez les espéces diploides, les embryons
incompatibles meurent. Chez les espéces haplofdgdocommel. heterotoma seuls les

embryons issus d’ceufs fécondés et qui donnent Hemmeat des femelles subissent I'IC et les



ceufs non fécondés se développent normalement ess.mads embryons incompatibles ont
deux devenirs possibles : soit ils meurent (onepalbrs d'IC de type mortalité des femelles),
soit ils se développent en male (on parle d'IC yge tdéveloppement en male). Ces deux
types d'IC sont rencontrés chiezheterotomaCette modification de la reproduction de son
héte permet ainsi a la bactérie d’envahir trésdepient les populations d'insectes en

diminuant la fitness des femelles non infectées.

[I.2. L’association Leptopilina boulardi / virus LbFV

La présence de la bactéiolbachian’a pas été démontrée cHezboulardi En revanchd,.

boulardi est apparue infectée par un virus ayant d’étosnefifets sur son héte.

[1.2.1. Un virus manipulateur du comportement detpaehed_. boulardi

ChezL. boulardi il a été observé des taux de superparasitisnmnaoment élevés, certains
individus étant capables de pondre plus de dixedetants dans le méme hote, ce qui entraine
parfois la mort du couple héte-parasitoides (Varalal. 2005b) (Figure 1.5). Dans la plupart
des populations analysées, ces individus supeifzarss(phénotype S) coexistent avec des
individus qui ne déposent qu’un seul ceuf par hatériotype non superparasitant : NS).
L’analyse du déterminisme génétique de ce comperiena démontré qu’il se
transmet par voie maternelle (verticalement, deem&rdescendant). Cette transmission
verticale est au laboratoire tres efficagg>09%) mais néanmoins incompléte puisqu’il peut
quelquefois étre obtenu des individus infectésoatinfectés a partir d’'une lignée iso-femelle
infectée (Varaldiet al. 2003). En outre, lorsque deux femelles ldeboulardi I'une de
phénotype S et l'autre de phénotype NS, déposens k=ufs au sein de la méme larve de
drosophile, il a été montré que les femelles NSnaygagné la compétition intra-hote
acquierent le comportement de superparasitisme eavison 70% des cas (Varaldt al.
2003). Cela signifie que le comportement est indaitun élément infectieux qui est transmis
horizontalement au sein des larves de drosophilgsrparasitées ! La recherche de la nature
de I'élément impliqué dans le comportement de farasitisme par des traitements
antibiotiques et des essais d’amplification par P@Rpartir d’amorces bactériennes
généralistes ont conduit a rejeter I'hypothésedraine (Varaldiet al. 2003; Varaldiet al.
2006a). La recherche de facteurs cytoplasmiquemapscopie électronique a transmission
(MET) a révélé la présence de particules viralesean de I'appareil reproducteur de l'insecte



femelle (Varaldiet al. 2003). Plusieurs expériences ont montré une etiwél quasi-parfaite
entre la présence du virus et le comportement gerparasitisme du parasitoide. Aucun
virion n’a été observé chez les femelles non swgragitantes contrairement a celles déposant
plusieurs ceufs par larve hote.

Chez Leptopilina boulardj il a ainsi été mis en évidence chez les femelles
superparasitantes un virus, interférant dans legiors hoétes/parasitoides en forcant les
femellesL. boulardia déposer leurs ceufs dans des hétes déja par@sgeee 1.5). Jusqu'a

aujourd’hui, seule la transmission intra-spécifiquété démontrée (Varalel al. 2003).
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Figure 1.5 : Distribution du nombre de parasitoides par lal@elrosophiles pour des lignées

L. boulardinon infectées par le virus (phénotype NS) et idies (phénotype S).

Données issues de I'étude de 96 larves de drosspbelrasitées par 24 femelles de chaque phéndtget(S) :
Nns=96 et N=96. Source : S. Patot.

11.2.2. Identité du virus

Nous ne pouvons encore préciser avec certitudatlarende la particule virale ainsi que sa
position dans la classification des virus. Des isss$a purification du virus par centrifugation
différentielle ont été plusieurs fois tentés samscés (travaux de J. Varaldi et M. Maache).
Les analyses de MET réalisées durant la these\dardldi (2003) sur I'appareil reproducteur
de femellesL. boulardi ont montré que les particules ont une forme albengt que la

nucléocapside mesure environ 45 nm de large et @aéder 1 um de long (Figure 1.6)



(Varaldi et al. 2006c). De par sa forme, ce virus a été nommé Llpur Leptopilina
boulardi filamentous virus. Il a également été rapportélguéplication des particules virales
se déroule dans le noyau des cellules hétes. lisydas matures se déplacent ensuite vers le
cytoplasme ou elles peuvent atteindre une demapeéritante. Elles acquiérent a ce moment-la
une enveloppe (leur diametre atteint alors 60 nns dia cytoplasme). La réplication nucléaire
du virus suggére gu'il s’agit d’'un virus a ADN. Awte particule n'a pour l'instant été

observée dans les ceufs de parasitoides.

Figure 1.6 : Particules virales filamenteuses (LbFV) observégsyicroscopie électronique a
transmission a partir de la coupe d’un oviducté deoulardi

L : lumiére de I'oviductelN : noyau Vr : viroplasme. La fleche en rouge est pointée serparticule virale.

(a) Réplication intra-nucléaire dans les cellulesl'tidte bordant la lumiére de l'oviducte. (b) Sture de
particules virales agrégées. (c) Coupe transvedsataicléocapsides dans le noyau de I'héte.

Photos : M. Ravallec/J. Varaldi.

11.2.3. Les effets du virus sur la physiologieetbmportement de. boulardi

Afin de comprendre la prévalence et la dynamiqumvdsion du virus dans les populations de
L. boulardi il est dans un premier temps nécessaire de doame$ colts et/ou les bénéfices
potentiels de [linfection virale sur divers caraete intervenant dans Iefficacité des
parasitoides. Des expériences menées au laboraairedes souches de. boulardi
génetiqguement identifiees (afin d’éliminer tout e¢ffdu génotype hdéte) ont montré que
I'infection virale n'a qu’un colt modéré sur la @iylogie et la morphologie de son héte
puisqu’elle n’induit aucun biais sur le sexe-radacune conséquence néfaste sur la survie de
I'insecte, un faible codt sur le durée de développat (+3%) ainsi que sur la taille du corps (-
2%). Elle entraine néanmoins une baisse signiieate I'activité locomotrice du parasitoide

(-46%) (Varaldiet al.2005a). Il a également été mesuré le stock d'apuifdonne une bonne



estimation du succes reproducteur potentiel deglfempuisqud.. boulardi est une espece
essentiellement pro-ovigénique (peu de productioeuts au stade adulte). Il a été rapporté
qgue les femelles superparasitantes testées disposhiin stock d’ceufs supérieur de 11% a
celui des femelles non superparasitantes (Vaedtldi.2005a).

Pour qu’un parasitoide puisse infecter un hoteeetiévelopper, il est communément
admis que plusieurs étapes chronologiques doivemtréalisées avec succes (étapes pré- et
post-ovipositionnelles) au cours desquelles litseaéploie tout une panoplie de
comportements spécifiques a la perception, a lanreissance ou a la détermination de la
qualité de son héte. Les études menées sur dikgts tomportementaux (perception des
kairomones de I'hGte par les femelles boulardi recherche des patchs d’hétes, rythmes
d’activité, capacité des males a localiser les @nénes sexuelles) n'ont montré aucun effet
de l'infection virale (Varaldet al.2005a).

On sait également que la forte intensité du swgpagitisme qu’expriment certaines
femelles infectées par LbFV peut engendrer une préxtoce du couple parasitoide/larve de
drosophile héte (Varaldi 2003; obs. pers.). Il g#apns ce cas d’'un codt indirect dd a la
modification comportementale de I'insecte par ki

Ainsi, la réduction de fitness de boulardi suite a I'infection par LbFV consiste (1)
en des colts directs sur la physiologie de l'irseatt (2) en des colts indirects dds a la
modification comportementale. Les résultats obtenuusette analyse de la virulence du virus
mettent en évidence un colt modéré direct de Eirda virale sur son hote (a I'exception de
I'activité locomotrice) et une modification compemtentale engendrée par le virus qui
apparait étre restreinte a la manipulation du ggrasitisme (Varaldet al. 2005a). Les effets
indirects sont plus difficiles a évaluer. Hormiseubaisse du succés parasitaire en cas de
superparasitisme intense, le fait pour l'insectsulgerparasiter ses hétes peut se révéler étre

désavantageux puisqu’il entraine un fort gaspillgeeufs.

[1.2.4. Signification adaptative de I'induction duperparasitisme

Y a-t-il une signification adaptative pour le virs manipuler le comportement de
superparasitisme de son héte (Vareldal. 2003) ? Cette question a été abordée d’un point de
vue théorique (Gandomt al. 2006). Il s’'agissait de démontrer que si la madiibn
comportementale est adaptative pour LbFV, alonddition virale devrait rapidement envahir
les populations de parasitoides n’exprimant pasqoa trées peu le comportement de

superparasitisme. En d’autres termes, il s’agiskaiester si la stratégie évolutivement stable



(ESS) de superparasitisme (qui correspond au tptimal de superparasitisme permettant de
maximiser la fitness de l'organisme) du virus egpé&ieure a celle du parasitoide (en
'absence du virus). Afin d’appréhender I'évolutialu superparasitisme sous différentes
conditions écologiques, un modele a été dévelopgggrant les caractéristiques du modele
biologiqueL. boulardi/ LbFV (Gandoret al.2006).

L’'analyse théorique montre qu’'en [Il'absence dinfact virale, I'ESS de
superparasitisme du point de vue du parasitoidetibaux mémes conclusions que celles
déja proposées sur la base de données empirigae$semelle parasitoide a intérét a
superparasiter en cas de forte compétition poundéss (van Alphen & Visser 1990; Visser
1992). En revanche, lorsque le virus est intégrénadeéle, 'ESS de superparasitisme du virus
est toujours supérieure a celle du parasitoide,od&ant bien la valeur adaptative pour le
virus de la modification comportementale (Figur&).l.Sa transmission horizontale lui
permettant d’envahir la population de parasitoidessuperparasitisme lui bénéficie plus
gu’'au parasitoide. On observe alors un conflit tdiiét entre le virus et le parasitoide, le
premier retirant fréquemment un bénéfice du supasiiésmevia la transmission verticale ou

horizontale, alors que le second n’a un intérétlopiké dans ce comportement (Figure 1.7).

ESS superparasitisme

Qrssssssnsssnns AS—
0 0.1 0.2 03 04 05

Probabilité de succes du superparasitisme

Figure 1.7 : Stratégies évolutivement stables de superpaasgtpour le virus (ligne
continue) et pour le parasitoide (ligne pointilléa)fonction de la probabilité de succés du
superparasitisme.

Paramétres du modeéle : transmission verticalg=0,95 ; transmission horizontaler;=0,75 ; probabilité de
transmission horizontale du virus entre deux ladek. boulardien compétition au sein d'un méme hote=
0 ; stock d'ceufs des femelles a I'émergence : Exdihsité en hotes : N=100 ; taux d’émergence dasgiaide
(= taux de mortalité de I'hbte) : d=e=0,2).



[1.2.5. Test comportemental de l'infection deboulardipar le virus LbFV

En début de these, le seul moyen possible poumdstiguer la présence du virus était
d’étudier les conséquences de linfection sur Eh@&t donc d’utiliser un test diagnostic
comportemental standardisé, les comportements mte potre femelles non superparasitantes
et femelles superparasitantes étant tranchés @-idh L'existence d’'une association étroite
entre le phénotype superparasitant d’une femellboulardi et la présence du virus LbFV
(détecté par MET) avait alors été mise en évidévaealdi et al.2003).

Le comportement de chaque femelle est estimé argda distribution des infestations
au sein d’'un patch de dix larves (stade L2PpdenelanogasterChaque femelle, agée de 1 a 2
jours, est placée dans une boite de Pétri remplie moitié de milieu gélosé sucré sur lequel
est déposé un disque de levure boulangere (10pé duspension a 3 g / 20 ml) contenant
dix hoétes. La levure constituant la seule ressodisponible pour les larves, on s’assure
gu’elles restent sur ce patch artificiel. Le teiea a 25°C, de 17h jusqu’au lendemain matin,
10h. Cette période de la journée a été choisielbarcorrespond a la période d’activité des
parasitoides de cette espece (Fleatryal. 2000). La présence d’un nombre restreint d’hbtes
disponibles pendant un temps relativement longrasgue les parasitoides se trouvent en
situation de rencontrer des hétes déja parasité&mieent donc « choisir » de les accepter ou
non. Une fois les parasitoides enlevés, les baiias remises a 25°C. Aprés deux jours de
développement, trois a cing larves de drosophieslthque boite de Pétri sont disséquées
afin de dénombrer les parasitoides dans chacundlesi’elLe comportement de
superparasitisme de chaque femelle est alors estim@alculant la moyenne du nombre de

parasitoides par larve de drosophile parasitée.

lll. Procédures expérimentales et origines des sohes et lignées de

parasitoides

l1l.1. Conditions d’élevage au laboratoire

Les parasitoides sont maintenus au laboratoirarseitignée standardisée Demelanogaster
non infectée paWolbachia(population de '€ Foy-lés-Lyon, Rhéne, France). La lignée de
drosophiles est maintenue en I'absence de pama#taiur milieu contrélé fabriqué a base de

farine de mais, de levure de biére et d’agar dasgubes plastiques (2,5 cm de diametre, 10



cm de hauteur), placés a 21°C (LD 12 :12), a ra@senviron 200 drosophiles par tube. Les
parasitoides sont élevés en petite masse (3 adlésnfiondatrices / tube accompagnées de 2
ou 3 males) sur les mémes types de tubes contemaitbn 200 ceufs de drosophiles et
produisent en moyenne 150 descendants.

L. boulardiest élevée a 25°C. Son temps de génération estdddrois semaines (LD
12 :12 ; RH = 70%)L. heterotomaest élevée a 21°C (LD 12 :12 ; RH = 70%), sa teatpée
optimale de développement (Ris 2004). Son tempgédération dans ce cas est d'un mois.
En revanche, au cours des expériencebeterotoman été confrontée a la méme température
queL. boulardi(25°C). Son temps de génération est alors dedemmines.

Les femelles de parasitoides qui nécessitaietriederges pour certaines expériences
ont été obtenues par isolement individuel de laepp@rasite dans des cloches de Durham
(hauteur : 4 cm, diametre : 0,8 cm) un ou deuxg@want leur émergence (avec du miel et en

condition humide).

[11.2. Origines des Leptopilina boulardi

[11.2.1. Lignées de référence

Une lignée dd.. boulardide phénotype S et une lignéeldeboulardide phénotype NS ont
éte utilisées au cours du travail de these : fjis’des « lignées de référence » qui sont de
méme génotype nucléaire (lignées iso-géniques)eagb@r la suite § et NS¢ La lignée
NS provient de Sienne (Italie) et a été fondée erD2@le a été obtenue a partir d’'une
lignée iso-femelle maintenue en croisements frecesfs pendant huit générations (Varaldi
2003). Les femelles de cette lignéeBe déposent en moyenne qu’un seul ceuf par héte. La
lignée Ssa été obtenue par transfert horizontal de particulales lors d’'un événement de
superparasitisme impliquant une lignée dN$t une lignée superparasitante originaire de
Gotheron (Drébme, France). Les femelles de cetteébg%: superparasitent leurs hétes. Le
comportement de ces deux lignées est resté trigeanokent tranché au cours des nombreuses
générations durant lesquelles ont eu lieu les expees.

Notons que la souche virale des lignégsuiilisée par J. Varaldi au cours de sa these
(2003) était différente de celle précédemment tida lignée ayant été perdue. En effet, J.
Varaldi avait alors construit une lignée de phépet$ par transfert artificiel de particules
virales d’origine Sienne (Italie) dans la lignée . M)&n utilisant un micro-injecteur (Varaldt
al. 2006c¢).



111.2.2. Populations naturelles du sud-est de EnEe

Plusieurs populations naturellesldeboulardidu sud-est de la France ont été échantillonnées
pour le besoin des expériences de ce travail dethées campagnes de terrain ont au total été
menées dans 15 stations distribuées le long dalléevdu Rhoéne, de la périphérie nord de
Lyon jusqu'a la cbdte méditerranéenne. Les piégessistent en des boites plastiques
cylindriques fermées suspendues dans des arbrgsrfwu dans des buissons (Figure 1.8) et
contenant une banane entaillée. Ce systeme expg#ahw@mule un fruit standard que les
insectes (drosophiles puis parasitoides) peuvdahiser liborement durant les 15 jours ou ils
sont laissés en place avant d’étre ramenés aualalrer pour étre analysés. Dans les cas ou il
n'était pas possible de laisser des pieges dufagours sur le terrain, il a alors été ramassé
des fruits, déja en décomposition avancée, de meariece que les parasitoides aient pu
pondre dans les larves de drosophiles se nourtigsafruit (une trentaine de fruits récoltés
par site d’échantillonnage). Piéges et fruits détteités de la méme facon une fois ramenés
au laboratoire ou les femellés boulardi émergeantes ont été mises a pondre en lignées iso-
femelles dans des tubes contenant environ 200 jpindss. Les élevages ont été maintenues
en chambres climatisées, & 25°C (LD 12 :12 ; RH970%

Figure 1.8 : Piége fermé et site d’échantillonnage typ@tion INRA de Gotheron).

Les populations naturelles utilisées avec leur datehantillonnage sont les suivantes :
- Chasselay (69) (septembre 2007) ;



- Calilloux sur Fontaine (69) (septembre 2007) ;

- S'Maurice de Beynost (01) (septembre 2007) ;

- S®Foy-lés-Lyon (69) (septembre 2007) ;

- S Laurent d’Agny (69) (septembre 2007) ;

- Villette sur Vienne (69) (septembre 2007) ;

- Sonnay (38) (septembre 2007) ;

- Epinouze (26) (septembre 2007) ;

- Lens-Lestang (26) (septembre 2004 et 2007) ;

- Annonay (07) (octobre 2004 et septembre 2007) ;
- Gotheron (26) (octobre 2004, septembre 2006 et)2007
- Avignon (84) (octobre 2004 et septembre 2007) ;
- Antibes (06) (novembre 2004) ;

- Bras (83) (octobre 2004) ;

- Pierrefeu du Var (83) (octobre 2004).

[11.2.3. Autres populations naturelles deboulardi

Trois populations naturelles de boulardi issues de sites d’échantillonnage hors France
métropolitaine ont été également utilisées. Leqgyom d’échantillonnage a été le méme que
celui détaillé precédemment : quelques bouteillepats plastiques ont été déposés dans les
différentes régions visitées durant plusieurs jquis récupérés et ramenés au laboratoire. Le
nombre de pieges posés n'est pas aussi élevé gaédemment (entre un et cinq pieges
environ) et varie selon les sites. Leur provenate, date d’échantillonnage ainsi que leur
« collecteur » sont les suivants :

- Rio de Janeiro (Brésil) (2007) (J. David);

- Martinigue (1999) (M. Boulétreau);

- Sienne (Italie) (2000) (J. Varaldi);

- Sicile (2000) (M. Boulétreau);

- Lamto (Cote d’'lvoire) (1996) (Y. Carton);

- Palma de Majorque (Espagne) (2006) (S. Gandon).

l11.3. Lignée de L. heterotoma

Une seule lignée de. heterotomaa été utilisée au cours de ce travail de thesagjit d’'une

lignée homozygote, obtenue par des croisementsshsoeurs répétés pendant 35 générations



et provenant d’Antibes (souche A7, Alpes-Maritirkeance ; sympatrique avéc boulard)).
Deux souches (correspondant a des sous-lignée®ténttilisées. L'une est tri-infectée par
Wolbachia (wLhet 1 wLhet 2 et wLhet 3, ce statut d’infection étant celui le plus
frequemment rencontré dans les populations naggr@avreet al. 1999 ; Vautrin 2008). La
seconde souche est issue de la premiere. Desrtegits antibiotiques réalisés sur la souche
A7 tri-infectée ont permis d’obtenir une souche mafiectée paMWolbachia(Mouton et al.
2003).



- CHAPITRE Il -

Mise au point d’'un outil moleculaire
diagnostic de l'infection par LobFV

Suite a la découverte du virus LbFV, le statutfdttion des femellek. boulardiétait établi
Soit par des tests comportementaux, soit par ndope électronique a transmission (MET).
Ces deux méthodes présentaient des limites aussi du point de vue de leur fiabilité
(ambiguité du comportement de certaines femelisgalisation des particules virales) que de
la lourdeur des expériences ce qui était un freipartant a I'étude des populations lde
boulardi et des communautés d’insectes. |l était alors pmttisable de disposer d’'un outil

moléculaire fiable et rapide de détection.

Les méthodes de transcriptomique permettent dehgsu I'expression des genes de
maniere spatiale, temporelle ou conditionnelleceit sitilisées afin de déterminer les genes
clés intervenant dans divers mécanismes molécslalencernant les infections virales,
I'approche transcriptomique a permis de révélexisince de micro-organismes jusque la
passeé inapercus comme pour le virus Nora (Habeyah 2006). Cet agent viral ARN a été
mis en évidence suite a l'analyse des transcriptodeeD. melanogasteinfectée ou non
infectée par une bactérie, dont I'objectif premétait d’étudier les génes de la drosophile
impliqués dans la réponse immunitaire (Asliag al. 1995). La technique d'hybridation
soustractive et suppressiv&uppression Subtractive Hybridizatioou SSH) (cf. partie
suivante) est de plus en plus utilisée dans desla®dnsectes afin de répondre a diverses
questions. Nous citerons le cas du moustique chielog étudie les genes exprimés au cours
du développement dalasmodium parasite responsable du paludisme (Desstas 2000),
les génes sur- ou sous-exprimés lors du phénongnkagdause (vie ralentie) (Robieh al.
2007) ou encore les mécanismes cellulaires impdidoés du repas de sang de ces insectes
(Chenet al. 2007) Dans leur article, Hu & Hirshfield (2005) proposam protocole de
détection et d’identification d’agents viraux incws par une approche de transcriptomique

comparative (technigue de la SSH), ce qui corredg@ida notre objectif.



Lors de ce travail de these, des expériences dsctiptomique comparative ont ainsi
été tentées afin de développer une approche malézue I'étude du virus dans plusieurs
buts : identifier les particules virales, précideur apparentement avec d’autres virus et
développer un test moléculaire afin de diagnostiduafection de facon rapide et fiable.
Nous avons abordé ces questions en utilisant lanigee de SSH couplée a la technique
MOS (Mirror Orientation Selectioh (Diatchenkoet al. 1996; Diatchenkoet al. 1999;
Rebrikov et al. 2000). Par cette approche, outre le développewfient outil diagnostic de
I'infection, il était également possible d’abordes mécanismes d’action du virus sur le

comportement de son hote parasitoide.

l. Analyse transcriptomique de l'infection par LbFV

I.1. La technique de SSH : hybridation soustractiveet suppressive(Suppression
Subtractive Hybridization)

[.1.1. Principe de la SSH

La SSH permet, en comparant deux populations d’ARNiidentifier les génes
différentiellement exprimés entre deux modalitésésimentales en éliminant spécifiquement
ceux qui montrent un méme niveau d’expression. Dagsexpériences, les deux populations
d’ADNCc de L. boulardi correspondaient aux modalités | (infectée) etidin(infectée). Elles
ont été construites a partir des ovaires des Iguieeréférence iso-géniques ldeboulardi
respectivement (§ et NS¢ (lors des observations par MET, les particulesles ont été
observées dans les tissus ovariens ; Vaedldi. 2003).

La technique consiste a mélanger une populatiorDtlé& obtenue a partir d’'une
population d’ARNm d'intérét téste), avec un excés d’ADNc obtenus a partir d’'une
population d’ARNm témoindriver). L'objectif est de supprimer les ARNm de la paiidn
driver qui sont également exprimés dans la populatéster ceci afin de créer des sous-
populations simplifiees ne contenant que les ARNIiffiér@ntiellement exprimés dans
I’échantillon tester La soustraction d’ADNc permet donc d’isoler désjieences présentes

dans une population d’ARNmM, mais absentes ou &ibdefnent représentées dans une autre.



Il est ainsi obtenu une banque SSH qui est uneusmasqustraite et normalisée contenant les
génes différentiellement exprimés dans la conditdimtérét. Le principe de la SSH
s’appuyant sur deux hybridations successives égnsatisé dans la figure 1.1 et les étapes

sont détaillées dans la Iégende.

La SSH associe une étape de normalisation entsgtpgences abondantes et celles au
contraire tres rares ce qui a pour but de favotseafrétection des ARNm peu abondants, et
une étape de soustraction qui exclut les séquamresiunes entre la population cibleste)
et la population témoind(iver). Cette méthode est fondée a la fois sur la cjnétide
réassociation des brins d’ADN (les fragments abotsd&’hybrideront plus vite que les
fragments rares, la vitesse d’association étanpgrtimnnelle a la quantité de séquences) et
sur I'existence de l'effet suppresseur de la PGR @rins portant les mémes adaptateurs
forment des structures en épingle a cheveux noplif@bles ; seules les séquences portant
deux adaptateurs différents a leurs extrémités sonplifices exponentiellement). Les

séquences amplifiées par PCR et clonées constifu@rbanque soustraite.

La soustraction peut étre menée dans deux directmour chacune des deux
populations d’ADNc (modalités | et NI) l'une et like jouant alternativement le réle de
testeroudriver: dans notre cas, la soustractiorward permet I'enrichissement en séquences
sur-exprimées dans I'échantillon | par rapport éclfantilon NI. Dans une soustraction
reverse I'échantillon NI devient la population cible eb secherche les genes sur-exprimés
dans cette population NI. Le résultat est I'obtamtile deux populations d’ADNc soustraits :
les ADNc soustraitdorward contenant les séquences spécifiques a I'échantlllet les
ADNCc soustraitgeversecontenant les séquences spécifiques a I'échantilloh’objectif de
cette partie de la these étant l'identificationséguences virales, les efforts ont été portés sur

la soustractioorward (Figure 11.2).



ADNCc tester avec adaptateur 1 ADNc driver ADNCc tester avec adaptateur 2
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l 4. Amplification par PCR avec les amorces [ T | et [ ]
a, b, d: pas d’amplification
c: amplification linéaire
i e: amplification exponentielle

Figure 11.1 : Principe de la technique de SGFhpres Diatchenket al 1996)

Aprés extraction et rétro-transcription des ARNisus des deux échantillons a comparer, I’ADNc dfi&tt®u
cible (este) est séparé en deux fractions égales liguées and®s adaptateurs différents (adaptateurs 1 et 2).
Aucun adaptateur n'est ligué a '’ADNc témoulriger) auquel sont comparés les potdster La soustraction
proprement dite est réalisée par deux hybridatoiesessives.

1. Pour la premiére hybridation, les ADNc a soustrgriver) sont ajoutés en exceés a chaque fraction d’ADNc
tester Aprés dénaturation et renaturation, plusieurssipdgés se présentent: les brins complémentaiies
génes présents dans les deux conditidestdr et driver) peuvent s’hybrider ensemble (formes cl et c2),
reformer les homoduplex initiaux (formes b1, b2a@t d2a) ou rester en simplex (formes al, a2,edt2b).
Selon l'origine du brin d’ADNc, chacune des formgssséde ou non des adaptateurs aux extrémités. Les
simplex de forme al ou a2 sont particulieremeréragsants: ils sont enrichis en séquences diffélemient
exprimées (les génes communs aux deux conditig@mtdes hétéroduplex de forme c) et ils sont ptesela
méme concentration pour des génes plus ou moingeq

2. Au cours de la seconde hybridation, les deux ifsastdetestersont mélangées sans dénaturation préalable.
Le mélange des deux échantillons permet la formatimn nouvel hybride (forme e) portant un adaptate
différent a chaque extrémité.

3. et 4. Aprés élongation des extrémités de chaque complese PCR est effectuée a l'aide d’amorces
spécifiques des adaptateurs. A l'issue de cette, BERes les séquences qui portent deux adaptaliiérents

a leurs extrémités (forme e), correspondant auuessmes préférentiellement exprimées dans la conditi
d'intérét, sont amplifiées de facon exponentietiatcairement a celles portant les mémes adaptateessbrins
portant les mémes adaptateurs aux deux extrénfiitéad b) forment des structures en épingle a cheven
amplifiables (structuregan).



Hybridation soustractive Hybridation soustractive i
H forward (FW) reverse (RV)
(SSH + MOS) (SSH + MOS)
ADNc | ADNc NI ADNc | ADNc NI
Sonde FW Clonage - Sonde RV

Banque d’ADNc soustraite FW

y

» : Criblage différentiel .

4

Séquencage

Figure 11.2 : Etapes de construction de la banque soustraite ldasensorward.

En rouge, modalité « infectée » (). En bleu, mdéa¢ non infectée » (NI).
L'objectif ici est I'identification de génes surqgmés dans la modalité I.

[.1.2. Avantages et inconvénients de la SSH

La SSH est une technique d'hybridation soustragiréormante car elle combine une grande
efficacité de soustraction avec une représenta&imisée des ADNc exprimés a des niveaux
différents dans la banque soustraite. Dans lesleusds conditions, la SSH permet un
enrichissement d'un facteur 1 000 a 5 000 de mamécules d'ADNc (quelqgues molécules
par cellules) (Diatchenket al. 1996).

Il existe cependant un certain nombre de biais ranié aux modes opératoires
pouvant expliquer un manque de reproductibilité elgmriences. Cela est tout d'abord lié a la
sélection initiale. Selon la technique des kitdiadéts, tous les ARNm peuvent ne pas étre
rétrotranscrits avec la méme efficacité et des esécps d'intérét peuvent étre d'emblée
exclues de la sélection. La soustraction peut axasgar en efficacité d'un cycle a l'autre et les
résultats peuvent étre pollués par des séquensBdd'communes aux deux modalités (faux
positifs). Une maniére d'éliminer ce bruit de fgmbduit dans les expériences de SSH est

connu sous le terme dirror Orientation Selectio(MOS) (Rebrikovet al.2000) (cf. partie



suivante). Enfin, la sélection des colonies baetéres peut introduire un troisieme biais lors
de I'étape de clonage selon I'effort d’échantillage effectué.

Cette technique d’hybridation soustractive est apgpadéquate dans le cadre de notre
travail permettant d’accéder, sur un organismemodeéle [. boulard) hébergeant un virus
non identifié, donc sans connaissance genomaqueori, a des séquences de genes candidats
(génes viraux ou génes de l'insecte exprimés edittons d’infection). Si I'approche SSH
constitue la premiere étape vers une caracténmsdtiotranscriptome de l'insecte infecte, les
résultats obtenus devront étre confirmés et complgar une analyse du niveau d’expression
génique appliguée a un plus grand nombre de géitlesa eu dans notre cas l'avantage de

pouvoir acquérir de I'information encore non exgkor

|.2. La technique MOS

Lors de la SSH, certaines molécules d’ADNc commuagg deux modalités peuvent
échapper a leur élimination par hybridation aveddeer (molécules de forme c dans la
figure 11.1). Il se peut alors que le nombre denel® « faux positifs » devienne important dans
la banque soustractive créant un bruit de fond équnant. Ayant effectivement eu a faire a ce
probléme technique, une nouvelle étape a été mitgngrée au protocole initial avecNéirror
Orientation Selectionou MOS (Rebrikovet al. 2000) (Figure 11.2). L'utilisation de la
technique MOS en combinaison avec la SSH pour laengn évidence de génes
différentiellement exprimés est bien documentéeur(pexemples : Rebrikoet al. 2002;
Boengleret al. 2003). Le principe de cette technique est schématans la figure 11.3 ci-

contre.



Séquences d’intérét Bruit de fond

Adaptateur 1 Adaptateur 2 Adaptateur 1 Adaptateur 2
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4, Elongation des extrémités 3’
5. Amplification par PCR avec les amorces 1

Amplification exponentielle § Amplification linéaire |

Figure 11.3 : Principe de la technique MQ8apres Rebrikoet al. 2000)

Les molécules d’ADNc d'intérét sont représentéesrage ; les molécules d’ADNc communes aux deux
modalités sont représentées en bleu et rouge. Ap&$, les séquences d'intérét sont présentes saws d
orientations contrairement a celles constituabrilgt de fond.

1. La premiére étape consiste en I'élimination d'es deux adaptateurs (I'adaptateur 2 dans la figucentre)
par une endonucléase de restriction.

2. La dénaturation par la chaleur permet I'obtentiennablécules monocaténaires. Leur orientation estjuge
sur le schéma : une seule orientation pour les fiamskifs, deux orientations pour les moléculestéiiét.

3. Une étape d’hybridation est ensuite réalisée. Plasmouveaux hybrides formés avec les moléculatidét,
certaines possédent I'adaptateur 1 & chacune dextemité. Ce type de molécules a été généréytardation

de molécules avec une orientation en miroir deptatieurs 1 et 2. lls correspondent donc obligategmt aux
molécules d'intérét.

4 et 5. Aprés élongation des extrémités de chaque complene, PCR est effectuée a l'aide d’amorces
spécifiques des adaptateurs. A lissue de cette,Psedles les séquences ayant l'adaptateur 1 aux deu
extrémités, donc préférentiellement exprimées démscondition d'intérét, sont amplifiées de facon
exponentielle. Le produit PCR final est donc err@hséquences d’intérét.

|.3. Dot-blotting et séquencage

La banque soustraite obtenue rassemble les ADMe&slpeprésentant les génes sur-exprimes
dans la modalité 1. Afin de diminuer encore unesft@ nombre de clones faux positifs
pouvant rester dans la banque.(es séquences d'ADNc communes aux deux modailités),
été réalisé un criblage différentiel supplémentpae dot-blotting permettant de sélectionner

les clones contenant les séquences des gene<diifélement exprimés dans la modalité



cible. Le principe de la technique est détaillésdenlégende de la figure 11.4. A partir des
banques soustraites obtenues dans chacune desitésyddés ADNc monocaténaires de
I’échantillon d’'intérét sont synthétisés par traf®on inverse des ARN extraits des deux
types de modalités. Les ADNc des deux modalités manqués pour servir de sonde utilisées
pour cribler la banque. Certains clones d’ADNc @danque soustraite vont s’hybrider avec
les deux sondes : ils correspondent a des ARNmeptesdans les deux modalités. En
revanche, certains ADNc ne vont s’hybrider qu'avacsonde d’ADNc de I'échantillon
d’intérét : ils correspondent & des ARNm spécifgjule cet échantillon. Ces clones sont
supposés contenir les fragments d’ADN recherchésmtdonc séquenceés.

Il est ainsi obtenu une collection d’'ESExpressed Sequence Yagpéecifiques de
chaque modalité. Leur détermination a pour objetdicaractériser une partie de la séquence
des ARNm sélectionnés. Ces EST vont ensuite fatget d’'une analyse bioinformatique
avec comme objectif de les comparer a celles qui déja présentes dans les banques de
données internationales.

Les détails du protocole de construction de la bangoustraite et des analyses

bioinformatiques sont disponibles en annexes (amdgx



Membrane 1 Membrane 2

Sonde NI

Sonde |

Figure 1.4 : Membranes de dot blots des séquences des basmustsaiteorward (génes

sur-exprimés dans la modalité I).

Le dot-blotting est une technique d’hybridation éwllaire entre une sonde ADN constituée de la sigue
recherchée et une séquence ADN cible.

La premiere étape est le dépbt et le transfertlaiees d’ADNc déposés sous forme de paiut)(et de facon
ordonnée sur une membrane de nylint{ing). Deux réplicats sont a chaque fois réalisésaiétsuivante étant
I'hybridation de sondes froides ADN issues de laHS&ur les clones plasmidiques de chacune des deux
membranes (dot blots) : une sonde « | » pour laatitéd infectée »ferward) (partie basse de la membrane) et
une sonde « NI » pour la modalité « non infectégeverse (partie haute de la membrane).

On fait ensuite subir un lavage a la membranedéiliminer les sondes non hybridées.

Lors de la derniére étape, les sondes restantésrédatiées par hybridation avec un anticorps coapline
molécule fluorescente. On détecte ainsi, par po&Egabsence ou en comparant les différences d’iiideds
signal entre les deux membranes réplicats, la peéset la quantité relative des ADNc. Dans notrg oa
sélectionne les clones ou le signal est présepiustfort avec la sonde « | » (ADNc spécifiques thebvidus
infectés par le virus LbFV).

Les cercles rouges mettent en évidence des cloAENG spécifiques ou sur-représentés dans la mtEdali
Membrane 1 : clones F-6 et G-11 ; membrane 2 eddéqu5 et F-10.

Les carrés violets mettent en évidence des fauitidsase. des ADNc communs aux deux modalités. Membrane
1: clones F-3 et H-9 ; membrane 2 : clones EG-&t

ll. Collection de séquences et approche fonctionrel

La mise au point et I'obtention d’une premiére hangoustraite (SSH + MOS) a été faite au
laboratoire, avec l'aide de David Lepetit (ingémiaeliétude, CNRS). Cette banque a été

réalisée dans le serisrward afin d’identifier les genes sur-exprimés chez iledividus



superparasitants (modalité 1) et pour laquelle éét disséqué 100 paires d’ovaires lde
boulardi S¢r et 100 N&r. Au total, 153 clones de la banque soustréomgvard ont été
séquences.

Nous avons ensuite eu l'opportunitée de faire séaliune autre expérience
« SSH+MOS » par une société de service (Evrogerschlg Russie) qui nous a produit les
banques d’ADNc soustraits dans les deux $emgard etreverse la banqudorward contient
les ADNc spécifiques de la modalité | et la bantpieersecontient les ADNc spécifiques de
la modalité NI. Seule la banqfierward a été exploitée durant le travail de these. 44&pa
d’ovaires del. boulardi S¢r et 407 N&s ont été disséquées pour cette expérience. 112slon
de la banque soustrafi@ward ont été séquences.

Il. 1. Collection de séquences

Les banques soustraites obtenues au cours dehedtea partir des ovaires du parasithide
boulardi en condition d’infection par LbFV constituent umssource inédite pour I'étude du
virus manipulateur du comportement et de ses effi@gtsson hote. L'annotation des EST a
révélé 141 unigenes composant I'ensemble des barspuestraites (laboratoire et Evrogen)
(Tableau 11.1). La liste compléte de ces unigerstsdesponible en annexes (annexe 2). Un
pourcentage élevé d'EST (12%) ne montre aucundasitéiavec des séquences repertoriees
dans les banques de référence attestant de laapcgsge la technique pour la découverte de
nouveaux genes bien que nous ayons travaillé @ mhmh organisme non modele. Ces
séquences de type ro hit» sont trées intéressantes pour la découverte desge
potentiellement intéressants (genes viraux ou gapesifiguement exprimés par I'hGte
infecté) bien qu’elles ne permettent pas une atiootaaisée. De méme, une part non
négligeable des EST est composée de séquencegseniant qu’'une trés faible similarité
avec les séquences connues (6%) (e-value>1). lsmabioinformatique des EST a
également permis d’obtenir un grand nombre de rimsveséquences similaires a celles
connues dans les banques présentant une trés gliaedsté fonctionnelle (métabolisme de
base, structure cellulaire, signalisation, régatfati.) (cf. annexe 2).

En ce qui concerne la recherche de genes viraanndtation des EST n’a pas permis
de trouver d’homologies avec des séquences viagues contenues dans les banques.
Nous n'avons donc pas pu trouver de séquenceesilamologues a LbFV ni établir sa

proximité phylogénétique avec les virus décrits.



Tableau I1.1 : Bilan des banques soustraifesvard contenant les séquences sur-exprimées
dans la modalité infectée (I).

Expérience EST Unigénes Singletons Contigs
Laboratoire 153 100 76 18 1

Evrogen 112 41 30 121 >
Total 265 141 106 35

' : nombre contigs formés d’EST provenant de I'uas deux banques soutraites (laboratoire ou Evrogen)
2: nombre de contigs formés d’EST provenant des thanques soutraites (laboratoire et Evrogen)ro#énes
ribosomales et un histone.

I1.2. Approche fonctionnelle

Par cette approche de transcriptomique comparaiiiveous était possible d’aborder les
meécanismes d’action du virus LbFV sur le comportenagel. boulardi Des genes candidats
de I'n6te différentiellement exprimés dans les d@nées ont ainsi pu étre identifiés et leur
réle dans I'expression du phénotype étendu abdtdépermettant 'analyse simultanée de
I'expression d’'un tres grand nombre de genes, weleg de transcriptomique peuvent fournir
une premiére image globale des principaux procegsusiologiques et moléculaires

impliqués a différentes étapes de l'infection.

Un des résultats intéressants concerne deux sépieadant pour une peptidyl-prolyl
cis-transisomerase ou cyclophiline. Les cyclophilines fontndes structures protéiques tres
conservées que l'on retrouve aussi bien chez leasmifgres, plantes, insectes (au moins 9
cyclophilines chez la drosophile), bactéries etnghignons avec des fonctions diverses :
régulation de la transcription, réle de protéinesperonnes ou réle dans la signalisation
cellulaire (protéines ubiquitaires) (pour revue amy & Heitman 2005).

Les cyclophilines sont entre autres largement éasdipour leur réle dans les
infections virales chez les vertébrés. En effetirpe virus de I'immunodéficience humaine 1
(VIH-1), cette peptidyl-propyl isomérase, que leugiintégre a sa structure fonctionnelle lors
de I'assemblage de la capside virale, confere wvgio infectieux plus important (Zandet
al. 2003; Hatziioannowet al. 2005; Luban 2007). L'importance de la cyclophilinkez
d’autres lentivirus que le VIH a également été déméz (Lin & Emerman 2006) ainsi que
chez les virus de I'hépatite C (Heitman & Cullen020 Watashiet al. 2005) et du VSV

(Vesicular Stomatitis VirggBoseet al. 2003). Chez les insectes, les connaissances sont b



moins développées. Dans leur récente étude, éarmd (2008) ont identifié la cyclophiline
comme jouant un rdle majeur dans la spécificitéadigansmission virale chez les pucerons.
Les auteurs ont mis en évidence un groupe de gpaitéines (dont la cyclophiline) se liant
spécifiguement au virus étudié (le CYDV-RPV) et gaurrait jouer un role dans le transport
du virus au sein de son hote vecteur.

La cyclophiline est également connue pour étreailnle majeure de la cyclosporine.
Le complexe cyclophiline-cyclosporine ainsi forme fsxe a la calcineurine ce qui a pour
conséquences de limiter I'effet de la calcineuri@e. qui est intéressant, c’est que cette
enzyme a justement été mise en évidence dans pe&dars d’'une expérience réalisée en
amont du travail de thése ayant mis en ceuvre une #echnique de différentiel d’expression
menée sur les femellés boulardiinfectées par LbFV (technique ADDERrplification of
Double-stranded cDNA End Restriction fragmgntsavail de J. Varaldi, non publié). La
calcineurine avait alors retenue I'attention caest avéré qu’elle joue un réle majeur dans
I'expression comportementale chez la drosophileplais ou le nématode par exemple (pour
revue : Lee & Ahnn 2004). La mise en évidence d'soeexpression de ces deux genes
(cyclophiline et calcineurine) chez les femellesoulardiinfectées par LbFV constitue une
voie intéressante pour explorer les mécanismesadmadnipulation comportementale de
LbFV. On peut imaginer que l'infection virale madifle taux de calcineurine au travers de
son action de manipulation du comportement de poBte réponse, I'expression de la
cyclophiline chez [I'héte pourrait étre favoriséeinafde limiter la manipulation
comportementale, méme si les résultats de J. aradtent d’étre approfondis et s'il est
encore trop tét pour présenter un scénario abaeigmt en compte I'ensemble de ces

résultats.

Par ailleurs, les séquences présentes dans lgsidsmBoustraite®rward permettent
d’aborder un autre type de question: celle desamiémes de défense de I'hote face a
I'infection de LbFV (réponse immunitaire). Dansamntexte, la sur-expression du géne de la
TCTP (Translationally Controlled Tumor Protéirchez les individus infectés constitue une
voie intéressante a explorer. Surtout que cetteir® a également été obtenue lors du travail
de J. Varaldi (technique ADDER) sur les femelleboulardiinfectées par LbFV.

La relation entre cette protéine et les infectivinales est étudiée chez les crevettes
(Penaeus japonicu$’enaeus monoddrninfectées par le virus WSSWWhite Spot Syndrome
Virus) causant la mort de nombres de ses hotes (FI8§&t Lightner & Redman 1998). Afin

d’étudier les mécanismes de défense des crevattesafix infections par le virus WSSV, il a



été analysé I'expression différentielle des gerex des individus sensibles ou résistants a
I'infection virale. La sur-expression du géene de T&TP ressort dans trois études
indépendantes ayant mise en ceuvre des approches(HeBigrak et al. 2004 (SSH) ;
Rojtinnakornet al. 2002 (approche EST) ; Het al. 2005 (SSH)). La TCTP semble jouer un
réle important dans la protection de I'hote face sufiections virales puisqu’elle apparait étre
abondamment exprimée chez les individus infectégpemé aux crevettes non infectées et ce
durant la phase de l'infection, la proportion deTRGdiminuant par la suite chez les individus
mourants (Graidiset al.2006; Tonganungt al.2008). Il est supposé que cette protéine inhibe
la réplication virale en jouant un role dans lanéduction du signal durant I'infection virale
(Tonganuntt al.2008; Cheret al.2009).

On peut faire I’hypothese que les femellesoulardiinfectées par LbFV expriment
cette protéine TCTP dans un cadre de défense fdoefection virale. Afin de tester ce
postulat, il serait intéressant de savoir si cestaparasitoides montrent des signes de
résistance au virus et de mesurer I'expressioa d€ITP chez ces individus.

L’étude des interactions fonctionnelles virus-pdcide n'a pas €té menée en
profondeur. Seules les séquences sur-expriméeslehgmrasitoides infectés par LbFV ont
été abordées. Il reste a analyser la modaditérsequi rassemble les séquences sur-exprimées
chez les parasitoides NI. Tout cet aspect demanide seul une analyse bioinformatique
poussée complétée de confirmations moléculaires rfACRq et d'une large étude
bibliographique. Le choix a été fait de ne pas Wfmer plus en détails les aspects
fonctionnels des interactioris boulardi/ LbFV suite a la découverte d’'une séquence virale
qui a permis d’entreprendre des études sur I'épinlégie du virus et sur ses conséquences

sur le fonctionnement de la communauté hotes-pardss.

l1l. Outil moléculaire diagnostic de l'infection (Manuscrit 1)

[1l.1. Mise au point d’'un outil moléculaire de détection de I'infection virale

En analysant la banque soustraite obtenue par Emnyogous avons noté que dix des
séquences obtenues ne trouvaient aucune simiianiie les banques alors que leur expression

apparaissait spécifique des lignégeg, Somme c’est par exemple le cas pour les clones



entourés de rouge dans la figure 11.4. (p.36). Naxmns dessiné des amorces a partir de ces
dix séquences et testé par PCR différents extlgt®Nc de parasitoides femelles issues de
lignées & et NSer. Sur les dix couples d’amorces testés, sept a@ti@éune amplification
identique pour les deux types d’échantillons d’AD{&x: et NS¢ ; il s’agissait donc de
séquences « faux positifs ». En revanche, les &ngiges couples d’amorces ont montré une
amplification spécifique pour les échantillons d’ND d’individus de phénotype S (Figure
I.5).

Nous avons alors réalisé une PCR avec les troiglesal’amorces précédents sur des
échantillons d’ADN génomique. Trois résultats pbles pouvaient alors étre envisagés : (1)
sous I'hypothése d’'un gene de l'insecte spécifiqermexprimé en présence du virus, on
s’attendait a observer une amplification dans Ewagtillons d’ADN S et NSgs; (2) sous
I'hypothese d’un virus a ADN (ou d’'un virus ARN gentant une phase ADN durant son
cycle de réplication), on s’attendait a observee wamplification seulement pour les
échantillons d’ADN &g ; (3) sous I'hypothése d'un virus a ARN, on s’atteit a n'observer
aucune amplification dans les deux statuts d’indect

Pour l'un des trois couples d’amorces (couple d'a@® 3), hous avons observé une
amplification spécifique a partir des échantilld®s et non des N& (Figure 11.5). Cette
amplification d’ADN, qui se produit uniqguement chies femelles parasitoides présentant le
comportement de superparasitisme, suggérait gaégaence détectée était d’origine virale.
Pour les deux autres couples d’amorces (couplesati@®s 1 et 2), aucune amplification n’a
été détectée ni dans les échantillong 8i dans les échantillons NSd’ADN génomique
(Figure 11.5). Bien que I'étude de ces amorcestripas été plus développée, on peut supposer
que les conditions PCR n’étaient pas au point et lguquantité d’ADN amplifiee fut trop
faible pour permettre de visualiser un signal. @npeut pas non plus rejeter, au vu des
hypotheses précédentes, le postulat de l'existelice second virus a ARN infectant

spécifiquement les individus superparasitants.
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Figure 1.5 : Test de trois couples d’amorces PCR sur desnéttbas d’ADNc et d’ADN

génomique de femellds boulardisuperparasitantes (S) et non superparasitantgs (NS

ADN : ADN génomique ; ADNc : ADN complémentaire.

Couple d'amorce 1 : séquence du clone 11-28 ; edf@morce 2 : séquence du clone 11-82 ; couplmdriae
3 : séquence du clone 11-CL1.

S : superparasitant ; NS : non superparasitant.

En résumé, une seule des séquences testées g&@éerétre totalement spécifique des
ADN génomique et ADNc des lignéeg:SCes expériences nous indiquent qu’a au moins un
moment de son cycle de réplication, I'acide nualéigiral se trouve étre sous forme ADN.

Apres une phase de mise au point, nous avonsa sk de cette séquence, défini un
test diagnostique PCR de linfection par LbFV &chiélle individuelle (PCR multiplex).
L’étape suivante a consisté a démontrer la figbitie cet outil dans le diagnostic de
l'infection par LbFV. La corrélation entre amplifiton par PCR et comportement de
superparasitisme a été testée par deux types dierpés.

(1) L'association amplification PCR/superparasitismété testée en réalisant des
tests PCR sur des lignées ldeboulardi de différents génotypes dont le phénotype S ou NS
était connu. En paralléle de quelques uns de &ts meoléculaires ont été menés des tests
comportementaux. Les individus testés étaient is®sslignées de référence de laboratoire
(Ser et NSg¢) ainsi que de souches issues de populations Haturg'association s’est révélée
parfaite : aucune amplification par PCR pour ldsaétillons des souches de phénotype NS

contrairement aux échantillons des souches de pya& ou une amplification par PCR est



visible (n=93). Cependant, au sein de la lignéedidfe &; une minorité de femelles (7/36
femelles testées) n'expriment pas le comportemersigherparasitisme bien qu’elles aient été
diagnostiquées comme étant infectées par test wolaléx, traduisant une pénétrance
incomplete du virus. Le virus ne manipule donc foagours le comportement de son hote, ce
qui peut étre la conséquence d'une trop faible itleren particules virales. Ce résultat
renforce l'intérét de la mise au point de I'outiCR pour une détection plus fiable de
I'infection.

(2) L’association amplification PCR/superparasitisnauasi été testée par le biais
de la transmission horizontale des particules esral’'un héte de phénotype S a un héte de
phénotype NS lors d'un événement de superparasitism principe consistait a transformer
une lignée de phénotype NS en une lignée de ph@mdyet a montrer qu’avant transfert
horizontal du virus, les guépes présentaient lengiype NS mais aucune amplification PCR
alors qu’apres transfert, les lignées devenaierphdmotype S et présentaient un signal par
PCR. La corrélation amplification PCR/superparagig s’est révélée parfaite (n=56). La
réussite des expeériences de transferts horizonfaux 70%) et le maintien pendant de
nombreuses générations de I'infection dans legégmouvellement infectées confirment une

transmission horizontale et verticale trés efficace

[11.2. Présence du virus au sein des populationsaturelles

Grace a la mise au point de ce test moléculaingrdaence de LbFV et sa prévalence au sein
de I'espécd.. boulardimais aussi chez d’autres espéces de la commutayigrasitoides de
drosophiles ont alors étre pu étudiées.

L’infection apparait étre spatialement répanduesdan populations naturelles de
boulardi puisqu’elle a été détectée en Europe (Francée,ltabpagne, Portugal), en Afrique
(Cote d’lvoire) et en Amérique du Sud (Brésil e ille La Martinique). En revanche,
I'infection n’a été détectée ni chez I'’hdke melanogasteni chezle parasitoide compétiteur
L. heterotomaDe par les modifications phénotypiques sur sdr,Hé virus pourrait jouer un
réle important dans I'écologie et I'évolution denshdéte. Il convient alors de se poser la
question de la prévalence virale sur un plus gramuibre de populations naturelles lde

boulardi et a une plus large échelle géographique.



La mise en évidence d’un outil moléculaire pourditection de l'infection a I'échell
individuelle constitue une réelle avancée pour Ugtspuisqu’il permet un diagnostic ¢
I'infection par la technique de PCR plus rapidelets fiable que le test comportemental
permet également d’envisager le développement de un programme d’épidémiolog

moléculaire.

e

je
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For insects, the prevalence of numerous vertically transmitted viruses can be high in their host populations.
These viruses often have few, if any, pathological effects on their hosts, and consequently, many of them can
remain unnoticed for long periods, despite their potential role in the evolution of the host phenotype. Some
females of Leptopilina boulardi, a solitary parasitoid of Drosophila larvae, are infected by an inherited virus
(LbFV) that manipulates the behavior of the wasp by increasing its tendency to lay eggs in a host that is already
parasitized (superparasitism). This behavioral alteration allows horizontal transmission of the virus within
superparasitized Drosophila larvae. Using suppressive subtractive hybridization with infected and uninfected
lines, we identified one putative viral sequence. Based on this sequence, we developed a simple PCR test. We
tested the correlation between the superparasitism phenotype and PCR amplification of the putative viral
marker using several experimental conditions (including horizontal transfers) and several parasitoid geno-
types. All of the results revealed that there was a perfect match between the superparasitism phenotype and the
amplification profile, which validated use of the molecular marker as a tool to track the presence of the virus
and provided the first genomic data for this fascinating virus. The results also show that there was very efficient
horizontal and vertical transmission of LbFV, which probably explains its high prevalence in the French
populations that we sampled (67 and 70% of infected females). This manipulative virus is likely to play a major
role in the ecology and evolution of its parasitoid host.

Viruses are obligate intracellular parasites that inevitably
disturb the normal functioning of the cellular machinery of
their hosts. Although most of the viruses commonly studied
cause severe damage to their hosts, potentially killing them,
some of these viruses have few, if any, detectable effects on the
host phenotype or have effects only under very specific envi-
ronmental conditions. Some examples are the Sigma virus
which infects Drosophila melanogaster and is responsible for
mortality only under anoxic conditions (7, 16), a picorna-like
virus in the fire ant Solenopsis invicta (32), deformed wing virus
in honey bee colonies (10), and the salivary gland hypertrophy
virus found in Glossina pallidipes (1). These viruses are usually
involved in long-standing associations with their hosts through
parent-to-offspring transmission (vertical transmission), and
their prevalence in host populations may be high (8, 9, 31, 32).
As a consequence of their low impact on host fitness, these
viruses can remain unnoticed for long periods, despite the fact
that they may be a crucial element of the host’s phenotype
determinism and affect the dynamics and evolution of host
populations and communities.

During the last few decades, genomic or transcriptomic ap-
proaches have revealed (often fortuitously) new associations
and have been shown to be powerful tools for discovering
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asymptomatic viruses or viral particles that have unexpected
effects on the host phenotype. Differential display screening for
RNAs and sequencing expression libraries have allowed the
identification of persistent viruses in several insect species,
such as the recently described noravirus of Drosophila charac-
terized as an iflavirus belonging to the picorna-like virus fam-
ily, which have no pathological effects on their hosts (20).
Iflaviruses were also fortuitously detected by cDNA-amplified
fragment length polymorphism analysis in the parasitoid wasp
Venturia canescens (25). Endoparasitoid wasps constitute one
of the most diverse groups of insects. and there are tens of
thousands of species of these wasps which develop inside the
bodies of other insects and have established frequent and
sometimes obligatory associations with viruses or virus-like
entities (15). The best-known example of parasitoid-associated
viruses is the polydnaviruses, which are injected by female
wasps into the host larvae together with their eggs. Polydnavi-
ruses neutralize host immune defenses, allowing successful de-
velopment of the larvae of parasitoids until they emerge as
free-living adults (15, 29). Uncharacterized viruses known as
virus-like particles or viruses belonging to other families, such
as the Reoviridae or Ascoviridae, play a similar role in other
parasitoid species (14, 28).

The Drosophila parasitoid wasp Leptopilina boulardi (Hyme-
noptera: Figitidae) is a solitary species; that is, only one para-
site larva per host can complete development to the adult
stage. Accordingly, females generally lay a single egg in a
Drosophila larva. However, observations of naturally caught
individuals revealed that a number of females superparasitized
larvae; that is, they deposited their eggs in hosts that were
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already parasitized despite the fact that secondary parasites
most often loose the within-host competition that occurs.
Analyses of this unusual behavior revealed that superparasit-
ism is induced by viral particles designated LbFV (L. boulardi
filamentous virus) observed in the ovaries of L. boulardi fe-
males, where virus replication takes place in the nuclei of cells
surrounding the oviduct lumen (34, 37). The virus is vertically
transmitted through the maternal lineage and can be horizon-
tally transferred when both uninfected and infected larvae are
present in the same Drosophila host (34, 35). Besides induction
of superparasitism, infected females do not have major fitness
costs (33, 36). Theoretical models indicate that induction of
superparasitism can be adaptive for the virus (18). Therefore,
this phenomenon is best interpreted as host behavioral manip-
ulation. To date, LbFV has not been molecularly characterized
because it is difficult to purify viral particles, which probably
are present in insects at a low density. The only method used
to diagnose infection is based on the clear-cut behavioral mod-
ification that is expressed by infected females in an experimen-
tal procedure in which only a few hosts are available for par-
asitization. Using infected strains with the superparasitizing
phenotype (S phenotype) and uninfected strains with the non-
superparasitizing phenotype (NS phenotype) having the same
nuclear background, we performed a gene expression analysis
using suppressive subtractive hybridization (SSH) and mirror
orientation selection techniques in order to obtain viral se-
quences. From the library obtained, we selected one viral se-
quence with which we developed a simple PCR-based test for
infection. We performed horizontal transmission experiments
to test the reliability of the molecular marker for detecting the
virus. Finally, we used the PCR-based tool to detect and mea-
sure the prevalence of LbFV in natural populations of L.
boulardi, in the related species Leptopilina heterotoma, and in
their common host D. melanogaster.

MATERIALS AND METHODS

Insect strains and rearing procedures. Two reference lines of L. boulardi,
designated NS¢ and S, that had the same nuclear genetic background and
differed only in their infection status were used for most experimental proce-
dures. NS¢ is an inbred uninfected line (obtained by brother-sister mating that
resulted in an estimated homozygosity greater than 82%) that originated from
Siena, Italy. Females of this line lay only one egg per host according to the results
of a standard experimental procedure (34), and this phenotype is referred to in
this paper as the NS phenotype. The S line, infected by LbFV, was derived
from the NS, line and was obtained after artificial injection of viral particles
(37). This newly infected line proved to be stable for generations for both virus
infection and superparasitism behavior, and the mean number of eggs per host
ranged roughly from two to four.

We also used wild-caught L. boulardi strains that had the S or NS phenotype.
Seventeen lines from Gotheron (near Valence, France) known for coexistence of
the S and NS phenotypes and two lines from Epinouze (near Lyon, France) (S
phenotype) were collected in 2007. We also used one Portuguese line from the
island of Madeira (NS phenotype, collected in 2001), a Brazilian line from Rio
de Janeiro (S phenotype, collected in 2007), and two Spanish lines from Palma
de Mallorca (one S phenotype line and one NS phenotype line, collected in
2006).

In the laboratory, parasitoids were reared with a photoperiod consisting of
12 h of light and 12 h of darkness at 25°C, using as the host a strain of D.
melanogaster that originated from Sainte-Foy-Iés-Lyon (Rhone, France) and was
fed on a standard diet (11).

Subtractive hybridization. Total RNA was prepared from L. boulardi S, and
NS, ovaries, since viral replication was observed in this tissue. Ovaries were
immersed in a dispersion buffer (buffer D: Evrogen, Russia) and stored at —20°C
until RNA was extracted (446 pairs of ovaries for the S, line and 407 pairs of
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TABLE 1. Primers used in this study

Primer Sequence Length of amplicon (bp)

I1CL1-F 5'-GCAGCGGCTTTATTAT 345
TTGC-3'

11CLI-R 5'-TGAAGAAATCGCTTT
GCAG-3'

102-F 5"-TGTGGCGTTTATTCTTC 399
I'TTAGG-3'

500-R 5-TGATGATGATGCTGCT
GAAA-3'

RPS2-F 5"-TGCTATTGGAGACAGC 162
AACG-3'

RPS2-R 5"-AAACGCACCTGAACTG
AACC-3'

1ICL1-invI-F 5'-AAACGCCACATTCGTG
TTTA-3
5'-TTTTATTGAATAGTTA

GTTGGCTTTGA-3'

TCL1-invI-R

11CL1-F2 5-ATGCAAACACGCATTA 929
ATTT-3'
11CL1-R2 5'-AAAAACTAATTTTAGC
ATCACAAA-3
ITS2-F 5"-TGTGAACTGCAGGACA 596 (L. heterotomna),
CATG-3" 385 (D. melanogaster)
ITS2-R 5'-AATGCTTAAATTTAGG
GGGTA-3Y

ovaries for the NS, line). The total RNA of each line was extracted by using the
procedure suggested by Evrogen (http:/www.evrogen.com/technologies/RNA
-isolation.shtml).

Aliquots of total RNA from both infected and uninfected ovaries were sent to
Evrogen (Russia) for cDNA subtraction. SSH in only one direction (i.e.. sub-
traction of NS phenotype from S phenotype [forward subtraction]) was per-
formed as described previously (12, 13) in order to identify genes specifically
expressed in the S, line. In order to reduce the number of false-positive clones
in the SSH-generated library, the SSH technology was combined with a mirror
orientation selection procedure (24). The subtracted ¢cDNA samples enriched
with differentially expressed sequences were used for library construction. cDNA
was then cloned into the pALL6 vector (Evrogen, Russia) and used for Esche-
richia coli transformation. Four 96-well plates containing individual colonies
were used for differential dot blot screening to further identify S phenotype-
specific sequences. Finally, the whole subtraction procedure revealed 128 S
phenotype-specific expressed clones that were sequenced by GATC Biotech
(France). The sequence data were analyzed using the BLASTX algorithm with
SpTrembl, the tBLASTX algorithm with NCBI Unigen for arthropods, and the
NCBI nonredundant database.

DNA extraction and PCR-based detection of putative viral sequences. Because
electron microscopy revealed viral particles replicating in the nuclei of the insect
cells, we hypothesized that LbFV has a DNA genome. Thus, based on a putative
viral sequence obtained from the subtracted library, we designed PCR primers
that were used for amplification starting with simple DNA extracts. The results
of our PCR assays were consistent with the hypothesis described above. DNA
extraction was performed using individual females that were crushed in 150 wl of
5% (wt/vol) Chelex (Bio-Rad, United States) and 5 pl of proteinase K (20 mg/ml;
Eurobio, France) and incubated overnight at 56°C. After 20 min of incubation at
95°C, samples were centrifuged, and 2-pl portions of the supernatants were used
for PCRs. Two sets of primers were designed. The first set of primers, primers
T1CL1-F and I1CL1-R. amplified a 345-bp fragment (Table 1) and was used in a
uniplex PCR performed with a 25-pl (final volume) mixture containing 2 ul of
DNA template, 1.5 mM MgCl,, each deoxynucleoside triphosphate (ANTP) at a
concentration of 50 pM, each primer at a concentration of 200 nM, and 0.5 U of
Taq polymerase (EuroBlueTaq; Eurobio, France). The second set of primers,
primers 102-F and 500-R, was designed to perform a multiplex PCR that am-
plified the putative viral sequence and also an insect gene as a control for the
quality of DNA extraction. The insect sequence was obtained from a previous
subtracted library (not shown) and putatively encodes a ribosomal protein
(RPS2; E value for ribosomal protein S2 from D. melanogaster, 5 x 1077°).
Primer sets 102-F/500-R and RPS2-F/RPS2-R amplified 399- and 162-bp frag-
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ments, respectively (Table 1). Multiplex PCRs were performed with a 25-pl (final
volume) reaction mixture containing 2 pl of DNA template, 1.5 mM MgCl,, each
dNTP at a concentration of 50 uM, each of the four primers at a concentration
of 200 nM. and 0.5 U of Taq polymerase (EuroBlueTaq:; Eurobio, France). The
following cycling program was used for both uniplex and multiplex PCRs: 1 min
at 95°C, 30 s at 56°C, and 30 s at 72°C for 30 cycles, followed by 10 min of
elongation at 72°C (PTC-100; MJ Research, United States). Five microliters of
amplification products was separated by electrophoresis on a 2% agarose gel at
100 V and visualized by ethidium bromide staining. All primers were designed
using the Primer3 software (27; http:/www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus
/primer3plus.cgi) and were synthesized by Eurogentec (France).

Correlation between the viral marker and the S phenotype. Because the
candidate sequence showed no homology with any known viral sequence in
public databases, we examined whether the marker was a viral marker by per-
forming a set of experiments to determine the association between the S phe-
notype and PCR amplification in naturally and artificially infected S phenotype
individuals after horizontal transters. The S phenotype was estimated by using
the protocol described by Varaldi et al. (34). Briefly, females (1 or 2 days old)
were placed from 5 p.m. to 10 a.m. on 10 first-instar D. melanogaster larvae in a
petri dish containing an agar layer and a thin spot of yeast. About 48 h later, four
or five hosts obtained from each petri dish were dissected, and the number of
immature parasites (eggs and larvae) was determined. The superparasitism be-
havior of each female was estimated by determining the mean number of para-
sites per parasitized Drosophila host.

(i) Correlation in S phenotype and NS phenotype L. boulardi females. In the
first analysis, the correlation between putative viral sequence amplification (mul-
tiplex PCR) and superparasitizing behavior was tested using S,y and NS¢
stocks. We analyzed 148 females of the S, line for which positive PCR ampli-
fication was expected and 186 NS, females for which no amplification was
expected. For a subset of females, superparasitism behavior was individually
estimated before the PCR test (42 NS, females and 36 S, females).

In the second set of experiments, we used isofemale lines established using
wild-collected insects from different localities (France, Portugal, Brazil, and
Spain) to correlate molecular marker amplification and superparasitism behav-
ior. Each isofemale line was established with only one founding female and was
maintained by mass rearing for several generations. For each line, four to six
females were analyzed for superparasitism using the standard procedure, and a
separate set of females was tested with the molecular diagnostic tool using 23
isofemale lines.

Finally, we separately tested amplification of the putative viral marker from
heads, thoraxes, and abdomens of S, ; and NS, ¢ females.

(ii) Horizontal transfer of the virus and correlation with the putative viral
sequence. To further test the reliability of the putative viral marker, we horizon-
tally transferred the behavior-modifying agent. Intraspecific horizontal transfer
of LbFV was attempted by letting two L. boulardi females lay eggs in a single
Drosophila host; one of these females was a member of an NS phenotype
uninfected line that was PCR negative for the viral marker and fertilized (recip-
ient), and the other was a member of an S phenotype infected line that was PCR
positive and a virgin (donor). Since L. boulardi has a haplodiploid mode of
reproduction, daughters arise only from fertilized eggs (diploids). whereas sons
emerge from unfertilized eggs (haploids). Thus, because we used fertilized fe-
males for the NS phenotype recipient line and virgin females for the S phenotype
donor line, we were assured that the emerging females (F1) were daughters of
the NS phenotype recipient females. We expected that after transfer, recipient
females that had the S phenotype would also be positive for PCR amplification
of the putative viral sequence. Horizontal transter experiments were performed
with 13 different donor lines originating from Epinouze, Gotheron, and Palma de
Mallorca populations. In all cases, we used the uninfected PCR-negative NS, ¢
line as the recipient. Experiments were performed by providing 50 D. melano-
gaster larvae (strain Sainte-Foy-les-Lyon from France) to a fertilized L. boulardi
NS, ¢ female for 24 h (at 21°C, with a photoperiod consisting of 12 h of light and
12 h of darkness). The NS, female was then replaced by virgin S phenotype
females and incubated for 24 h at 25°C (to ensure virginity, single parasitized
host pupae were isolated before emergence of the parasitoids). Note that for the
first 24 h the temperature used was lower to slow host development and thereby
provide young larvae to S phenotype females. At the end of the experiment, all
females were stored in alcohol (100% ethanol) at —80°C before DNA extraction.
Emerging F1 females were fertilized by NS_ males, transferred to unparasitized
Drosophila hosts tor 24 h, and screened for putative viral infection by PCR. The
newly established lines for which PCR tests were positive were kept for rearing.
Four to fifteen generations after the transfer, superparasitism behavior and PCR tests
were performed with each newly infected line using four to nine individuals per line.
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iPCR. To increase the size of the putative viral genomic sequence, we per-
formed an inverse PCR (iPCR). Genomic DNA (0.75 pg) from S and NS
phenotype strains were restricted with 20 U of Rsal, Mbol, EcoRI, or Xbal
(Promega, France) in 25-pl (final volume) mixtures according to the manufac-
turer’s instructions. Intramolecular ligation was performed with 10 pl of digest
and 2 U of T4 DNA ligase (Invitrogen, France) in a 400-p! (final volume) mixture
for 16 h at 4°C. Ligated DNA was precipitated and resuspended in 40 pl of TE
buffer (10 mM Tris-HCL, pH 7.5: 0.1 mM EDTA, pH 8.7). PCR were performed
using EuroBlue Tag polymerase (EuroBlueTagq: Eurobio, France) according to
the manufacturer’s instructions with primers [1CL1-inv1-F and I1CL1-invI-R
(Table 1) and 3 pl of ligated and precipitated DNA. The PCR conditions were
3 min at 95°C, followed by 30 cycles of 30 s at 94°C, 45 s at 55°C, and 4 min at
72°C and then 10 min of elongation at 72°C. The PCR fragment obtained for the
S phenotype strains was directly sequenced with the I1CL1-inv1-L primer. Using
this sequence, we designed two primers (I1CL1-F2 and [1CL1-R2) (Table 1) to
obtain the total DNA fragment. The PCR product (929 bp) was sequenced on
positive and negative senses with the I1CL1-F2 and I11CL1-R2 primers.

Detection and prevalence in host-parasitoid communities. Using the viral
primers 102-F and 500-R, we detected the virus and estimated its frequency in
different parasitoid and host species for one location in the south of France
(Annonay). In September 2007, 10 traps baited with split bananas were placed in
an apple orchard. They were exposed for 15 days for natural colonization and
brought back to the laboratory before insects emerged. After incubation, emerg-
ing D. melanogaster, the major Drosophila species during the sampling period,
and two species of emerging parasitoids, L. boulardi and L. heterotoma, the two
main Drosophila larval parasitoid in the area, were collected and stored in
alcohol (100% ethanol) at —80°C before DNA extraction. To control for the
quality of DNA extraction, we used the multiplex reaction for L. boulardi and
PCR amplified the internal transcribed spacer 2 (ITS2) region for L. heterotoma
and D. melanogaster. A PCR for ITS2 was performed by using a 25-ul (final
volume) reaction mixture containing each dNTP at a concentration of 200 pM,
cach ITS2 primer (ITS2-F and ITS2-R) at a concentration of 200 nM, 0.5 U
EuroBlue Tag polymerase (EuroBlueTaq; Eurobio, France), and 2 pl of DNA.
The PCR conditions were 2 min at 95°C, followed by 35 cycles of 30 s at 95°C,
45 s at 55°C, and 1.5 min at 72°C and then 10 min of elongation at 72°C. The
same set of primers was used to amplify the ITS2 regions of L. heterotoma and
D. melanogaster (Table 1) (2). We also estimated the prevalence of LbFV in the
L. boulardi population of Avignon (France), sampled in September 2007, using
the same sampling procedure.

We also determined the presence of LbFV in strains initiated by using indi-
viduals originating from Sicily (Italy, sampled in 2000), La Martinique (the West
Indies, sampled in 1999), and Lamto (Ivory Coast, sampled in 1996). For these
locations, the numbers of initial samples were very low (less than three founding
females) and the strains were mass reared, which precluded obtaining estimated
prevalences for the populations.

RESULTS

Putative viral marker identification. The whole subtraction
procedure revealed 128 S phenotype-specific clones. The se-
quences clustered in 12 multisequence contigs and 38 singlets,
yielding an estimated 50 unique sequences. The analysis re-
vealed that 24 sequences displayed significant matches with
entries in the databases and corresponded to insect sequences.
The other 26 sequences had no significant matches with viral
sequences in the databases, and we decided to focus our in-
vestigations on the contig containing the highest number of
individual sequences (n = 13). This 809-bp contig was used to
design two sets of primers (see Materials and Methods) (Table
1). The reliability of these primers for amplifying a viral se-
quence was then tested by analyzing the association between
the S phenotype and PCR amplification in different sets of
experiments.

Correlation between S phenotype behavior and PCR ampli-
fication. (i) Correlation using S and NS phenotype L. boulardi
females. A total of 186 L. boulardi females of the NS, ; line and
148 females of the S_; line were tested by performing PCR
with the putative viral marker. We observed no amplification
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FIG. 1. Correlation between the egg-laying behavior and the molecular test of viral infection for the S,.; and NS, lines (A) and for S and NS
phenotype isofemale lines originating from various populations of L. boulardi (B). The boxes indicate the mean number of parasitoid eggs per
parasitized host calculated for each female, and the fraction above each box indicates the number of PCR-positive females/number of females
tested. M, Madeira line; P1 and P2, Palma de Mallorca lines; R, Rio de Janeiro line; G1 to G17, Gotheron lines. a, uniplex PCRs; b, multiplex

PCRs.

for females belonging to the NS line, and we amplified the
putative viral sequence for all females belonging to the S, line
(Fig. 1A); thus, there was a perfect correlation between PCR
amplification and superparasitism behavior. Heads, thoraxes,
and abdomens were all PCR positive for the S, line and
negative for the NS, line (not shown).

We also tested the putative marker of LbFV for various L.
boulardi genotypes using isofemale laboratory strains
founded by NS phenotype females from Gotheron (n = 8),
Madeira (7 = 1), and Palma de Mallorca (» = 1) and by S
phenotype females from Gotheron (n = 9), Epinouze (n =
2), Rio de Janeiro (n = 1), and Palma de Mallorca (n = 1)
(Fig. 1B). We detected no PCR amplification for females
belonging to the NS phenotype lines of the different popu-
lations (0/16 PCRs). On the other hand, the molecular tests
for all tested individuals belonging to the different S phe-
notype lines were positive (77/77 PCRs); thus, there was a
perfect correlation between putative viral amplification and
superparasitism behavior.

(ii) Correlation using horizontal transfer experiments. As
previously reported (34, 35), intraspecific horizontal transfer of
LbFV occurs between L. boulardi individuals sharing the same
superparasitized host. We tried to infect the NS_; line with

several virus isolates originating from 13 different S phenotype

ref

donor lines in superparasitism experiments. As expected, all
NS, ., females used in the experiment initially were PCR neg-
ative for the putative viral marker. Furthermore, the NS, ; line
clearly had the typical NS phenotype (Table 2 and Fig. 1A).
However, after sharing hosts with the S phenotype lines, some
of the offspring were PCR positive for the putative viral
marker, indicating that there was horizontal transmission of
the putative viral sequence. Horizontal transter was successful
for 9 of the 13 donor lines. The PCR-positive females were
used to found lines, and their offspring also were PCR positive
and showed clear signs of LbFV infection since superparasit-
ism was abundant (Table 2). To summarize, we successtully
transformed nine independent NS phenotype lines into nine S
phenotype lines through horizontal transfer of LbFV; these
lines were PCR negative before the transfer and positive after
the transfer. This established that there was a perfect correla-
tion between superparasitism behavior and the molecular tool
in the horizontal transfer experiments.

Incomplete penetrance of the virus-induced phenotype.
Thirty-six S, ., females and 42 NS, ; females were individually
tested to determine their superparasitism behavior before mo-
lecular diagnosis of infection. All of the NS, females had an
NS phenotype, and the PCR tests for these females were neg-
ative. However, although the PCR tests were positive for all of
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TABLE 2. Horizontal cotransmission of the S phenotype and the putative viral marker®

Donor

One generation after transfer

Later after transfer

(emerging F1)

No. of positive

No. of positive

. No. of " ’
Line? Phenotype (n)° PCR t_cs_rs/l']o. females PCR results n No; of Phenotype© PER [.LS.‘S’/',“):
of individuals tested generations of individuals
tested este tested
G9 3.3 x0.75(6) 3/3¢ 3 =+ 1 15 3.60 +0.33 4/4¢
- 2
G10 3.9 *0.52(6) 3/3¢ 11 3 6 15 335022 5/5¢
= 5
Gl1 5.3 £ 0.81(6) 3/3¢ 3 + 0
— 3
GI12 3.7 % 1.177(6) 3/37 2 + 2 15 3.31 £0.30 5/5¢
- 0
Gl13 7 *1.25(6) 3/3¢ 5 * 0
= 5
Gl4 7.2 = 0.61 (6) 3/3¢ 14 + 0
= 14
GI15 8 * 1.62 (6) 3/3¢ 4 S 2 15 2.68 = 0.34 5/5¢
— 2
G16 9.3 = 1.93 (6) 3/3¢ 6 fF 3 15 355=0.12 5/5¢
= 3
G17 11.9 = 1.80 (6) 3/3¢ 6 + 3 15 357 £0.07 5/5¢
— 3
GI18 5.88 £ 1.51 (5) 18/18° 21 + 3 4 2511011 9/9°
- 18
Epl 6.48 = 0.89 (5) 4/4¢ 5 +F 1 4 2.19 £0.07 9/9¢
Ep2 8.18 = 1.05 (5) 11/11¢ 10 o 0
— 10
P2 2.89 = 0.72 (6) 18/18° 18 + 7 4 229 +£0.10 9/9¢
s 11

“ The recipient lines were founded by females belonging to the NS, ¢ line. In each case before transfer the recipient had the NS phenotype (1.1 = 0.01 parasitic larvae

per parasitized host), and a PCR was negative.

?The donor lines were S phenotype lines from different geographical areas. G9 to G18, Gotheron lines; Ep1 and Ep2, Epinouze lines; P2, Palma de Mallorca line.
“The phenotype is expressed as the number of parasitic larvae per parasitized host (mean * standard error).

< Uniplex PCR.
< Multiplex PCR.

the S, females, only 29/36 had the typical S phenotype be-
havior, which indicates that the virus does not always induce
behavioral alteration (Fig. 2).

Molecular structure of the viral gene. Analysis of the mRNA
revealed the position of a potential open reading frame, en-
coding 206 amino acids (Fig. 3), that did not exhibit significant
matches with entries in the databases. iPCR was successful
only with the Rsal enzyme, and the results allowed us to extend
the DNA viral sequence for 230 bp to obtain a total length of
1,039 bp (GenBank accession number FM876312). We found a
short 77-bp intron sequence at position 887 of the viral DNA
sequence (Fig. 3). However, an analysis of this sequence did
not result in further information for molecular characteriza-

tion of LbFV because this sequence did not display significant
hits with entries in public databases.

Prevalence in a host-parasitoid community. The prevalence
of LbFV was estimated for one location in southeastern France
(Annonay) using the newly developed molecular marker for L.
boulardi, its relative L. heterotoma, and their common host D.
melanogaster. None of the tests with the 34 L. heterotoma
individuals tested and the 35 D. melanogaster individuals tested
were positive. In contrast, 20 of 30 (67%) L. boulardi individ-
uals tested were positive for the virus. We estimated the fre-
quency of LbFV only for L. boulardi at Avignon, where 16 of
23 (70%) individuals were positive for the virus.

We also detected viral infection in Sicily (1/1), La Martin-
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FIG. 2. Multiplex PCR amplification for 10 individuals belonging to the NS, and S, lines. Data for superparasitism behavior are indicated
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Leon-Rot, Germany) used as a molecular weight marker; lanes 2 to 6, NS, line individuals; lanes 7 to 11, S, line individuals; lanes 12 and 13,
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ique (4/4), and Lamto (3/3), indicating that LbFV has a broad
geographic distribution.

DISCUSSION

A subtracted ¢cDNA library was constructed to compare
mRNAs of two lines of L. boulardi (S and NS phenotype lines)
having the same nuclear genotype but having contrasting su-
perparasitism behaviors due to the presence of a virus (LbFV)
in the S phenotype line. In this subtracted library, we identified
a sequence specific to the S phenotype line. This sequence had
no homology with any sequence in public databases. Based on
this sequence, we developed a simple PCR test for DNA tem-
plates. The results indicated that PCR amplification occurred
with DNA extracts from S phenotype individuals but not with
DNA extracts from NS phenotype individuals, ruling out the
possibility that the difference was due to a differentially ex-
pressed insect gene. We also showed that this molecular tool
reliably tracked the presence of the virus inducing superpara-
sitism and consequently that the sequence is the first published
sequence of LbFV. This result indicates that LbFV has at least
an intermediate DNA stage during replication, and probably a

T

DNA genome, as previously hypothesized based on its appar-
ent replication in the nuclei of insect cells (37).

Reliability. We tested the reliability of the PCR diagnosis in
two ways. First, we tested both the S phenotype and the PCR
amplification profile of numerous parasitoid lines originating
from different locations. All assays indicated that the lines
having the NS phenotype were PCR negative, whereas the S
phenotype lines were PCR positive. Furthermore, we demon-
strated that the DNA sequence examined is part of an infec-
tious element since the sequence was horizontally transferred
from an S phenotype line to an NS phenotype line. Indeed,
initially NS phenotype PCR-negative lines were transformed
into S phenotype PCR-positive lines after development under
superparasitism conditions in competition with S phenotype
PCR-positive lines. The horizontal cotransmission of the S
phenotype and the DNA sequence observed in nine indepen-
dent experiments supported the conclusion that this sequence
is part of the virus genome.

Penetrance. We also found that although in LbFV-infected
lines most females had the typical S phenotype, some females
did not (7/36 females in our assay). This indicates that the

mRNA
: ! .
Rsal E i .
DNA i o B
: i 158~ 287 ] =< . ' 1039
: ' . | 11887 964 !
1CL1-inv1-R - { MCL1-invi-F :
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500-R 102-F
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FIG. 3. Schematic diagram of the viral sequence and putative open reading frame. The arrow indicates the position and direction of the
potential open reading frame. The upper line shows the mRNA sequence, and the lower line indicates the DNA sequence. The dotted line indicates
the position of the intron. The positions of the primers are indicated on the DNA sequence, and their designations are indicated below the

sequence. The numbers in parentheses are the positions of the primers.
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penetrance of the virus extended phenotype was incomplete.
One potential explanation for this is that the density of the
virus must exceed a certain threshold to manipulate wasp be-
havior, as suggested previously for other host-symbiont inter-
actions (4, 5). According to this hypothesis, the nonmanipu-
lated infected wasps would have lower viral densities. This
emphasizes the importance of using molecular detection of
LbFV instead of a phenotypic test to estimate viral prevalence.
Notably, this observation is consistent with the results of pre-
vious experiments in which behavioral manipulation was
shown to be transiently silent over generations in an infected
line (395).

Epidemiology. LbFV seems to be very widespread because
we detected it in populations from different continents, includ-
ing Europe (France, Italy, Spain, and Portugal), Africa (Ivory
Coast), and South America (Brazil and La Martinique). Fur-
thermore, in the populations sampled in France, we found very
high prevalence of the virus. The key factors affecting the
epidemiology of a symbiont with a mixed mode of transmission
(vertical and horizontal) are the rates of vertical and horizontal
transmission, the direct effects on host fitness, and the benefits
from any potential manipulation. Our results show that vertical
transmission is very efficient since each of the nine newly in-
fected lines that were constructed stably transmitted the virus
until the assay was performed (4 or 15 generations depending
on the line), confirming data obtained previously (37). More-
over, all 148 S_; line females tested were PCR positive. How-
ever, vertical transmission is known to be incomplete since one
infected line and one uninfected line were obtained previously
from the progeny of a single wild-caught female (35). From a
theoretical point of view, any costly symbiont with imperfect
vertical transmission cannot be maintained in a host popula-
tion unless it compensates by manipulation of host reproduc-
tion (e.g., reproductive parasites, such as Wolbachia bacteria
[23]) or by horizontal transmission (3). Our results show that
the prevalence of LbFV remains high in natural populations
(67% at Annonay and 70% at Avignon) despite the slight
fitness cost (33), which can be accounted for by the efficiency of
horizontal transmission and of the manipulative process. For
both of these locations, the estimates of LbFV prevalence
obtained using the molecular marker are consistent with pre-
vious estimates based on phenotypic tests done in the same
location but 3 years earlier (at Annonay, 15 of 35 S phenotype
isofemale lines tested [P = 0.081, Fisher’s exact test]; at Av-
ignon, 24 of 38 S phenotype isofemale lines tested [P = 0.782,
Fisher’s exact test] [S. Patot, unpublished]). A high prevalence
of vertically transmitted virus infecting parasitoids has been
reported previously for other species (19). Some of these vi-
ruses are considered mutualists since they provide immune
protection to the parasitoid egg inside the host (26, 30). How-
ever, for other viruses, no evidence of immune protection has
been found (30), and the mechanisms that allow them to reach
high prevalence are not understood. Occasional horizontal
transfer, potentially associated with behavioral manipulation,
provides a plausible and testable explanation. In the field, L.
boulardi and the related species L. heterotoma attack the same
hosts, mostly D. melanogaster at the location studied. The ev-
idence for interspecific competition is strong, and it is likely
that cases of multiparasitism (Drosophila larvae parasitized by
both species) occur in the field (17), which would provide a
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means for interspecific horizontal transfer. However, we did
not find evidence of LbFV infection in L. heterotoma females,
even though LbFV is common in the sampled populations of
L. boulardi (67 and 70%). Although this requires further in-
vestigation, the results suggest that L. heterotoma may be
somehow refractory to LbFV infection. Interestingly, in con-
trast to L. boulardi, L. heterotoma is infected by symbiotic
Wolbachia bacteria (38), and interactions between symbionts
may explain the observed pattern, as suggested by recent data
for interactions between herpesvirus and pathogenic bacteria
in humans (6) or between Wolbachia and RNA viruses in the
fly D. melanogaster (21). Adults of the common host D. mela-
nogaster also were not infected by LbFV. The presence of
Wolbachia in D. melanogaster (22) may also be involved in this
pattern or may simply be explained by the inability of LbFV to
infect fly cells due to the phylogenetic distance between L.
boulardi and D. melanogaster. Alternatively, LbFV may be able
to infect D. melanogaster cells, but Drosophila may be unable to
get rid of the developing parasitoid (that will kill it in most
cases). In addition, the virus may impose a strong cost on
LbFV-infected D. melanogaster (cleared of parasitoid infesta-
tion), preventing it from reaching the adult stage and trans-
mitting the infection to offspring. Laboratory experiments con-
trolling for exposure to the virus are necessary to further test
these hypotheses.

Conclusion. Using a transcriptomic approach, we developed
a marker and obtained the first molecular data on the behav-
ior-manipulating virus infecting the parasitoid wasp L. bou-
lardi. A simple PCR test to detect infection confirmed previous
phenotypic data showing that the virus is common in natural
populations and thus is an important factor in the host-para-
sitoid interaction. Furthermore, the molecular data obtained
pave the way for future wide-scale epidemiological studies and
provide an entry point for analysis of the viral DNA genome.
Additional genomic information could provide a way to iden-
tify the closest relatives of this virus and investigate the prox-
imal mechanisms mediating its fascinating manipulation ef-
fects.
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q)révalence de LbFV dans les populations
naturelles deLeptopilina boulardi

Le phénoméne de manipulation de I'héte joue un gdsentiel dans la transmission du
parasite en augmentant ses chances d’étre tramsensithote suivant, en permettant que ses
stades infestant soit libérés dans un habitat #oterou en augmentant sa survie (Moore
2002; Thomagt al.2005; Perrot-Minnot & Cézilly 2007).

Chez le parasitoide boulardi la manipulation comportementale par le virus LigéV/
traduit par une augmentation de la tendance a payzsiter les larves de drosophiles.
L’avantage pour le virus est une transmission fiaéer puisque lors d’'un événement de
superparasitisme, le virus peut, par transfertzootal, infecter de nouveaux génotypes hotes
et ainsi amplifier sa propagation au sein de laufain de parasitoides (Varakl al. 2003).

On peut ainsi s'attendre a une dynamique invasevéloFV efficace. Mais qu’en est-il en
conditions naturelles ? Les connaissances obtgnggse la sur LbFV ont été acquises au
laboratoire. Pour autant, I'efficacité de la marépion parasitaire de. boulardiest difficile a
estimer dans la nature et peut fortement dépenesecdnditions écologiques rencontrées
(quantité en parasitoides et en hotes, températurée de vie des parasitoides).

L. boulardipeut étre considérée comme une espece en expan$mmconsidere son
front de progression qui remonte vers les régieaplus au nord de la vallée du Rhéne. Nous
trouvons aujourd’hui de plus en plus deboulardi dans des zones situées au nord de Lyon
alors que la limite d’aire de répartition de cetspéce se trouvait il y a quelgues années
seulement vers Vienne (Allemaetlal. 1999). Les hypotheses sur les causes de cett®onva
prennent en compte les modifications environnentesntangendrées par le réchauffement
climatique. Mais la mise en évidence du virus malaifeur du comportement d’infestation de
L. boulardi pose la question de sa présence et de son impaxia des communautés de

parasitoides de drosophiles.

Un volet de la these a consisté a mesurer les danfection (prévalences) dans les
populations naturelles d&. boulardi de la vallée du Rhbéne présentant des situations



écologiques variées. Cette étude, commencée lomotemaster 2 Recherche (M2R), a pu
étre poursuivie a plus grande échelle en théseegrda mise au point d’un outil moléculaire

diagnostic de I'infection virale (cf. chapitre II).

|. Prévalence du superparasitisme dans les populatis naturelles du

parasitoideL. boulardi

I.1. Populations naturelles del. boulardi

La zone géographique couverte par cette étudens’éle la zone méridionale jusqu’au sud de
Vienne, le long de I'axe nord-sud formée par ldéeatlu Rhéne, et correspond a la zoné.ou
boulardi a toujours été observée depuis le déebut des étlediesrain (1994).

Au cours du mois d’octobre 2004, il a été échkmtiié sept populations naturelles de
L. boulardi (Figure 1l1.1). Les proportions d’infection par EW dans ces populations ont été

estimées par I'étude de la prévalence du supelpanas.

Lens-Lestang (26) ;

Annonay (07) ;
Gotheron (26) ;
Avignon (84) ;
Antibes (06) ;
Bras (83) ;
Pierrefeu (83).
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Figure Ill.1 : Situation géographique des populations francaleés boulardi
échantillonnées pour I'étude de la prévalence ¢eparasitisme.
Aprés échantillonnage sur le terrain et retourmléges au laboratoire (cf. chapitre I,
partie 111.2.2), pour chacune des sept localitésjren 35 femelles émergeantes ont été mises

a pondre en lignées iso-femelles (seulement urendizoour Antibes). Le comportement de



superparasitisme a été estimé par la dissectiotimdglarves de drosophiles pour deux ou
trois descendants par lignée (cf. chapitre |, pditR.5 pour le protocole). Les femelles qui
superparasitent leurs hétes sont considérées confeatees. Pour chacune des populations a
ainsi été estimé la proportion des lignées iso-flemalont la fondatrice était infectée. La
lignée a été considérée infectée si au moins usefatrelles sur les deux ou trois testées

exprimait un comportement de superparasitisme.

I.2. Mesure de la prévalence du superparasitisme

Les femelles ne superparasitant pas leurs hotén@bype NS) sont considérées comme non
infectées (statut NI). A I'inverse, une femelle déant plusieurs ceufs par hote (phénotype S)
est considérée infectée (statut I). Cependantcdesportements d’infestation ne sont pas
apparus tranchés comme en atteste la figure Nld2is avons alors arbitrairement considéré
comme non superparasitante toute femelle déposamtaximum deux ceufs par larve pour

deux des cing larves de drosophiles disséquées.

Nombre moyen d’ceufs déposés par femelle par larve parasitée

0 50 100 150 200 250 300 350
Femelle parasitoide
Figure 1l1.2 : Nombre moyen d’ceufs déposés par femelle par |gavasitée.
Le protocole d’étude est de nature hiérarchiqguencerexplicité dans la figure 111.3.
Le plan étant déséquilibré et la distribution desircees non normales, nous ne pouvons
analyser les données par un modele linéaire. Nooissautilisé un systeme de permutations

dont les détails se trouvent dans la légende figuee IIl.3.
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Figure 111.3 : Plan hiérarchique de I'analyse de la variance.

Afin de rechercher un effet "population”, c’estidedque les populations présentent des valeurgéealences
significativement différentes, il a été permuté ligeées des différentes populations entre ellastdial, 300
permutations ont été faites.

Afin de rechercher un effet "lignée", c’'est-a-digee les individus des lignées présentent des \saldar
superparasitisme (mesures) significativement diffeas, il a été permuté les individus entre ligreaesein de
chacune des populations. Au total, 300 permutatonh&té faites.

Sur chaque jeu de données permutées, une analysevdeance pour modéle linéaire a été réaliséa.dté
calculé la p-value en dénombrant la proportiondewilations pour lesquelles le carré moyen étg€saur au
carré moyen observé pour les niveaux correspondant.

Simulations réalisées avec le logiciel R ; scriptldVaraldi.

Les résultats des mesures de prévalence du sugsitjzame indiguent que le virus est
présent dans les sept populations du sud-est deralace étudiées (Tableau 11l.1). Cela
indique qu’aucune population n’apparait résistante manipulation comportementale induite
par LbFV. En outre, les résultats montrent un pagphisme de l'infection avec des taux
d’infection variables entre populations : entre 2@étir Bras et 100% pour Antibes (p-value
inter-populations=0). Au sein de six des sept patahs échantillonnées, il y a donc
coexistence de lignées infectées et de lignéesimiectées (la population d’Antibes ne

présentant que des lignées infectées).

Tableau Ill.1 : Estimations de la prévalence de LbFV dans sgpalptions dd.. boulardi

du sud-est de la France (tests comportementaux).

N° site® Population Nombre de lignées  Prévalence estimée

1 Lens-Lestang 37 29,7%




2 Annonay 36 33,3%
3 Gotheron 38 79%
4 Avignon 39 59%

5 Antibes 10 100%
6 Bras 26 26,9%
7 Pierrefeu du Var 36 44,4%

2: indication géographique de la localité reportdéela figure I11.1.

En ce qui concerne l'intensité du superparasitismd’intensité de la manipulation,
on notera l'extraordinaire variabilité entre liggédans le comportement de ponte des
femellesL. boulardi au sein de chacune des populations étudiées (p-vater-lignées=0)
(Figure 111.4).

On remarque également que la variabilité du nonmdbiceufs déposés par larve
parasitée est importante pour les valeurs moyegteses (Figure lll.4). Cela peut avoir
deux explications : (1) des différences dans le@dg manipulation des parasitoides avec des
individus exprimant un trés fort superparasitisrhel’autres exprimant un superparasitisme
plus modéré bien que supérieur a celui des indévidas lignées non infectées; (2) la
coexistence, au sein de la méme lignée, d’individuperparasitants et d’individus non
superparasitants soit infectés mais n’exprimant lpasomportement de superparasitisme

(résistance), soit non infectés a la suite dealasimission verticale incomplete.
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Figure Ill.4 : Nombre moyen d’ceufs déposés par larve parasi€lignée pour chacune des

sept populations étudiées (moyenne et erreur stdnda

Les lignées représentées sont celles pour lesqumlisieurs femelles ont été testées (2 ou 3 fen)ell

1.3. Validation du diagnostic phénotypique

Dans le but de vérifier la transmission materndllesuperparasitisme et ainsi d’étayer la
fiabilité du test phénotypique dans la détermimatilu statut d’infection des individusg|
valider le lien superparasitisme-infection viral@pus avons realisé des expériences de
croisements entre lignées présentant ou non le aderpent de superparasitisme.

Protocole



hY

Les croisements ont été réalisés a partir de lgnge-femelles de phénotypes S et NS
échantillonnées a Gotheron en septembre 2006 (igmédfes S et neuf lignées NS) avec des
lignées de référence de boulardi S¢ret NSg. Leur comportement de superparasitisme est

présenté dans la figure II1.5.
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Figure 1I1.5 : Comportement de superparasitisme des lignéeothe®n S et NS utilisées
pour les expériences de croisements (moyenne dbneote parasites déposés par larve de
drosophile héte et erreur standard).

Deux individus par lignée ont été testés sauf peailignées 11, 17, 18 ou un seul individu a &#éte

Les croisements furent entrepris dans des tubdsvd@e en y introduisant trois
femelles vierges et cing males sur environ 150elmrde drosophiles. Pour chacune des
modalités S ou NS, nous avons réalisé trois typescmbisements (dans les notations
suivantes, le sens des croisements est le suitamielle x male) :

- croisement des souches parentales entre ellesS &NS x NS (témoins lignées);

- croisement d’'une femelle parentale avec un maleladégnée de référence de
phénotype opposé : S x NSou NS x &;

- croisement d'une femelle de la lignée de référeteephénotype différent avec un
male de la souche parentale ;N8 S ou & x NS.

Deux réplicats par croisement ont été a chaquedaissés.



Des croisements contrdles ont également été eigrmpnme suit (femelle x male):
St X Set
NSer X NS
Seet X NSt
NSrer X Sef
Cinq réplicats ont été réalisés pour chaque typgraisements contréles.

Pour chacun des croisements, nous avons étudi@rngartement des femelles
émergentes (F1) : deux femelles par tube pour lesements contrdles et trois pour les
croisements expérimentaux.

Le tableau 1ll.2 présente les prédictions des ptyges des descendants pour chaque
type de croisement :
- prédiction 1: les variations du phénotype de Jup@sitisme sont causées par des
différences de génotype de I'hbte (déterminismdaaie) ;
- prédiction 2 : les variations du phénotype de spgrasitisme sont causées par la
présence/absence du virus (déterminisme viral).

Tableau 111.2 : Prédictions des phénotypes des descendamhiskirilardiobtenus suite a

différents types de croisements des lignées pdesnta

Croisements Prédiction 1 Prédiction 2
2 x J Déterminisme nucléaire Déterminisme viral
S xS S S
NS x NS NS NS
NS x S Intermédiaire NS
S x NS Intermédiaire S

S : phénotype superparasitant ; NS : phénotypesnparparasitant ; Intermédiaire : phénotype inteliaiee.
Prédiction 1: le comportement de superparasitisme est détérpanle génotype des insectes.
Prédiction 2: le comportement de superparasitisme est détérpanla présence/absence du virus.

Résultats
Les résultats des croisements controles confirnemtansmission maternelle du caractére

« superparasitant » dans les lignées de référenge(Fsgure 111.6). Les croisements



impliqguant une femelle N& engendrent une descendance de phénotype NS et ceux
impliquant une femelle \§ engendrent une descendance de phénotype S qusdijuke
phénotype de la lignée du pere. Ces observations permettent de valider le phénotype des

individus issus des lignées de référence qui agetaent été utilisées au cours de la thése.

Nombre moyen de parasites par larve hote parasitee
3
L

NSref x NSref NSref x Sref Sref x Sref Sref x NSref
Croisements (femelle x male)

Figure 111.6 : Nombre de parasites déposés par larve hote parasité quatre types de

croisements a partir des lignées de référenget]S¢: (Moyenne et erreur standard).

Les conclusions sont identiques pour les croisesnexpérimentaux : les descendants
présentent le méme phénotype que leur mére, quedqitel’origine du pére. Pour les
croisements impliquant les lignées S de Gotheras Hescendants expriment un
comportement de superparasitisme (phénotype S)uemgnt lorsque la femelle de ces
lignées est utilisée (Figure 111.7.a). Les femeiksues des lignées NS de Gotheron auront une
descendance de phénotype NS. Le phénotype des deates lignées ne contraint en rien le
phénotype de leurs descendants (Figure I11.7.b).

En conclusion, les expériences de croisements éigtrées de phénotype S ou NS
nous ont permis de confirmer la transmission matkrndu caractere « superparasitant »,

validant les tests phénotypiques utilisés pourrdéteer les statuts d’'infection.
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Figure Ill.7 : Nombre de parasites déposés par larve hote parpeilé les trois types de
croisements a partir de (a) 9 lignées S de Gothetrdm) 9 lignées NS de Gotheron (moyenne

et erreur standard).

L'étude du comportement de superparasitisme s@siulee sur deux jours, ce qui est notifié surrbphbe par
les caracteres J1 et J2 (cf. chapitre IV, parjie Il

Les valeurs moyennes notées d’'une méme lettre mepss significativement différentes (test de Wilmo,
p=0.05).



l.4. Confirmation des statuts d’infection par testmoléculaire

Par la suite, des amorces spécifiques du virus LbRMété mises au point (cf. chapitre 11)
permettant un diagnostic moléculaire individuel'ciéection. Alors que jusque la la présence
du virus était estimée au travers d’'un test phémqtie, sa détection était désormais possible
par un simple test PCR.

Dans le cadre de I'étude des prévalences de sanasifisme dans le sud-est de la
France, javais conservé des femelles boulardi issues de la deuxieme génération de
parasitoides (F2) de la population de Lens-Lestagmyr 11 lignées iso-femelles
diagnostiquées S ou NS sur la F1 (diagnostic plypitpte) (conservation a sec, a -80°C).
L’outil moléculaire ayant été par la suite mis annp, nous avons alors voulu tester sur une
population autre que Gotheron et par une autrenigol que celles des croisements la
fiabilité du diagnostique de linfection par tesbngportemental en m’assurant que les
individus issus des lignées caractérisées NS neepiadient pas d’amplification par PCR
d’ADN du génome viral contrairement a ceux desdemsS. Il pouvait étre ainsi testé le choix
du niveau seuil du comportement de ponte des pai@ess permettant de définir des lignées S
et NS : est-ce que le seuil d’intensité du supagisme choisi pour caractériser les lignées
de L. boulardi S ou NS et permettre ainsi de calculer les taux pdevalence de
superparasistisme dans les populations naturdfédiable ou non ?

Les résultats obtenus vont dans le sens attendcuna amplification par PCR de la
séquence virale n'a été observée pour les fem&dlses des lignées de phénotype NS
contrairement a celles issues des lignées S (Talled). En d’autres termes, les lignées de
phénotype NS ne sont pas infectées par LbFV aloedes lignées S sont infectées par LbFV.
Le lien superparasitisme/infection virale est con& validant le choix du seuil de
superparasitisme S/NS utilisé dans le cadre diptestotypique. On observe que les femelles
ne déposant en moyenne qu’un seul ceuf par hétessomts de lignées non infecté par LbFV
(Tableau 111.3). En revanche, les lignées présantancomportement de superparasitisme
(dans les conditions de nos expériences), mémike f@ildl,6), sont infectées par le virus.

Ces résultats confortent les valeurs de prévalaelecd bFV dans les populations

naturelles dé&.. boulardidu sud-est de la France estimées a partir degieétotypiques.

Tableau 111.3 : Correspondance entre le phénotype de superpsmasiet le test moléculaire

pour différentes lignées iso-femellesldeboulardiissues de la population de Lens-Lestang.



Lignée 1.7 2.2 3.5 6.4 6.7 7.3 8.2 1p 87 8.4 8.3

Test 1 1 1 1 1 1 1,6 1,8 2,9 4,1 4,6
comportementa (n=2) | n=2) | (n=2) | (n=1) | (n=2) | (n=2) | (n=2) | (n=2) | (n=2) | (n=2) | (n=1)
Phénotyp€ | NS | NS | NS| NS| NS| Ns| s| s| s| s S

#Nombre moyen de parasites par larve hote parasitéee parenthéses est noté le nombre de femelieses.
®Phénotype observé par test comportemental sundigidus de la premiére génération de laboratdife {ors

de l'étude de la prévalence du superparasitisme.: l[@8énotype non superparasitant; S: phénotype
superparasitant.

“*Nombre d’échantillons présentant une amplificapan PCR / nombre d’échantillons testés ; testxfés sur

les individus de la deuxiéme génération de laboea{&2) conservés a -80°C.

dStatut d'infection attribué par test moléculairé.:Mon infectée par LbFV; | : infectée par LbFV.

Il. Epidémiologie moléculaire de LbFV : prévalencelors de I'extension de

I'aire géographique deL. boulardi (Manuscrit 2)

Parmi les mécanismes par lesquels les parasitestait les assemblages d’especes et la
stabilité des écosystemes, nous nous sommes s@drascelui du rble du parasitisme sur le
succes des especes invasives (Praatitat. 2004). Les individus fondateurs d’'une population
invasive peuvent étre dépourvus ou porteurs dedpauarasites (Torchiet al. 2003). Libérés

de leurs parasites, le succes de l'invasion descespinvasives dans le nouveau milieu est
alors augmenté. L'espéece invasive peut égalemansporter avec elle des parasites capables
d’infecter les espeéces locales, qui peuvent aldre @écimées facilitant le processus

d’invasion.

L. boulardi est une espece en expansion dont la limite dtereepartition tend a se
déplacer plus au nord de la vallée du Rhone. Dg @tuplus de parasitoides de cette espéce
sont piégés dans le nord de la région lyonnaisterf®ind, com. pers.) alors qu’il y a une
dizaine d’années, il n’en était pas observé au-deld/ienne, ville située au sud de Lyon
(Allemandet al. 1999). Y a-t-il un lien entre la capacité invastled.. boulardiet la présence
du virus manipulateur du comportement d’infestaion

La mise au point d’'un outil moléculaire diagnoste I'infection virale nous a permis
d’envisager une étude populationnelle de la prévalede LbFV a une plus grande échelle

que celle menée précédemment. Le M2R de J. Mar@sezenu compléter ce travail en



augmentant le nombre de populations échantillonagétudiées. Ces résultats sont présentés

sous forme d’un article actuellement en révisioarge journalMolecular Ecology

II.1. Populations naturelles delL. boulardi

La prévalence de LbFV a été mesurée pour 15 popusanaturelles dé. boulardi de la
vallée du Rhoéne en utilisant le diagnostic molécaldJne partie d’entre elles correspondent
aux mémes populations que celles utilisées pouud& de la prévalence par test
comportemental, échantillonnées durant 'automr@2@f. partie précédente). Des individus
émergeants des pieges (dont le phénotype n'a passt) avaient été conservés (a sec, a -
80°C). Un second échantillonnage effectué a l'am@2007 est venu compléter le nombre de
populations. Au total, quatre populations ont &bBaétillonnées uniqguement en 2004, huit
uniquement en 2007 et trois en 2004 et 2007.

Ces populations sont réparties le long d’'un axel4sod allant de la zone marginale de
I'aire de répartition d&. boulardijusgu’a la zone méditerranéenne. Cette especépdacant
progressivement vers le nord, trois groupes de lptipos ont été distinguées (Figure 111.8) :

- les populations centrales de l'aire de répartitian,I'extréme sud de la zone
d’échantillonnage (zone méditerranéenne jusqu’aeMa). Dans cette zoné,
boulardi est bien installée, présente en fortes abondances.

- les populations marginales, situées entre Valerck essud de Lyon. Cette zone
correspond a l'ancienne limite de l'aire de répiani de L. boulardi désormais
présente avec des abondances intermédiaires.

- les populations nouvellement colonisées, aux abdedsyon, notamment au nord de

I'agglomération.

Chasselay (69)

“Cailloux sur Fontaine (69) | Populations
'St Maurice de Beynost (01) nouvelles
‘StFoy-lés-Lyon (69) x

St Laurent d’Agny (69)

Villette de Vienne (38) Populations

Sonnay (26) marginales
Epinouze (26) A




Lens-Lestang (26) A
Annonay (07)
Gotheron (26)
Avignon (84) Populations
Bras (83) centrales
Antibes (06) °

@ Pierrefeu du Var (83)

Figure 111.8 : Situation géographique des populationg deoulardiéchantillonnées pour

I'étude moléculaire de la prévalence de LbFV.

Le tableau présente les 15 sites d'échantillonndgés boulardi classés selon un gradient nord-sud (Chasselay
étant la population la plus au nord de la zoneiéggage). La colonne de gauche indique les nomidelités
ainsi que, entre parenthéses, leur départememnlbane de droite permet de classer les populatelm trois
groupes : populations nouvelles, marginales ouakast et explicite les symboles de la carte.

[l. 2. Prévalence de LbFV

Le patron de prévalence de LbFV résultant de I'étdé 15 populations naturelles de
boulardi montre un cline croissant du nord au sud (Figlit®)let apparait ainsi corrélé a
I'abondance et a la distribution géographique delsite. Alors que I'infection semble bien
établie et présente une trés forte prévalence pa m@diterranéenne (populations centrales)
(jusqu'a 95%), les taux d'infection virale dimindetans les populations marginales lde
boulardi jusqu’a étre tres faibles voir nuls dans les patohs nouvellement établies au nord
de l'aire de répartition de. boulardi Les populations nouvellement établies semblentdo
tres peu infectées. Différentes hypotheses peudtrdg avancées pour expliquer ce
phénomene.

La premiere hypothése invoquée est le colt ddettion sur ces populations
nouvellement établies. Bien que LbFV ne semblegvadér d’effets délétéres majeurs sur la

fitness de son héte en conditions de laboratomeyeconnait pas I'importance de ce codt en



conditions naturelles. Il se pourrait qu’il soitportant dans ces populations colonisatrices qui
font face a de nouvelles conditions écologiques. p@at envisager un colt élevé sur la
capacité de dispersion dle boulardifavorisant la présence d’individus non infectéasdkes
populations nouvelles.

Outre le codt de l'infection, il est possible das paramétres de transmission du virus
soient différents dans les nouvelles populationg.deoulardi avec pour conséquences une
plus faible prévalence virale. Cela peut étre dinzffet de la température dont les valeurs
varient de maniére croissante sur cette zone diestude la France selon un gradient nord-
sud (Thomas & Blanford 2003). Il se pourrait augsie la propagation du virus soit
dépendante de la densité de femellesboulardi qui conditionne les opportunités de
transmission horizontale. Les populationsLdeboulardi les plus au nord étant plus petites
que celles du sud, le transfert du virus d’'un ites@d’autre en conditions de superparasitisme
pourrait étre moins fréquent. En effet, en raisamel transmission verticale incompléte, des
transferts horizontaux sont nécessaires pour queus se maintienne. On observerait alors

des taux d’infection faibles jusqu’a ce que la dapan deL. boulardisoit bien établie.

Les trés fortes prévalences de LbFV observées l@anpopulations centrales de
boulardi étudiées posent la question de I'influence du v@wsla structure de la communauté
de parasitoides. Ici le colt de l'infection pourrkvoriser le maintien d’autres especes
commelL. heterotomaprésente en faible abondance et semble-t-il, c&fir@ a l'infection

virale (cf. chapitre V).

A Tlinverse, la variabilité observée dans les piténces de LbFV au sein des
différentes populations pose une autre questiorlte cdu réle de la structure des
communautés de parasitoides sur les taux d’infeatio virus, en particulier en ce qui
concernel. heterotomala principale espéce de parasitoide compétittee. boulardi dont
'abondance varie fortement d'une faible reprédivritd dans la zone méditerranéenne

jusqu’a une présence totale dans les populatienglils au nord.
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Figure 111.9 : Prévalence de LbFV dans les populations naturdéés boulardidu sud-est

de la France.

Pour les trois populations échantillonnées a deatesd(2004 et 2007 ; Annonay, Gotheron, Avignon)&ia
représenté les données de 2007. Pour accédesartible des résultats, se référer au manuscrit 2.

Ligne noire : prédictions du modele linéaire géhgéapour I'ensemble des données (échantillonnagmsées
en 2004 et 2007).

Les trois groupes de populations caractérisésdsimhités par une ligne en pointillées.

Afin d’étudier une éventuelle structuration gégéé des populations virales dans le
sud-est de la France et afin d’en inférer une mes&@volutive de ces populations, nous avons
analysé la variabilité de I'unique séquence vidiponible. Le séquencage de cette séquence
issue de populations mondiales (France, ltalie,afisp, Cote d’lvoire, Brésil) a mis en
évidence une absence quasi-totale de variabil@@sDa discussion de l'article correspondant
(manuscrit 2), nous formulons différentes hypoteéseuvant expliquer ce résultat. Est-ce
parce que cette séquence code pour un gene acléofotrés conservée ? Est-ce parce lque
boulardi et/ou son virus a récemment colonisé ces régiorgéennes ? Est-ce parce qu’un
balayage sélectif récent a eu lieu installant unevalle souche virale dans les populations
étudiees ?

Néanmoins, cette absence de variabilité suggerdeqtest moléculaire est tres performant

pour détecter l'infection par LbFV, la séquenceapjssant monomorphe.



Il. 3. Patrons des prévalences obtenus par tests @hotypiques et moléculaires

Les patrons de prévalences de LbFV mesurés soitepaiphénotypique soit par diagnostic
moléculaire dans des populations naturellet.dsoulardi de la vallée du Rhéne montrent la
méme tendance (Figure 111.10). Les différencesaews entre les deux mesures peuvent étre
en partie expliquées par le fait que les tests @iypiques ont été faits apres une génération
d’élevage au laboratoire, ce qui pu entrainer wereepe I'infection dans certaines lignées de
parasitoides. Les tests moléculaires ont eux ét@sndirectement sur les individus sortis des
pieges au laboratoire (une génération avant). Emeoa pénétrance incompléte de l'infection
(absence de manipulation comportementale lors diafection virale) pourrait expliquer
pourquoi les prévalences des populations du sudhéss par test comportemental sont
souvent inférieures a celles estimées par le ted€aulaire. Il se peut également que des
individus soient résistants a la manipulation cortggnentale nous empéchant, lors du test
phénotypique, de les comptabiliser parmi les irttigiinfectés. Enfin, I'existence de souches
virales non manipulatrices pourrait aussi tendso@ds-estimer la prévalence virale par test
phénotypique, d’'ou la nécessité d’analyser la wdiia de la manipulation du comportement
induite par le virus. Dans le chapitre suivanttecatariabilité a été étudiée ainsi que la

variabilité du superparasitisme causée par lessefenétiques du parasitoide.
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Figure 111.10 : Prévalences de LbFV estimées par tests phénptgpiet moléculaires au sein
de sept populations naturellesldeboulardi

Barre gris foncé : prévalence estimée par test qipique ; barre gris clair : prévalence estimée test
moléculaire.

Les tests phénotypiques et moléculaires ont étisésasur des femellds boulardiissues d’échantillonnages de
2004. Les analyses comportementales ont été mengedes individus élevés pendant une génération au
laboratoire. Les analyses moléculaires ont étésesd sur les individus directement issues degpieg

L’étude de la présence du virus dans les popuktiaturelles dé. boulardidans le sud-est
de la France a montré que la prévalence de LbRMusugradient décroissant nord-sud : |les
populations les plus au nord de la zone géographéfudiée (situées a la limite de I'aire [de
répartition deL. boulard) ont des taux d’infection trés faibles voire nglentrairement a
celles situées le plus au sud ou la présence ds witeint des proportions élevées (jusqu’a
95%). Il se pose la question du réle de l'infectsur la capacité d’'invasion des populations

d'insectes.
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ABSTRACT

The role of parasites in biological invasions lastrated by many examples of horizontally
transmitted parasites. However, many species, edlyeinsects, may harbor vertically
transmitted symbionts, that can reach high preealeand markedly modify their host's
biology. To date we know very little about the radé parasites in the expansion of the
geographical range of their hosts. Using an apprdesed on molecular epidemiology, we
studied the prevalence of a vertically transmitteds during the expansion of its insect host,
the Drosophila parasitoid waspLeptopilina boulardi L. boulardi is a Mediterranean
parasitoid species with a range that has recenfyareed northwards (within France). The
wasp carries a hereditary virus (LbFV), which maitages the behaviour of females, forcing
them to lay additional eggs in already parasitibedsophilalarvae (superparasitism). This
benefits the virus, since it is horizontally traerséd by superparasitism. We show that the
prevalence of LbFV is very high in southern andtia@ih.. boulardipopulations, intermediate
in marginal populations, and almost absent in needyablished peripheral populations
located further north. Viral strains from each afeantral, marginal and newly colonized)
were all able to induce behavioural manipulatiomg a&iral gene sequencing revealed very
low sequence diversity. We suggest that LbFV hdy oecently spread intd. boulardi
populations, and we discuss how viral infection nadfect with the geographical range

expansion of its host.
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INTRODUCTION

Parasites are known to play a major role in hoshraanity structure and functioning by
directly or indirectly influencing host populatio(Boulin, 1999; Moller, 2005; Hudsaet al,
2006; Woodet al, 2007). There is indeed increasing evidence thehgites can shape the
host community, because they influence competitivepredatory interactions between
species, thus contributing to the maintenance etisg diversity (Hatcheet al, 2006).
During the last decade, parasites have also beegmized as a key factor in determining the
success of invasive species when they first peteetnto a newly-colonized habitat (Prenter
et al, 2004; Tompkins & Poulin, 2006). According to dmgothesis, naive host populations
may become infected with a new parasite transpdrtedn introduced species. The naive
host may then be decimated by the newly-introdyza@site, favoring the invasion of the
introduced host species. In contrast, the “enentgase” hypothesis (Mitchell & Power,
2003; Torchinet al, 2003; Torchin & Mitchell, 2004) postulates thavading organisms
lose their co-evolved parasites during the invagioocess as a result of either drift or
selection, and this enables the invaders to outetenthe resident species, which facilitates
the invasion process.

The main difficulty in attributing parasites a role determining the outcome of
biological invasion arises from the fact that caisadns have to be drawn from a very small
number of introductions, each time involving a vergall number of individuals originating
from a source population. As a result of this leoitick, whether a given invasive species does
or does not retain its native parasite during @gimvasion event may simply be the result of
chance. One way round this problem would be toyaeateveral independent invasion events

or multiple introductions involving the same spsc{@orchinet al, 2003), but this rarely
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happens. However, useful information can be galmedtudying species that are expanding
their geographic range because of climate changteral expansion or some other reason.
The expansion often occurs by establishing pergih@opulations that regularly receive new
migrants from the native area. In addition, repgatelependent colonization events in the
marginal area make it possible to control the éftdcstochastic factors, such as drift. This
can be viewed as repeated introduction and expansi@nts involving exotic species
simulating situations of biological invasion. Torditnowledge, there are no reports dealing
with the involvement of parasites in geographigeexpansion of their host species.

Most of the studies that report the implicatiorpafasites in biological invasions deal
with horizontally-transmitted pathogens that indusevere host-fitness reduction (e.g.
Tompkins & Begon, 1999; Enserink, 2002; Tompkatsal, 2002; Tompkinset al, 2003).
However, vertically-transmitted symbionts that proe only mild pathogenic effects (in the
conventional sense) have received much less attenpossibly because their effects
remained unnoticed within the host phenotype vdiigbHowever, such associations are
widespread, especially in insects (Mornal, 2008), and it is important to consider them,
because symbionts have important effects on hdstvieur (Zchori-Feiret al, 2001; Varaldi
et al, 2003), reproduction (Werregt al, 2008), adaptation to the environment (Tsuclata
al., 2004) and resistance to stress (Montllor, 200®;eD et al, 2003; Scarborougkt al,
2005; Russell & Moran, 2006). For instance, Slather Galbreatlet al. (2004) reported that
the vertically-transmitted microsporidian paragitbrillanosema crangonysisay contribute
to the success of biological invasions of theirtho$his parasite was introduced in Europe
with its North American amphipod ho€trangonyx pseudogracilignd it induces host sex
ratio distortion (excess of females), thus boostithgg population dynamics ofC.

pseudogracilisWe must keep in mind that this conclusion is basedbservation of a single
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introduction, but the findings of this study arensistent with the hypothesis that vertically-
transmitted parasites play a selective role dunmgsion events.

In this paper, we studied a host-parasitoid-virammunity to address the possible
role of vertically-transmitted viral particles itne process of species range expansion. In
south-eastern FrancBrosophila melanogasteand Drosophila simulandarvae are mainly
attacked by two related solitary endoparasitic walseptopilina heterotomandL. boulardi
(Hymenoptera: Figitidae). The former has a cosmitgol distribution, whereas the
distribution ofL. boulardiis restricted to tropical and Mediterranean cliesain the south of
France, where these two species coeXist,boulardi is by far the dominant species,
outcompetingd-. heterotomgFleuryet al, 2004). Further north, the abundancé. oboulardi
falls sharply, with a clear-cut species borderag#d around Valence (45°N, 100 km south of
Lyon, Allemandet al, 1999 and Fig 1). Thirty kilometers further noritth,1998,L. boulardi
was completely absent, arid heterotomacompletely dominated the whole parasitoid
community. However, this situation has drasticalhanged during the last ten years, with
L. boulardi advancing about 60 km northwards (Allemand, pessl.c CNRS, Lyonl). This
progression of the geographic rangd_oboulardicould be explained by climate change, and
the high competitivity of this species, which cam ¢onsidered somewhat invasive in this
situation.L. boulardifemales are sometimes infected with a heritablesvihat manipulates
their egg laying strategy: infected females are en@ady to oviposit in hosts that have
already been parasitized (by conspecifics) thanfanied females, a type of behaviour known
as superparasitism. The virus, designated LbFVL(#mtopilina boulardifilamentous virus),
takes advantage of this behavioural change, sincan be transmitted horizontally when
uninfected and infected parasitoid larvae coexistdie the superparasitiz&tosophilalarva

(Varaldi et al, 2003; Varaldiet al, 2006a). Females infected by LbFV do not suffey an



93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

major fitness cost, and its effects are mainly teaito superparasitism (Varalei al, 2005;
Varaldi et al, 2006b). Theoretical developments show that hatedo transmission
complements the imperfect vertical transmissiord #re fitness cost caused by the virus,
allowing it to persist at high frequencies in waspulations (Gandogt al, 2006). Using a
recently-developed viral molecular marker (Pagbtal, 2009), we first observed a high
prevalence of LbFV in southedn boulardi populations. In contrast, the sympatric species
L. heterotomaemained uninfected, probably because of virusiapeation or refractoriness
of L. heterotomato LbFV infection. Since LbFV infection is likelyo influence the
competitive ability ofL. boulardi (either enhancing or reducing it), we wanted tal fout
whether its prevalence varies across the geograjplnige ofL. boulardi We studied the
prevalence of natural French populations of LbFV1BL. boulardi distributed along the
north-south axis of the Rhone valley. This sampleludes central, marginal and newly
established populations. Our results revealed d#éfgrent prevalences for the three types of

population, suggesting that this symbiont may inldeduence the colonization process.
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MATERIALS AND METHODS

Sample sites and collection of.. boulardi parasitoids. Field populations oL. boulardi
were sampled during 2004 and/or 2007 in 15 orchard®uth-eastern France; the sampling
sites were distributed from north to south alorgyRnone valley axis (Table 1). We chose the
sampling sites according to the ecological situirotially observed in 1998. We defined as
central populations (sites 11-15) those that weways present at a very high level of
abundance in the geographic range of the specieggimal populations (sites 6-10) those
where L. boulardi had previously been detected at an intermediatel lef abundance
corresponding to the previous frontier of the spgciand newly-established populations,
those wheré.. boulardihad never been observed before 1998 (sites 1abl€TL and Fig.1).
Among the 15 wild-caughtt. boulardi populations, four were collected during the
autumn of 2004 (September or October), eight duttmegautumn of 2007, and three during
both periods (Table 1). All the orchards samplesl @lanted with apple trees, and provide
Drosophilawith food resources from September to Novembearvtemperatures during this
period differ between sites, with an average otiadb14°C for the northern populations, and
of 17°C for the southern ones. Two sampling prooesluvere used to collect wasps. In 11
localities, we placed 10-12 traps baited with spéihanas in each orchard, where they were
exposed to natural colonization for 15 days. Indtieer four sites (7, 8, 10, 12), we collected
25-30 rotten apples off the ground. The traps gmoles were then brought back to the
laboratory, and after incubating at approximateBf@ all emergingL. boulardi and
L. heterotomawere collected daily. For 13 populations, individuavere kept in alcohol
(100% ethanol) at -80°C until DNA extraction. Faetother two populations (sites 11, 12;

2007 samples), a number of isofemale lines (onedmss per line) were established, and
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reared under laboratory conditions. Molecular tesese performed on several emerging
females of the first generation (F1), and the limesre declared positive if at least one
daughter was infected.

As a PCR positive control, we used a laboratorg biL. boulardiinfected by LbFV.
This line was derived from an uninfected line (afed through brother sister mating yielding
a homozygosity rate in excess of 82%) originatirapf Sienna (Italy), after injecting viral
particles. This artificially-infected line has pev stable over generations for virus infection
(Varaldi et al, 2006c¢).

In the laboratory, the parasitoids were reared uad&2L:12D photoperiod at 25°C,
using D. melanogasteroriginating from Ste Foy-les-Lyon (Rhéne, Franc&d host.

Drosophilalarvae were fed with a standard diet (David, 1962)

PCR detection of LbFV in L. boulardi populations. LbFV undergoes at least one DNA
stage during its replication, and probably has aAl}¢nome (Patoét al, 2009).Total DNA
was extracted from parasitoid females by crushmdjviduals individually in 150 pl 5%
(w/vol) Chelex solution (Bio-Rad, USA), and 5 pul pfoteinase K (20 mg/ml; Eurobio,
France). Extracts were incubated overnight at 5&ffer 20 min at 95°C, samples were
centrifuged, and 2 pl of the supernatant were fmeBCR reactions.

We used a recently-developed molecular marker tectiehe presence of LbFV in
L. boulardias described in Patet al. (2009). Briefly, a specific viral sequence (actass°:
FM876312) was amplified using the primers I1CL1-#kdallCL1-R in a uniplex PCR
reaction, or using viral primers 102-F and 500-Rembination with insect primers RPS2-F
and RPS2-R (amplifying a ribosomal protein genegaimultiplex reaction. This multiplex

reaction made it possible to check the qualitylef DNA extraction. PCR reactions were
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performed in a 25-pl final volume reaction usingiRof DNA template, 1.5 mM MgG|

50 uM of each dNTP, 200 nM of each primers, 0.5fUraq polymerase (EuroBlueTagq,
Eurobio, France). The following cycling program wased for both uniplex and multiplex
PCR reactions: 1 min at 95°C, 30 sec at 94°C, 8as&6°C, 30 sec at 72°C, 30 cycles and
10 min elongation time at 72°C (PTC-100, MJ RedgealéSA). PCR products were then
analyzed by 2% agarose gel electrophoresis. Fopapulations (sites 1, 2, 3, 4, 5, 9), all
individuals were tested by multiplex reactions. Eoe other nine, the individual infection
status was tested using uniplex PCR diagnosis, tbutonfirm the quality of DNA
conservation and extractions, we re-analyzed sampith multiplex PCR for three to ten
individuals per population. As expected, all indivals proved PCR-positive for the wasp
gene, demonstrating the good quality of the DNArawts, and all the multiplex tests
confirmed the infection status previously estaldasivy uniplex PCR. The sample sizes used
to calculate the prevalence in each of the 15 @juuls varied from 11 to 120 individuals per

population (Table 1).

Viral sequences from various geographical populatios of L. boulardi. To assess viral
variability and possible divergence of the virusoaug host populations, we sequenced PCR
products obtained with the viral primers 102-F 08, Viral samples included 12 of the 15
populations studied from south-eastern France €Tapl and we also added some samples
from other Mediterranean populations originatingnir Italy (Sienna), and Spain (Palma de
Mallorca). The sequences obtained were aligned with the pro@BUSTAL X (Thompson

et al, 1997).
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Host behavioural manipulation induced by LbFV strains. The effect of LbFV on
superparasitism behaviour of their hosts was stluftie six populations ok. boulardi using
sympatric host-parasite associations. Five of tleemesponded to populations previously
described: two in the central area (sites 11 andsaéples 2007), two in the marginal area
(sites 6 and 8), and one in the newly-establishegalilations area (site 2). In order to obtain
duplicate data for the last area, we also inclutiedsuperparasitism behaviourlofboulardi
individuals collected in October 2008 at Ville-Seil (46°80' N-4°52’ E). This location is
situated 30 km to the north of site 1, and is thestmortherly recorded population of
L. boulardi Because very few individuals emerged from thételigaps at this site, the LbFV
prevalence was not estimated. For all populatiseseral isofemale lines founded by single
infected or uninfected females were established.

For each of these six populations, 25 to 30 feswdtom infected and uninfected
isofemale lines were tested after one to five gatrans raised under laboratory conditions.
The superparasitism phenotype was estimated usengame protocol previously described in
Varaldi et al. (2003) Briefly, individual females (1 or 2 days old) wepaced according to
their daily rhythm (Fleuryet al, 2000) from 5 pm to 10 am on ten first indlarmelanogaster
larvae in a Petri dish filled with agar and a ydager. Forty-eight hours later, three to five
larvae from each Petri dish were dissected, andhtimber of parasites present (eggs and
larvae) was counted. The superparasitism behawbwach female was estimated as the

mean number of parasites per parasiteasophilahost.

Statistical analysis.Data were analyzed using the package of the R aoftwersion 2.7.0.
The correlation between LbFV prevalence, and thgutle of population sampling was

analyzed using generalized linear model (GLM). @iwhe binary nature of the data



202 (presencel/absence of infection), we used a binceniat structure (logit link function) and
203 tests of significancéWilcoxon tests were used to compare the mean nuoflygarasites per

204 parasitizedrosophilahost in infected and uninfected lines.



205 RESULTS

206

207 Prevalence of LbFV across thel. boulardi range. Rates of infection by LbFV varied
208 according to the geographic origin of the boulardi populations (Fig. 2). Analyses
209 performed separately on 2004 and 2007 samples bbtwed a significant negative
210 correlation between latitude and LbFV prevalend@0@ dev = 30.03, ddl = 1, p<0.0001;
211 2007: dev = 100.15, ddl = 1, p<0.0001). Clearlyedation rates were very high in the central
212 populations, with a mean infection rate of 77.5%marginal populations, the prevalence of
213 the virus decreased sharply, reaching an averag80% whereas in newly-established
214 L. boulardi populations, the prevalence slumped to 3.3%, wiih populations in this area
215 being apparently virus free (sites 4, 5). Ovetakse results show that viral infection is very
216 common, since LbFV was detected in 13 out of 15ufaimns. Howeverl.. boulardi range
217 expansion is associated with a progressive decieddd-V prevalence.

218 Three populations were sampled both in 2004 and ,20@king it possible to test the
219 stability of the viral infection over time. In theeshree populations, there was no very marked
220 difference between these two sampling years for gtevalence of LbFV, although the
221 difference was statistically significant (dev = 8.5ldl = 1, p = 0.0034). The infection was
222 found to have remained stable at site 10 (Annonakigreas a slight decrease was observed
223 in 2007 for sites 11 and 12 (Gotheron and Avigndijs could be explained by the fact that
224  the molecular test was performed on F1 femalegr(afhe generation in the laboratory) in
225 2007, whereas it was done on individuals as thegrged from field traps in 2004 (see
226 Material and Methods). If imperfect vertical transsion had occurred, lower prevalence

227 would have been expected when the tests were patbon the F1 generation.
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Alongside this study of viral prevalence, we alswasured the frequency of
L. boulardi among Leptopilina species emerging from different localities. As vioasly
observed (Fleuryet al, 2004),L. boulardi outcompeted all other parasitoid species in the
southern central area at this time of year, andcthexistence of. heterotomawas only
possible in marginal populations &f boulardi (Table 1). In newly-colonized sites, the

abundance df. boulardidecreased sharply, but displayed sample variatioong sites.

Viral sequence diversity. Twelve 399-bp viral sequences were obtained frbe Erench
populations (one per locality), together with twiber viral sequences from southern Europe
(Italy and Spain). The alignment of the 14 sequsnegealed that only the one originating
from the locality of Gotheron (site 11) differecbiin the others; it differed by only 1 bp
(position 224), and this may have been caused bgcppolymerase error. Apart from this
difference, all the sequences were identical topiteeiously-reported sequence (Patbal,

2009).

Host behavioural manipulation induced by LbFV strains. The effect of viral infection on
superparasitism behaviour was tested in two pojpulatcorresponding to each of the three
types of sitej.e. central, marginal and newly-colonized sites (\/#ellier and sites 2, 6, 8,
11, 12). For all six sites, we compared superpésasilevels in the uninfected and infected
lines, but as we were analyzing sympatric hostsveigsociations, where both the virus and
host genotypes may vary, we could not test the effiect. Moreover, this comparison is
limited, because behavioural assays were not peedrsimultaneously at the different sites.
In all the virus-host associations tested whatdveir origin, LbFV induces a very high level

of superparasitism, with a mean of three to tenebiging parasitoids observed in each



252 Drosophilalarva, whereas uninfected lines did not displansicant superparasitism (there
253 s usually just one parasitoid perosophilalarva) (Fig. 3). Thus at all sites tested, LbF\swa

254  able to manipulate the egg laying behaviour ofgliasitoids by inducing superparasitism.
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DISCUSSION

Research on species range expansion has paidalitdetion to the role of parasites in the
colonization processes and the establishment aphemal populations. As parasites can
influence the outcomes of invasion by exotic speoiroduced into a new ecosystem by both
direct and indirect effects on their hosts andrthgeractions (Prentest al, 2004; Tompkins

& Poulin, 2006), they might also influence thenflone advance of species’ geographic
distribution where recurrent events of colonizatam spread occur. In addition, knowing the
possible links between parasites and host rangansigm could shed light on how parasites
influence the invasion success of introduced specf@ur study shows that LbFV is
widespread inL. boulardi populations, but that its prevalence is lower irargmal
populations, and is drastically lower in newly-ééighed populations. This prevalence cline
suggests that forces other than simple stochaftctg, such as founder effects, are also
involved in this pattern. This also raises the tjoasof the impact of LbFV oih. boulardi
range expansion, its impact on host evolution, #redrole of the virus in determining the

relative competitive ability of eptopilinaspecies.

A widespread virus with low sequence diversity

LbFV was detected in most of the boulardi populations in south-eastern France, in
Italy and in Spain. The level of viral infectionrcde extremely high, as reported in central
L. boulardi populations in the south of France, where infect®virtually fixed. LbFV gene
sequencing revealed very little or almost no segeediversity in France and southern
Europe, since just one nucleotide difference wasenked in a single sequence. This virtual

absence of variation in viral sequences could haegeral non mutually-exclusive
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explanations. First, the low viral diversity migh¢ due to the fact that this gene has been
subjected to strong stabilizing selection. So & ,have no information about the function of
this gene in the viral genome, but it is possihkg the viral sequence corresponds to a highly-
conserved core gene involved in the replication himery of the virus. This possibility is
supported by the fact that the sequence, obtaiftedgene expression analysis, was the most
frequent cDNA in the subtracted library (Pagbtal, 2009). However, this is the only LbFV
sequence to have been identified to date. A sebgpdthesis is that. boulardi may have
only recently invaded Southern Europe, and paditylthe south of France. Indeed,
boulardi was first observed and reported in France onlgtythiears ago (Barbotiet al,
1979), and its spread within France may be reddns would imply that the spread of LbFV
must also be recent, limiting the possibilities foral sequence diversification. However,
even when subjected to strong stabilizing seledind the virus generation time, this would
be long enough for mutations accumulate in virgueaces, and so this hypothesis appears
rather unlikely. Another possible hypothesis ist tthee virus itselthas only recently spread
into L. boulardi populations. This could have occurred either framinfected population,
where the virus was latent, from newly-introduceficted individuals via the fruit trade, or
after cross-species horizontal transfer. We knoat #uch horizontal transfers of vertically
transmitted micro-organisms do occur in parasii@rdsophila communities (Vavreet al,
1999), but to date we have not detected the vir@y other species in the community (Patot
et al, 2009). Lastly, a recent selective sweep, in wlinok mutant viral strain has replaced
the resident strain, could also account for the keguence divergenc&Vhatever the
mechanism, the most likely scenario is probablgaent spread of LbFV into the boulardi
host populations in southern Fran&uch low-sequence diversity in a virus infecting an

insect has previously been observed for anothersvihat infectsDrosophilg and which
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displays a low prevalence in natuiatosophila populations (Carpentest al, 2007). Here
LbFV has spread, and is approaching fixation in eorentralL. boulardi populations.
Whatever the situatiorthe spread of the virus probably results from hditg to induce
behavioural alteration of its host, which we obsern all six populations analyzed in this
study. Superparasitism allows the virus to be lomtizlly transferred from an infected
parasitoid larva to an uninfected one inside theedarosophilalarva (Varaldiet al, 2006a).
This complements the imperfect maternal inheritaofogral particles, and the fithess cost for
the wasp. Consequently, the level of superparasisa major parameter governing infection
dynamics (Gandoet al, 2006). This ability to manipulate host behavipubably explains
the high prevalence of LbFV observed in centralybajons ofL. boulardi More sequence
information about other viral genes is clearly rezbtb enable us to decide in favor of one of

the hypotheses discussed above.

Decreased viral prevalence during host range exjmms

Our study reveals that the pattern of LbFV prevadem natural. boulardi populations is
correlated with the abundance and geographic lligton of its hosts. Whereas LbFV is well
established, and has reached very high prevalemagentral southern populations, virus
infection decreases in marginal populations, tocliea very low frequency in newly
established peripheral populations. This indicéites the establishment and maintenance of
L. boulardi populations at new sites outside the ancient ahtange of the species mainly
involves uninfected individuals. Studies of singietroduction events have reported
comparable results in other insect species infebted/olbachiabacteria, the prevalence of

which differs drastically between the geographioadiions, with a loss of infection in
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introduced populations (Shoemalatral, 2000; Reuteet al, 2005). What mechanism could
account for the pattern observed in our study?

Laboratory experiments have shown that viral inéecin L. boulardi females exacts
no cost on adult survival, but slightly impairs thevelopmental rate and adult body size, and
leads to a significant decrease in locomotor agtixaraldiet al, 2005). Although we do not
know how these costs are expressed under naturalitioms, especially under unusual
ecological conditions in newly-colonized sites,igt possible that the cost of infection is
greater at the edges of the geographical rangbeopecies, giving a greater advantage to
virus-free individuals. It is also possible tha¢ ttost of infection affects the dispersal ability
of the wasp. Dispersion would then mainly involv@nfiected individuals, and so it is they
colonize new sites. Since the peripheral populativeive been founded recently, the virus has
not yet had time to spread, and so newly-colonsits$ show lower viral prevalence.

A second scenario implies that parameters other the cost of infection are involved
in the spread of infection, such as the rates oizbntal or vertical transmission, and that
these are different in the newly-established pdmra. Under the most northerly
environmental conditions, abiotic factors such eragerature may affect viral transmission.
Indeed, temperature is known to play a crucial nelenediating the outcome of host-parasite
interactions, because insects are ectotherms. hsequence, temperature can have direct
effects on the host susceptibility, host recovergrasite mortality and parasite replication
(reviewed by Thomas & Blanford, 2003). For examgleveral authors have reported that
larval host susceptibility to the nucleopolyhedsosirus (NPV) depends on temperature,
which controls the kinetics of NPV replication (Kaofashiet al, 1981; Johnsoet al, 1982).
Depending on the temperature-sensitivity profileshe partners, the impact of temperature

change on the host-parasite association could vemngaheous for the host and detrimental for
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the virus. In NPV, lower temperature seems to itviious replication (Frid & Myers, 2002).
Although the biological model is different, the exft of temperature or of other abiotic
factors, could lead to a decrease or loss of Lbiféction in peripheral host populations
through reduction of vertical or horizontal transgion.

Another possible explanation for the lower LbFVvaience in peripherdl. boulardi
populations could be simply a density-dependentgs® in the invasion dynamics, without
any change in transmission parameters or infeamst. In new-colonized sites, where the
abundancef L. boulardiand the level of superparasitism are low, LbFV hhigil to spread
because the rate of horizontal transmission issafiicient to offset the incomplete maternal
inheritance of the virus. In central populationghhL. boulardi density allows high rates of
horizontal transmission to occur, and these congiendor the incomplete vertical
transmission and the cost of infections, thus ahligwthe virus to spread. This suggests that
once peripheral. boulardi populations have become established, the virus spegad into
these new populations once the density reacheseahttid that allows superparasitism to
occur.

Finally, the presence of the virus severely impé#ws competitive effectiveness of
L. boulardiversusL. heterotomaandL. boulardi (Patotet al., in prep. Consequently, since
L. heterotomais becoming increasingly frequent, &s boulardi populations expand
northward they are confronted by establishedeterotomgpopulations. When it colonizes
new sites, uninfected. boulardi may be more likely to establish new populationanth
infected ones, thus leading to the pattern obserdedvever, the intensity of inter-species

competition in these situations remains to be datexd.

Conclusion



374 Many empirical examples of parasites changing titeame of host competitive interactions
375 have been reported during the biological invasignekotic species introduced into a new
376 ecosystem (de Castro & Bolker, 2005; Hatcheml, 2006). Successful colonization and
377 invasion is often due to the fact that invaderspasite free as a consequence of stochastic
378 or selective events. Our study illustrates thatirailar phenomenon can occur as the
379 geographic range of a species expands. During rargansion, the development of newly-
380 colonized sites can be assimilated to multipleomitictions, leading to successive repetitions
381 of the invasion process. Our results clearly shioat tbFV prevalence has decreased during
382 the geographic range expansion of its hogioulardi. This pattern is unlikely to be the result
383 of stochastic factors, since a cline was obser@eéarly, selective constraints are at work,
384 limiting the spread of infection within the newlgtablished populations. Since the virus has a
385 detrimental effect on its host, lower virus prevale could increase the competitive ability of
386 L. boulardiin newly-colonized sites. Indeed, an uninfectedapidoid that does not express
387 strong superparasitism behaviour has greater fitreésce there is no egg wastage as a result
388 of superparasitism. From another point of view, andiew of the high viral prevalence in
389 central populations, infection may limit the firstep in colonization, and LbFV could be
390 interpreted as a barrier to the faster expansianirrasion ofL. boulardi In the central area
391 of L. boulardidistribution, a high infection rate may also cdnite to maintaining parasitoid
392 diversity, particularly the coexistence lofheterotomahat has a very low level of abundance
393 (Fleury et al, 2004). By inducing harmful effects on its hostyFvY would reduce the
394  superiority of L. boulardi thus offsetting the imbalance in the competitafailities of
395 Leptopilina species, and help to ensure the coexistence of whaker competitor,
396 L. heterotomaThe challenge that now remains is to validate ébelogical scenarios that

397 could explain this cline in viral prevalence acrdbe geographical range expansion of



398 L. boulardi, and to determine the precise impact of this wides, heritable virus on the

399 Drosophilaparasitoid community.
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FIGURE LEGENDS

Table 1 Collection ofLeptopilina boulardipopulations, and prevalence of LbFV

Fig. 1 Relative abundance oE. boulardi (compared to allLeptopilina individuals:
L. heterotomat L. boulard) along the Rhéne valley (north-south latitude grat) in 1998

(modified according to Allemanet al, 1999).

Fig. 2 Prevalence of LbFV across the populations sampleduth-eastern France, and model

predictions of prevalence.

Fig. 3 Superparasitism behaviour of uninfected (UI) arfdated (1) lines from six. boulardi
populations in south-eastern France: Ville-Sol(#®Jl and 4 | lines), Cailloux-sur-Fontaine
(4 Ul and 4 1 lines), Villette-de-Vienne (4 Ul aridl lines), Epinouze (4 Ul and 2 I lines),

Gotheron (2 Ul and 4 | lines) and Avignon (4 Ul antlines).



TABLE

Table 1
Siterr  Locality Geographic Altitude L. boulardi Sampling n® LbFV Sequencing
coordinates proportions®  year prevalence
1 Chasselay 45°87'N-4°77"E  235m 0.05 (516) 2007 11 9% X
2 Cailloux-sur-Fontaine  45°85'N-4°87'E 258 m 0.41 (431) 2007 29 7% X
3 St Maurice-de-Beynost 45°83'N-4°98'E 200 m 0.62 (648) 2007 30 3% X
4 St Foy-lés-Lyon 45°74'N-4°80'E 298 m 0.52 (897) 2007 58 0%
5 St Laurent-d’Agny 45°64' N-4°69'E 380 m 0.03 (524) 2007 12 0%
6 Villette-de-Vienne 45°59'N-4°91'E 223 m 0.58 (53) 2007 25 4% X
7 Sonnay 45°36'N-4°91'E 260 m 0.66 (632) 2007 120 29% X
8 Epinouze 45°31'N-4°93'E 210 m 0.69 (566) 2007 15 20% X
9 Lens-Lestang 45°28'N-5°03'E 237 m 0.40 (1077) 2004 59 10 % X
10 Annonay 45°23'N-4°67'E 340 m 0.96 (1617) 2004 40 65 %
0.63 (100) 2007 30 67%
11 Gotheron 44°93'N-4°93'E 190 m / 2004 40 90% X
0.97 (718) 2007 18 83%
12 Avignon 43°95'N-4°82'E 21 m / 2004 40 95 % X
1(127) 2007 23 70 %
13 Antibes 43°58'N-7°20'E 10 m 1(10) 2004 40 80% X
14 Bras 43°47°'N-5°95'E 300 m 1 (50) 2004 40 83 % X
15 Pierrefeu-du-Var 43°14'N-6°08'E 441 m 1 (50) 2004 40 55 % X

Samples correspond to newly-colonized (1-5), mailgif6-10) and central (11-15)
populations.

 Frequency oL.. boulardi amongLeptopilinaspecies I(. boulardiand L. heterotomi The
overall abundance ofeptopilina emerging from all the traps or apples is shown in
parentheses.

® Number of independent females or isofemale liestet! by PCR in order to estimate LbFV

prevalence.
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Fig.2

New colonized sites

Marginal populations

Central populations

A : prevalence in populations sampled in 20&4prevalence in populations sampled in 2007.
Continuous line: model prediction for 2004 and 20@atted line: model prediction for 2004;

dashed line: model prediction for 2007.
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Parasitoid lines
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Parasitoid lines

The infection status of the females tested waskateby molecular tests. The horizontal lines
in the boxes indicate the median upper of the nudfathe number of parasitoid eggs per
parasitized host calculated for each female. Theboand top of the box show the 25th and
75th percentiles, respectively. The vertical dasliveebs and the points (outliers) indicate the

spread of the data. Wilcoxon test: * = p<0.01, *»<0.001, ***=p<0.0001.



- CHAPITRE IV -

/qnalyse de la variabilité phénotypique du
superparasitisme

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en msedeine grande variabilité dans
I'expression du phénotype de superparasitisme popalations et entre lignées au sein d’'une
population. Ces variations peuvent avoir diversegires: () le statut d’infection ;i() une
variabilité génétique virale ayant des conséquesceda manipulation du comportement ;
(iii) une variabilité génétigue de I'hdte ayant dességuences sur le comportement de
superparasitisme iv] les interactions entre génotype du parasite mbtg@e de I'héte.

En testant le comportement de ponte de lignéesri@ihe identifiees de phénotype S
(par tests phénotypiques et moléculaires) (soueh&atheron ; cf. partie | de ce chapitre),
nous avons noté une variabilité significative efigrées (F(8,45)= 4,51, P = 4,45%0Des
différences dans lintensité du superparasitisméstemt donc indépendamment de la
présence/absence du virus. Nous nous sommes Bu#sremux deux facteurs suivants
susceptibles d’expliquer cette variabilité du congment : ij) variabilité génétique virale et
(iii ) variabilité génétique insecte.

L’effet du « génotype du symbiote » sur l'intensitéxpression du phénotype étendu
a été mis en évidence dans le systeme puodkcgriosiphon pisumt symbioteHamiltonella
defensaCette bactérie lui confére entre autres des d#sade résistance face aux attaques du
parasitoideAphidius ervi(Oliver et al. 2003). Cependant, Oliveat al. (2005) montrent que
différents isolats bactériens associés a une mégmée clonale de pucerons conferent
différents niveaux dans la capacité de résistapdewt hote au prédateAr ervi A l'inverse,
un méme isolat dél. defensainjecté a différentes lignéesAl’ pisumne montre pas de
variation significative dans le niveau de résistances auteurs expliquent ainsi que la
variation dans le phénotype « résistance au perasgit> n'est pas due au génotype de I'héte
A. pisummais a l'isolat bactérien présent. Un second exemgncerne cette fois le symbiote
primaire Buchnera aphidicolatoujours chez le pucerof. pisum(Baumannet al. 1995a;
Baumannret al. 1995b). Cette bactérie permet a son héte d’exgltes ressources pauvres ou

déséquilibrées que représente la séve et se rdvale obligatoire pour le puceron en lui



fournissant les acides aminés essentiels a sotoggesent. L'étude de I'expression génique
de la bactérie chez son héte a révélé I'existenamedmutation ponctuelle dans le génome de
Buchneradont l'effet est de réduire la réponse transaipielle aux chocs thermiques et
donc la tolérance du puceron aux températures edefigunbaret al. 2007). En revanche, la

mutation semble améliorer la reproduction du put@basse température.

En ce qui concerne le réle du génotype hbéte s@xptession de la variabilité du
phénotype étendu, plusieurs études peuvent étreédsnen exemples. Le role de I'espece
hote sur la densité en bactén@slbachiaa été mis en évidence au cours de difféerenteggtud
qui ont principalement été menées chez les drolsptitlles montrent que la méme souche
de Wolbachiaest maintenue en plus forte densité ddesimulansque chedD. melanogaster
(Boyle et al. 1993; Poinsotet al. 1998; McGrawet al. 2002). En cas de multi-infections
(présence de plusieurs souchedM#bachiaau sein du méme héte), il a été mis en évidence
'effet du génotype héte sur la densité des soudiadériennes (Moutomrt al. 2007).
Toujours sur le modelgvolbachia Bordensteinet al. (2001) se sont intéressés a I'analyse
génétique des différents types d’incompatibilitétopjasmique (IC) chez les guépes
parasitoidesNasonia un genre de trois especes, systeme modele datnsld de 'IC. Les
auteurs ont montré le réle du « génotype » nudédér I'insecte dans la différence de types

d’IC observés parmi les espéced\sonia

|. Effet du génotype viral

L’objectif de I'expérience était d’associer parséert horizontal différents génotypes viraux
a un méme geénotype parasitoide afin de tester dimgse d’'un polymorphisme viral
déterminant l'intensité de la manipulation comparéatale. Deux expériences indépendantes
ont été réalisées: nous distinguerons l'expérieAcerisant a tester I'existence d'une
variabilité virale intra-population, c’'est-a-diraig les lignées donneuses sont issues de la
méme population, de I'expérience B ou les femetlesneuses proviennent de différentes

populations (Tableau IV.1).



Tableau IV.1: Origine des lignées de boulardisuperparasitantes (phénotype S) utilisées
pour les transferts horizontaux de particules ggalans un méme génotype de parasitoides et

expériences realisées.

Localité (pays) Nombre de lignégs  Date de piégeageExpérience
Gotheron (France) 9 Septembre 2006 A
Gotheron (France) 1 Septembre 2007 B
Epinouze (France) 2 Septembre 2007 B
Villette de Vienne (France) 1 Septembre 2007 B
Rio de Janeiro (Brésil) 1 2007 B
Palma de Majorque (Espagne) 1 2006 B

Expérience A : transfert horizontal de particulgales provenant de lignées d’'une méme population.
Expérience B : transfert horizontal de particuligalegs provenant de populations différentes.

La lignée receveuse est a chaque fois la lignéegésique N&: Le protocole
développé pour induire le transfert horizontal @geént viral consiste a enfermer dans une
boite de Pétri (5,5 cm de diameétre, sans ergotjenant 50 larves d®. melanogaster
(souche de SFoy-lés-Lyon, France), une femelle fécondée digteée NS durant 24h, a
21°C (photopériode de 12h ; humidité relative dgyQFigure 1V.1). Cette femelle Ngest
ensuite remplacée par une femelle de phénotypenSfaemndée issue d'une des lignées
choisies, durant 24h a 25°C (photopériode de Imidité relative de 70%). La femelle non
fécondée S qui va superparasiter et donc injeetesirus dans une larve de drosophile ne
produira que des males ce qui permettra de s'asse toutes les femelles obtenues
proviennent de la lignée Ngéventuellement néo-infectées par le virus degiaéle (Figure
IV.1). La plus basse température utilisée durasie premieres heures de I'expérience nous
permet de fournir des larves encore assez petieseconde femelle parasitoide. Suite a leur
période d’infestation, toutes les femellesboulardi utilisées au cours de I'expérience ont été
conserveées dans l'alcool (EtOH-100) a -80°C avantriaction de leur ADN.

Les femelles émergentes (F1) ont été isoléesf@aisdées individuellement avec des
males issus de la lignée NMSont été ensuite mises en développement durants@riles
drosophiles saines et ont enfin été récupéréesdédine testées par PCR. Les lignées iso-
femelles issues des individus montrant un signsitip@n PCR ont été conservées en élevage.
Plusieurs générations apres le transfert, le corapant de superparasitisme et le diagnostic

moléculaire ont été réalisés pour chacune desdgynénservées.
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Figure IV.1 : Transmission du phénotype superparasitant parféramerizontal de LbFV :
représentation schématique du protocole.

Afin d’induire le transfert horizontal de particaleirales d’un individu S vers un individu NS, nausons fait
parasiter une larve de. melanogaste(stades L1 et L2) successivement par deux femellésulardi: une
femelle receveuse issue d'une lignée NS, négativé€@R (test de présence de LbFV) et fécondée, @t un
femelle donneuse provenant d’'une lignée S, poséivé®CR et vierge (Figure X). boulardi étant une espéce
haplo-diploide, les ceufs fécondés se développeferrelles (diploides) alors que les ceufs non féésrabnt a
I'origine de males (haploides). Utiliser des femelierges comme lignées donneuses et des ferfidtmsdées
comme lignées receveuses nous permet d’'étre asguedes femelles émergentes (F1) sont issues lignée
fécondée, c’est-a-dire de la lignée NS receveuse.

(1) Une femelle N fécondée est d’abord mise a pondre. (2) Une fen®Nierge remplace la précédente. (3)
L'infection virale et le comportement des femekgsergentes sont étudiés.

La couleur rouge ou bleue est une représentatigrédatype de l'individu parasitoide.

I.1. Transferts intra-population (expérience A)

Nous avons réalisé des expériences de transferggadieules virales provenant de neuf
lignées de la population de Gotheron vers une mignée homozygote de parasitoides
initialement non infectée (lignée N§ (Tableau 1V.1). Entre deux et 12 femelles émeteen
(F1) de chaque lignée ont été analysées par PCRahsfert a réussi pour six lignées sur les
neuf utilisées. Les individus F1 testés positifs PER ont été a l'origine de lignées iso-
femelles maintenues en élevage afin de réalisertefs comportementaux au cours des
générations suivantes. Nous avons étudié le coeperit de superparasitisme des femelles
L. boulardiissues de chacun de ces réplicats 15 génératwas ke transfert. Cinq femelles
par lignée ont été testées, toutes issues d’'un nié@oee ainsi que cing femelles issues de la

lignée S et cing de la lignée N&(origine du virus de la lignéegg Gotheron ; cf. chapitre



I, partie 111.2.1.). Un test moléculaire a permis confirmer le statut d’infection de chacune
des femelles testées.

On peut noter que toutes les lignées nouvellenméattiées montrent un niveau moyen
de superparasitisme supérieur a la lignée témoig: (Fgyure 1V.2). Cependant, il n'y a pas
d’effet significatif des lignées virales sur I'im&ité de la manipulation (F(6,28)= 0,36, P =
0,90). Cette expérience n'a donc pas permis deraénett évidence un effet de la variabilité
virale sur l'intensité du comportement de supergitisane a I'échelle intra-population.

~ . ) (B)
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Figure IV.2 : Variabilité virale analysée apres transfert hontal de LbFV a I'échelle intra-

population : comportement de ponte des femellesgzaates.

Transferts de particules virales provenant de fignées de la population de Gotheron vers une n&guehe
homozygote de parasitoides initialement non infecté

(A) : comportement de ponte d'individus issus damdes de référence superparasitantes) (8t non
superparasitantes (INJ.

(B) : comportement de ponte des femelles émergealetdexpérience de transferts.

I.2. Transferts inter-populations (expérience B)

Nous avons realisé des expériences de transferfzadieules virales provenant de cing
populations vers une méme lignée homozygote desipaides initialement non infectée
(lignée NS (Tableau IV.1).

Les particules virales de quatre populations sgr dinq ont été transférées avec
succes. Une femelle F1 pour Epinouze (sur 16 testéept pour Palma de Majorque (sur 17

testées) et trois pour Gotheron (sur 21 testégghontré un signal positif en PCR. Chacune a



permis d’établir une lignée iso-femelle. Un indviémergent (F1) issu du transfert de la
lignée de Rio de Janeiro est apparu infecté parR€R. Malheureusement, la lignée iso-
femelle engendrée a été perdue a la génératiomrgeivAu final, ce sont les lignées néo-
infectées de trois origines géographiques diff@®mui ont pu étre analysées : Epinouze,
Palma de Majorque et Gotheron. Pour chacune decalites, une seule lignée iso-femelle a
été conservee pour I'étude en trois réplicats.

Sept générations apres transfert, pour chacunerdisslocalités ou le transfert a
réussi, un test comportemental a été réalisé sig imdividus de chacun des trois réplicats
ainsi que sur huit individus issus de trois lign8eset NSg. Comme précédemment, un test
moléculaire a permis de confirmer le statut d’itif@t de chacune des femelles testées.

La encore, les analyses ne permettent pas de reettéeidence un effet de I'origine
géographique des souches virales sur le degré dgpuhation du comportement de.
boulardi (F(3,30)= 0,371, P = 0,78) (Figure 1V.3). Pour gqina lignée, les femelles testées
sont issues de la méme mére. La variabilité du corament de ponte pourrait donc étre due
a des effets maternels ou «tube d’élevage ». Mela ne semble pas le cas dans cette
expérience car l'effet «tubes » s’est révélé nanificatif (analyse hiérarchique de la
variance : F(3,21)= 1,46, P = 0,25). Notons ici flmble niveau d’expression du

superparasitisme (Iégerement supérieur a deux paufarve de drosophile) (Figure 1V.3).
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Figure 1V.3 : Variabilité virale analysée apres transfert hamial de LbFV dans un méme
génotype hote issu de différentes populations ;pastement de ponte des femelles

émergeantes.

Transferts de particules virales provenant de fpojsulations(Epinouze, Palma de Majorque et Gotheron) vers
une méme souche homozygote de parasitoides inigalenon infectée.

(A) : comportement de ponte d’individus issus dagpdes de références superparasitantgs) (& non
superparasitantes (IN.

(B) : comportement de ponte des femelles émergsaletdexpérience de transferts.

[I. Effet du génotype de l'insecte

L’objectif de I'expérience était d’associer diff@te génotypes parasitoides issus d’'une méme
population (Gotheron) a un méme génotype viral afie tester I'hypothése d'un
polymorphisme chez le parasitoide déterminantdisité de I'expression du superparasitisme
ou celle d’'une éventuelle présence de genes ddagse a I'expression du superparasitisme.
Cela a été realisé dans le cadre des croisemgmisé&x dans le chapitre Il consacré a
I'étude de la prévalence de LbFV dans les popuiatiaturelles dé. boulardi Nous nous
sommes intéressés a l'origine de la variabilité noipique du comportement de
superparasitisme sous l'effet du génotype de litesen analysant I'expérience suivante :
croisement d’'une femelle issue de la souche deerdfé &%: avec un male de phénotype NS
issu de différentes lignées de la population deh&on : & x NS (comparaison d'un
« méme génotype viral » dans neuf génotypes inse@teure 11l.7b. p.63). Il est a noter que

I'étude du comportement a été menée sur deux jdess résultats des croisements de cinq



lignées ont été analysées un jour (jour 1) et s quatre lignées restantes le lendemain
(jour 2). Un test moléculaire a permis de confirnerstatut d’infection de chacune des
femelles testées.

Au vu des résultats obtenus (Figure 1l.7b. p. 8®)s ne pouvons conclure a un effet
du génotype de linsecte, la différence de compoet® de ponte entre croisements des
différentes lignées paternelles avec une méme sovicale n’étant significative pour aucun
des jours de I'étude (jour 1 : F(4,18)=0,29 ; jaurF(3,11)=0,64).

[1l. Discussion

Cette étude est une premiere tentative pour relseerme origine génétique a la variabilité
dans le degré de manipulation parasitaire danydemel. boulardi/ LbFV, en d’autres
termes, la variabilité du phénotype étendu. Cetidabilité étant présente entre lignées
infectées, cela suggérait un polymorphisme génétainez le parasitoide et/ou chez le virus.
Pourtant, ce travail n’a permis de mettre en éwdem un effet de la variabilité génétique
héte ni de la variabilité génétique virale dansténsité de I'expression du comportement de
superparasitisme de boulardi

Cote variabilité virale, nous aurions pu attendies degrés de manipulation différents
entre populations dus a une différentiation gémneétiqgdes souches virales d’origines
géographiques différentes. L'origine de ce polyrhiame aurait pu étre fonction des
conditions écologiques locales selon les oppossnite transmission horizontale du virus
dont dépend sa dynamique d’invasion et I'évoluttnla virulence : prévalence du virus,
disponibilité¢ en hotes, stratégie locale des pwimgs... Pourtant, nous n'‘avons mis en
évidence aucun effet du génotype viral ni a I'éehébter-population ni a I'échelle intra-
population. Une explication pourrait étre I'absenatle de variabilité virale. Pour cela, les
données génomiques sur LbFV sont a étoffer et diegtpour des souches de différentes
origines géographiques et sur divers genes afinadis permettre de mieux appréhender la
diversité génétique du virus.

Concernant la mise en évidence d’'un effet du gém@otle I'insecte dans I'expression
de la manipulation comportementale, nous auriorssigou nous attendre a des degrés de
manipulation différents entre populations dus adifférentiation génétique des parasitoides,

potentiellement adaptative selon la disponibilitd bbtes (ou a une résistance a la



manipulation). Pourtant, aucun effet du génotypeaiasitoide n'a pu étre mis en évidence.
Il est possible que les lignées de parasitoidasesssl’'une méme population soient peu
différenciées expliquant ainsi I'absence d’effetgunotype héte. Par ailleurs, les femelles F1
issues des croisements possedent la méme soualeetirs0% de leur génome en commun
(d’origine maternelle). Seuls 50% du génome nurtéabnt d’origine paternelle et donc
potentiellement variables entre lignées. Dans &otif de rechercher un polymorphisme
génétique du parasitoide, il aurait pu étre endéisagite aux croisements, des introgressions
par backcross successifs (croisement des femelles/&c un male de leur lignée paternelle)
afin de remplacer progressivement et totalemeggéletype de la femelle d'origingsSpar
celui des méles issus des différentes lignées @ssipaides. Ceci aurait pu mettre en évidence
un effet du génotype de l'insecte. Ce type d’exgréré a par la suite été mise en ceuvre afin
d’étudier cette méme question qui est celle deala ghe variabilité phénotypique attribuable
au génotype du parasitoide (Martinez 2008). Datis étude, il a été révélé la présence d’'un
polymorphisme de l'insecte a I'origine de variagatens I'intensité du superparasitisme chez
le parasitoide a une échelle intra-populationnetiécarte I'hypothése d’une résistance du

parasitoide a l'infection.

—

L'étude d'une origine génétique du degré de vadliidbide la manipulation d
superparpasitisme n’a pas permis d’expliciter ld gas variations phénotypiques attribuahles
au génotype viral, au génotype insecte voir a Ietaraction. Il semble que des variatigns
« environnementales » non contrdlées, autres guefiets maternels, soient a l'origine de la
variabilité du degré de superparasitisme obsene.type d’étude requiert un protocole
mettant en jeu un grand nombre de répétitions (angen la puissance statistique) afin|de

pouvoir tester chaque parametre potentiellemenemisu.




- CHAPITRE V -

Grculation du virus entre especes parasitoides
écologiguement interconnectees

(Manuscrit 3)

Ce chapitre s’intéresse a la question des trassfdut virus LbFV entre espéces de la
communauté des parasitoides de drosophiles. Endadukeur transmission verticale, les
symbiotes héréditaires peuvent étre sujets a dassfarts horizontaux intra- ou
interspécifiques (Chiedt al. 2009). Pour exemple, chez la bact&kielbachiaa été démontré
I'existence de transferts au sein d’'une méme espegrrasitoides ainsi qu’entre différentes
especes de parasitoides (Vaeteal. 1999; Huigenset al. 2000; Huigenset al. 2004). Le
systeme hoéte-parasitoide est propice aux trandferigzontaux de micro-organismes du fait
des étroites interactions entre le parasite ehéom mais également entre deux parasites (de la
méme espece ou non) partageant le méme hoéte |a@reérEments de super- ou
multiparasitisme. Compte-tenu du caractere infagtide LbFV, il se peut que des transferts
horizontaux se produisent en direction des auspsas de parasitoides qui s’attaquent aux
mémes larves de drosophiles dudoulardi(multiparasitisme).

Dans le sud-est de la Frande, boulardi et L. heterotomavivent en sympatrie et
partagent les mémes especes hokesnfelanogasteret D. simulan}. Les deux espéces
entretiennent ainsi de fortes interactions comipéstet donc des relations intimes en cas de
multiparasitisme (Fleurgt al. 2004). Compte tenu de la capacité du virus aaestnettre
d’'une larve parasite a une autre cheboulardilors d’'un événement de superparasitisme, il
se pose alors la question du transfert de LbF\VM_déoulardi vers L. heterotoma Cette
guestion est d'autant plus pertinente que les despeces sont relativement proches
phylogénétiquement (Nordlander 1980; Schilthuiz@88t Allemandet al.2002).

L’étude des transferts interspécifigues de LbF\$epane autre question : celle des
interférences possibles entre les difféerents menragites qui infectent les parasitoides. Parmi
les Leptopiling seul le claddoulardi apparait totalement indemne d’infection péolbachia

et c’est également le seul qui héberge le virusipodateur du comportement, ce qui suggere



des interactions antagonistes entre cette baaérie virus. De telles interactions bactérie-
virus ont été récemment mises en évidence dansétades indépendantes montrant que des
lignées de drosophiles infectées pafolbachia avaient une meilleure survie face aux
infections induites par des virus a ARN (mais p&daN) (Hedgeset al. 2008; Teixeiraet al.
2008). Les auteurs mettent ainsi en évidence le midjeur joué par la bactérie dans les
phénomenes de résistance aux infections viraleBeterotomadont tous les individus sont
naturellement tri-infectés paWolbachia ne semble jamais infectée par LbFV dans la nature
(aucun individu infecté sur 34 testés par test mod&re ; Patoet al. 2009).
Sur ce modéle d’étude, nous avons posé deux qassti
(1) L. heterotomaest-elle réellement réfractaire a I'infection ?
(2) L'infection par la bactériéVolbachiachezL. heterotomaest-elle impliquée dans ce

phénomene de protection ?

La mise au point d’un outil moléculaire diagnostie I'infection rendait aisément
réalisable le test d'un transfert interspécifique wdrus. Des expériences de transferts
horizontaux entre.. boulardiinfectée(lignée &) et L. heterotomaont été tentées en co-
infectant la méme larve de drosophile patoulardiinfectée par le virus dt. heterotoma
infectée ou non paNolbachia(souche A7, Antibes). Des transferts intraspéeé)(entre..
boulardi infectée (lignée &) et non infectée (lignée Ng par LbFV) ont également été
réalisés en qualité de contréles. Pour 65% des Iiesnémergeantes (n=48), le virus est
effectivement transféré vers la lignée non infecéé. boulardi indiquant que le protocole
est satisfaisant. En revanche, nous n’avons pasgttre en évidence de transfert horizontal
de LbFV deL. boulardiversL. heterotomani en présence d&/olbachia(n=41), ni en son
absence (n=48). Nous en déduisons fueheterotomaest intrinséquement réfractaire a

l'infection par LbFV, indépendamment de la présete®/olbachia

LbFV semble donc spécifique a son hbtdoulardi Pour reprendre I'expression de Combes

T
<

(1995), le «filtre de compatibilité » ne sembles peermettre le transfert horizontal de LbF
chezL. heterotomaien que le « filtre de rencontre » le permetie résultat pose néanmoinps
la question de linfluence de ce virus, spécifigde L. boulardi sur la compétitiorn

interspécifique entre ces deux especes de paestoi
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ABSTRACT

Arthropods, especially insects, are hosts of a drdaversity of vertically transmitted
symbionts. Some of them confer advantage to thHeasts or are able to manipulate the
reproduction or the behaviour of theirs hosts way that enhances their own transmission.
These symbionts can also undergo low levels ofzbatal transmission whereby they can
colonize new hosts. Such horizontal transfers regimtimate contacts between species as
those involving during host-parasitoid interactioddthough horizontal transmission was
previously reported in several cases of bacteyatbsont-parasitoid models, mechanisms
involved in such transfers remain largely a mystétgre, we investigated transmission of a
virus (LbFV) from its host, th®rosophilaparasitoid.. boulardi to the competitor speciés
heterotoma LbFV is a hereditary virus which manipulates thehaviour of its hostL.
boulardi, forcing it to lay additional eggs in already pataed Drosophila larvae
(superparasitism). This benefits the virus, sinde i9 horizontally transferred by
superparasitism. LbFV is prevalent in natutal boulardi populations. However, we
demonstrate thak. heterotomais refractory to viral infection as no natural @rgpecific
horizontal transfers of LbFV were successfully ilweal. These results suggest highly specific
interactions between symbionts and their hosts. digeuss possible explanations for the

absence of horizontal transmission between theglegdmetically related parasitoid species.



INTRODUCTION

Invertebrates, especially insects and other artdsppossess an extraordinary diversity of
vertically transmitted symbionts (Ishikawa, 2003préin et al, 2008). During the past 20
years, molecular studies have dramatically incease knowledge and appreciation of the
importance and effects of symbionts in the ecolagy evolution of their hosts. Some of them
are obligate for host survival and reproduction anel strictly vertically transmitted. They
have been associated with their host lineages ftong evolutionary time as shown by
congruent phylogenies between partners (Bauman@b;2Moran et al, 2008). Others
heritable symbionts are facultative for their hosthey are predominantly vertically
transmitted and spread and persist in host popuaktby conferring fitness advantage or by
manipulating the host’s reproduction (Hedgssal, 2008; Montllor, 2002; Oliveet al,
2003; Scarborouglet al, 2005; Teixeiraet al, 2008; Tsuchidat al, 2004; Werreret al,
2008). However, facultative symbionts can also vgoldow levels of horizontal transmission
whereby they can colonize new hosts (Cleiehl, 2009; Vavreet al, 1999; Werreret al,
1995; Zchori-Fein & Perlman, 2004). This is proveg incongruent phylogenies between
symbiotic microorganisms and their hosts, closely related symbionts are found in distantly
related hosts (Baumann, 2005; Russtllal, 2003). However, if the occurrences of past
horizontal transfers are well documented, the m@sha by which such transfers occur in
maternally transmitted micro-organisms remain tpleve.

Such horizontal transfers might take place in reatvhen different parasite species use
the same host thus coexisting with intimate retediops, as it is the case in host-parasitoid
associations. Here, several individuals can bdaseccontact and infection can be laterally
acquired from infected to uninfected individualatttal intraspecific transfers of bacterial or

viral symbionts were experimentally demonstratedeursuperparasitism in such parasitoid



systems (Huigenst al, 2000; Varaldiet al, 2003; Werreret al, 1986). However, less is
known about interspecific transfers maybe becausehmegative results remain unpublished
(Chiel et al, 2009). Indeed attempts of symbiont transfer betwhost species appeared
difficult and when acquisition succeed, its maiatere seems difficult to achieve (Huigezts
al., 2004). Here we studied natural intra- and intecgc horizontal transfer of a viral
symbiont in a parasitoid model.

Leptopilina boulardiis a solitary parasitoid wasp Brosophilahost larvae that is one
host permits the complete development of only caragitoid. Some females of this species
are infected by an inherited virus that manipuladbesr behaviour (Varaldet al, 2003). The
virus (named LbFV foL. boulardifilamentous virus) forces the females to ovipts#ir eggs
in an already parasitizeBrosophila larva (a behaviour called superparasitism). Itesak
advantage of this behavioural change, since itbeamansmitted horizontally when uninfected
and infected parasitoid larvae coexist inside thgegparasitizedrosophilalarva (Varaldiet
al., 2003; Varaldiet al, 2006a). The mixed mode of transmission allows\Lib& maintain
and reach high prevalence in natukalboulardi populations (up to 90% in the south of
France) (Patoet al, 2009). Effects of the virus are mainly limited soperparasitism and
infected females do not suffer any major fitnesst d¥araldi et al, 2005; Varaldiet al,
2006b).

In south-eastern of France,. boulardi competes with the related speciés
heterotomaon Drosophila melanogasteand Drosophila simulansiosts mainly. As natural
intraspecific transfers of LbFV occur very oftenden superparasitism conditions (Varaddi
al.,, 2003), interspecific horizontal transfers may unally take place in case of
multiparasitism, in which larvae of an infectéd boulardi female and an uninfected
heterotomafemale share the sani@rosophila host. However, in a previous molecular

screening, we failed to observe any infedtedheterotoman a sympatric population (n=34,



Patot et al, 2009). This result may sound surprising becausehis location, LbFV
prevalence irL. boulardiwas very high (67%) and that frequent cases oérsignd probably
multiparasitism are observed (Flewtyal, 2004). In this paper, our aim was to definitelgtt
whetherL. heterotomais refractory to LbFV infection (Patadt al, 2009). Interestingly,
contrary toL. boulardi all L. heterotomandividuals are infected by three different steaof
the symbioticWolbachia(Vavre et al, 1999), a maternally transmitted obligate intradaf
bacterium found in at least 20% of all insect speciFurthermoreWolbachiahas been
recently found to confer protection against virudection in flies, suggesting possible
interactions between viruses and bacterial symbigHedgeset al, 2008; Teixeiraet al,
2008).
The current study was initiated to address two tjpes

(1) Is LbFV able to colonizé. heterotomainder multiparasitism conditions?

(2) DoesWolbachiainterfere with this process?
To do so, we tested whether interspecific natucaizbntal transfers of LbFV would occur
under multiparasitism conditions, in which larvdeaa infectedL. boulardi female (donor)
and anL. heterotomafemale harbouring or ndtVolbachiasymbiont (recipient) share the

same host.



MATERIALS AND METHODS

Insect strains. We used two laboratory lines af boulardi with the same nuclear genetic
background and differing only in their infectiorats for LbFV. An inbred uninfected line
(Ul line) (obtained through brother sister matingelging to a homozigosity estimate
exceeding 82%) was originating from Sienna (ItaBgmales from this line lay only one egg
per host according to standard experimental praeedas Varaldiet al, 2003) and this
phenotype will be referred to as non-superparasgifNS phenotype). An infected line by
LbFV (I line) derives from the former and has bedtained after natural horizontal transfer
(superparasitism) of viral particles originatingrr the south of France (Valence). This newly
infected line proved stable over generations fothbarus infection and superparasitism
behaviour with a mean number of eggs per host ngngoughly between two and four
according to experimental standard procedure.

We also used two lines bf heterotomaoriginating from Antibes (France), which was
made homozygous after 35 generations of sib mafing first one is named A7(123) line and
harbours three differetwolbachiastrains:wLhetl wLhet2andwLhet3(Vavreet al, 1999).

A Wolbachiauninfected line, named A7(0), was derived from ¥7) using antibiotic
treatments by feeding parasitizddrosophila larvae a standard diet containing low
concentrations of rifampicin (Moutogt al, 2003; Vavreet al, 2001). Since this line derived
from A7(123), they shared the same nuclear backgiand differed solely with regard to
their infection byWolbachia

In the laboratory, parasitoids were reared undi2lal2D photoperiod at 25°C, using
as hosts aVolbachiafree strain ofD. melanogasteoriginating from Sainte-Foy-lés-Lyon

(Rhéne, France) fed with a standard diet (Davi#2)9



Horizontal transfer of LbFV.

Interspecific transfer obiral particles was tested by creating parasitibedsophila
hosts that contained eggs of a virdin boulardi | female (the donor) and a fertilized
heterotomanfected or not byVolbachia(the recipient).

Since L. boulardi and L. heterotomahave a haplodiploid mode of reproduction,
daughters arise only from fertilized eggs (diplpigsereas sons emerge from unfertilized
eggs (haploids). Thus, when fertilized and virggméles lay their eggs inside the same host,
emerging F1 females are necessarily daughters eoffdtiilized females. This provides a
convenient way to identify the origin of a F1 femalithout using molecular markers. We
used this property to test for the existence ofairgnd interspecific horizontal transfer of
LbFV.

Because intraspecific horizontal transfer was kndenoccur amond.. boulardi
individuals (Varaldiet al, 2003; Varaldiet al, 2006a), controls were established by allowing
a fertilizedL. boulardi Ul line, PCR negative for the viral marker (reeipi) and a virgirL.
boulardi I line PCR positive (donor), to parasitize the sdmost larvae. They were done in
parrallel to interspecific transfer, at the samemant and in the same conditions.

Experiments were performed by providing I25melanogastelarvae(strain Sainte-
Foy-les-Lyon, France), to six fertilized.. heterotoma A7(123) or A7(0) females
(multiparasitism) or Ul L. boulardi (superparasitism), during 48h (21°C, 12L:12D
photoperiod). Females were then replaced by forgirvil L. boulardi females for 24h at
25°C. Note that the lower temperature used dutmegfirst 24 hours was aimed at slowing
down the host development to provide suitable sBiadkophilalarvae to second females. At
the end of the experiment, all the females wereedton alcohol (EtOH-100) at -80°C before

DNA extraction. After development, emerging fEmales . heterotomaand L. boulardi)



were screened for viral infections by PCR. Six gsseere done for each of the three types of
transfer . heterotomanfected or not byVolbachiaandL. boulardicontrols).

To make sure of the parasitisation Dfosophila larvae by both the donor and
recipient parasitoids during transfer experimerd, dissected few hosts and checked for the
presence oLeptopilinaeggs or larvae. Briefly, fiv®rosophilalarvae were taken after each
round of parasitization by parasitoid femal€hey were deposed in a Petri dish filled with
agar layer and poured with a thin spot of yeasouAl8 hours later, they were dissected and

the number of immature parasites (eggs and lawas)determined.

Test for the horizontal transfer of LbFV by molecular tools.

Total DNA was extracted from individual femalés boulardi and L. heterotoma
following a standard procedure. Briefly, insect enetl was prepared for DNA extraction by
being individually crushed in 150 pl 5% (w/vol) Oére solution (Bio-Rad, CA, USA) and 5
ul of proteinase K (20 mg/ml; Eurobio, France) amclibated overnight at 56°C. After 20
min at 95°C, samples were centrifuged and two riters of the supernatant were used for
PCR reactions which amplified a viral DNA fragmgatccession n°: FM876312). Far.
boulardi females, PCR assays were done as described indRato{2009), by performing a
multiplex PCR reaction amplifying the viral sequer(primers noted 102-F / 500-R) and an
insect gene (primers noted RPS2-F / RPS2-R, Ribak&motein S2 region. This allowed a
control for the quality of DNA extraction. Fdr. heterotomafemales, we used the viral
primers (102-F / 500-R) in uniplex PCR reaction®. dontrol for the quality of DNA
extraction inL. heterotomdemales, we PCR-amplified the internal transcrisedcer (ITS) 2
region. PCR reaction for ITS2 was performed follogvconditions described in Allemared
al. (2002). The insect gene was successfully amgliice all DNA extracts (. boulardiand

L. heterotoma indicating the good quality of the DNA extracts. addition, all “recipient”



(fertilized) females proved PCR-negative for theusj whereas all “donor” (virgin) females

proved PCR positive for the virus, as was expected.



RESULTS

Evidence of super- or multiparasitism.

In controls, we observed 100% of superparasitisar. ikterspecific transfers, three
and four of the six assays showed multiparasitigm f. heterotomainfected andL.
heterotomanot infected byWolbachiarespectively. In order to test the presence of\LbF

after transfer, we chose these replicates to s¢cheeemerging parasitoids.

Intraspecific horizontal transfer of LbFV.

As expected, intraspecific horizontal transfersLbfV occur frequently betweeh.
boulardi individuals sharing the same superparasitized. hbse infection status of 48
emerging I L. boulardi females was tested by PCR (Table 1). We repohad3l females
proved PCR-positive for the viral marker indicatistgong horizontal transmission. This high
rate of horizontal transfer (64.6%) confirmed thiaal particles can be successfully naturally

transferred betwedn boulardiindividuals inside the sanigrosophilalarva.

Interspecific horizontal transfer of LbFV.

We tested the interspecific transfer of LbFV framboulardi to Wolbachiainfected
A7(123) strain oWolbachiafree A7(0) strain of.. heterotomaafter both species have shared
the same host larvae. We tested the LbFV infediloRCR for 41 emerging:fE. heterotoma
A7(123) females and 48 heterotomaA7(0) (Table 1). We never detected any viral segae
amplification in all of these 8B. heterotomdemales. Thus, LbFV did not appear to transfer
betweenL. boulardiandL. heterotomawithin a multiparasitizedrosophilahost. Moreover,
Wolbachiainfection appears to have no role in the absehtdBV horizontal transfer from

L. boulardito L. heterotoma



DISCUSSION

Our results showed specific relationships betweleR\M_andL. boulardias it did not infect
related parasitoid specids heterotoma We failed to observe any natural interspecific
horizontal transfer of LbFV fronlL. boulardi to L. heterotomaalthough in the same
conditions, there was massive horizontal transimsat the intraspecific level. This last point
confirmed the frequent intraspecific horizontalngers amongL. boulardi individuals
(Varaldi et al, 2003). No viral infection was detectedlinheterotomandividuals that have
been in close contact with an infectedboulardi larva insideDrosophila host. Wolbachia
infection status ofL. heterotomadoes not explain unsuccessful interspecific hatialo
transfers as the results were identical whatever Wolbachia infection status ofL.
heterotoma Thus, we were not able to study possible antafjoninteractions between
Wolbachiaand LbFV as it was previously showed wibnosophila viruses (Hedgest al,
2008; Teixeireet al, 2009).

There are several reasons that could explain bsereed results. First, horizontal
transfers toward.. heterotomanay remain undetected only because transferratiparticles
in the new host do not reach densities detectalttethe PCR condition we used. We should
check L. heterotomaindividuals with a more reliable technique likeetPCR quantitative
method. Moreover, we only tested for horizontainsfar in recipientL. heterotomaFl
females and therefore not in following generatiovigal particles may not attain sufficient
titre to be detected at the first parasitoid geti@nadue to the adaptation time to the new host.
Maybe we should maintaih. heterotomastrains to test for the LbFV infection several
generations after the attempt of interspecific ¢fan Alternatively, LbFV may impose a
strong cost on infected individuals killing it radpy. | would be interesting to count emerging

individuals from intra- and inter-specific transdeiral particles may also success their



physical transfer froni.. boulardito L. heterotomabut fail to survive and reproduce in the
new host species. This may for example involve atly immune responses from the new
host or failure to integrate into host physiolo@ests of artificially viral infection ofL.
heterotomacould precise this hypothesis. Another possibjdaation for the fact that we do
not observe horizontal transfers betwelen boulardi and L. heterotomamight be the
phylogenetic distance between species that magdhigh to permit successful transmission
of LbFV (Allemandet al, 2002). To reinforce this hypothesis, it wouldreressary to test
viral infection of othersLeptopilina species of theheterotoma and boulardi group.
Interestingly, whileL. heterotomais not infected by LbFVL. boulardi was not found
infected byWolbachiain the field. However, this bacterium can be traitged inL. boulardi
species but undergo diminishing vertical transroissn this novel host species due to host-
bacterial incompatibility (Heathet al, 1999). It suggests specific interactions of these
parasitoid species with their respective symbionts.

Our study suggests a specific association betwé&VlandL. boulardi as indicated
by the inability to readily undergo horizontal tsamssion inL. heterotomathe principal
competitor ofL. boulardi in south-eastern of France. The absence of naiuteispecific
horizontal transfers of LbFV and the fact that e bt find evidence of infection in natural
L. heterotomapopulations (Patoet al, 2009) suggests that heterotomais refractory to
LbFV infection. Thus, in the field,. heterotomaspecies does not appear infected by LbFV
with some possible consequences on interspecifierdotions or species coexistence.
Parasites can influence interactions between spéost do not share the parasite (Anderson
& May, 1986; Hatcheret al, 2006) and it could be the case in our systemeddd the
presence of the virus seems to severely impaircthrapetitive capacity oL. boulardi
confronted withL. heterotomgPatotet al, in prep. The coexistence of both species in the

South of France thus may be at least partly dudaopresence of the virus in boulardi



illustrating the role of such species-specific paes in shaping ecological communities and

maintaining species diversity (Fenton & Brockhu$i08).
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TABLE

Table 1.Intraspecific and interspecific horizontal transsiis of LbFV.

. Recipientbefore transfer Donor One generation after transfer (emerging
Horizontal transfer
(HD Species | Line | PCR | Line | PCR | Numberof PCR n
female tested

-~ ) S + 31

IntraspecificHT L. boulardi NS - ¢f + 48 17
S + 0

L. heterotoma A7(123) - éf + 41 ”
InterspecificHT 0

+
L. heterotoma A7(0) - Seer + 48 48




- CHAPITRE VI -

Influence de LbFV sur les interactions
compétitives interspecifigues

(Manuscrit 4)

« L'influence du parasitisme sur les organismeseBbest telle qu'il est pratiguement
impossible d'envisager comment serait le mondebserace de parasites(fhomaset al.
2007). Le réle des parasites dans le fonctionnendest écosystemes a longtemps été
considéré comme négligeable du fait de leur failienasse et du fait qu'ils soient peu ou
non visibles. Pourtant, il est aujourd’hui largemadmis que les parasites jouent un role
fondamental dans le fonctionnement des écosystéooesme facteur influencant la
composition des communautés d’hotes, leur structtirdonc la biodiversité (Dobson &
Hudson 1986; Mouritsen & Poulin 2005; Thonssal. 2005; Laffertyet al.2006) : ils jouent
«beaucoup de roles a différents niveaugelon Poulin (1999). Il se pose alors la question
« Est-ce qu’'un écosysteme en “bonne santé” est ursy&téme riche en parasites?
(Hudsonet al. 2006). A cette question, les auteurs réponders santeste par la positive en

mettant en avant le rble des parasites dans laaniptace et le maintien de la biodiversité.

De nombreuses études théoriques et empiriquestwadied’impact des parasites sur
les relations de compétition entre especes eregdgsant aux caracteristiques de l'infestation
(prévalence, spécificité, abondance, intensitépwet troubles pathologiques associés, qui
peuvent étre différentiels entre espéces. Dés Itgs, parasites peuvent influencer
'assemblage des espéces de par leurs actiongsuraits d’histoire de vie des hotes. Les
conséquences sur la survie et la fécondité de d’hbtecté sont particulierement bien
documentées (notions d’arbitrage parasitaire):(&chall 1992; Yan & Norman 1995). Mais
les parasites peuvent également influencer d’atnaés d’histoire de vie chez leurs hotes tels
que la dispersion (Soreit al. 1994; Heelet al. 1999), la croissance (Agneet al. 2000) ou
'effort de reproduction (Richner & Tripet 1999).abBs ce cas, les études empiriques
manguent et peu d’articles relatent les conséqueeteda présence de parasites non létaux sur

la communauté d’hotes.



Nous avons recherché l'influence de la présenceimis LbFV sur la compétitivité
des individus infectés dans la communauté hétessparides. |l est en effet possible que la
capacité compétitive de boulardisoit modifiée par la présence du virus lui coniég soit
un avantage en permettant a son héte de satutarvia drosophile en parasites de par le
comportement de superparasitisme et d’assurer guesicette larve ne soit pas infestée par
une autre espéce de parasitoiden s6it un désavantage induit par un co(t de l'itiéecen
terme de temps et de nombres d’'ceufs « gaspillésl superparasitisme. Nous avons alors
tenté de répondre a la question suivante : le WiV a-t-il un impact sur la compétition
entre son hoté. boulardi et 'espéce réfractaire a LbFV. heterotomaespéce parasitoide
phylogénétiquement proche et principal compétitialr. boulardi?

Pour cela, nous avons réalisé des expériences camiga capacité compétitive des
souches del. boulardi superparasitantes (lignéew:S infectées par LbFV) et non
superparasitantes (lignée jSnon infectées par LbFV) mises en compétition face.
heterotoma(espéce sympatrique ; souche A7, Antibes). Nowsmgwdans un premier temps
réalisé ces expériences avec un systeme expérim@mntplifié mais trés contrélé ou les
parasitoides étaient mis en compétition dans desstd’élevage. Dans un second temps, la
mise en place de cages a populations ou mésocd@bigase VI.3) nous a permis d’aborder la
question de linfluence de LbFV sur les interactiotompétitives interspécifiques a une
échelle détude plus grande avec des caractérestigie compétition et de densité non
contrblées mais dépendantes de la dynamique densgst

Les résultats obtenus ont montré une trés forteidnte du virus sur lissue des
interactions compétitives entre espéces parasgo(ffegures VI.1 et VI.4). Lorsqué.
boulardi n’est pas infectée par LbFV, 'avantage compétiéifcette espéce srheterotoma
est tres net ce qui restreint tres fortement lessipdités de maintien de ces deux espéces
ensemble dans les mémes sites. En revanche, empeédu virus, la supériorité compétitive
de L. boulardi peut fortement diminuer et permettre un quasi uéidgage des capacités
compétitives des deux especes de parasitoides. d&Noums montré que le gaspillage en ceufs
induit par LbFV est la cause de cette modificatibigure VI.3). Au bout de quelques jours,
les femelles superparasitantes se trouvent pludeent dépourvues en ceufs, contrairement
aux femelles non infectées ; ce qui laisse la ptasa compétitrick. heterotomagui présente
une dynamique de ponte beaucoup plus étalée ddamfes. Rappelons que ces especes de
parasitoides sont pro-ovigéniques, c’est-a-dire lgue stock d’ceufs est constitué des leur

émergence et qu’elles ne présentent pas d’ovogéniésat adulte.



De par son influence sur les relations de compétiéntreL. boulardi et L. heterotomale
virus LbFV apparait étre un facteur important dd@smaintien de la structure de |la
communauté de parasitoides de la vallée du Rhordifierd profondément lissue de |a
compétition interspécifique. Il se pose la questienson réle dans la progression du front de
répartition de I'espéce en direction du nord conéwvequé précédemment et celle du maintien
de la coexistence dé. boulardi et L. heterotomadans certains sites de la zagne

méditerranéenne.
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Figure VI.1 : Proportion ded.. heterotomau cours de I'expérience de compétition en tubes.

En bleu : compétition entle heterotomaetL. boulardinon infectée par LbFV.
En rouge : compétition entte heterotomaetL. boulardiinfectée par LbFV.
Il a été réalisé 9 réplicats pour chacune des riédalvec ou sans virus.
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Figure VI.2 : Dynamique du stock d’ceufs des femelleboulardinon infectées (en bleu) ou

infectées par LbFV (en rouge) au cours des 4 joar&xpérience de compétition en tubes.



Figure V1.3 : Cages a populatiorBhoto : S. Patot)

A. Cages a populations utilisées dans le cadrentte gtude sur I'impact de l'infection virale seslinteractions

compétitives entré. boulardietL. heterotoma

B. Nos cages a populations comportaient 'emplacerde onze godets. Dix étaient utilisés comme sde
nourriture et de développement pour les drosoplelesomme lieu de ponte pour les parasitoides.rizeeme

(placé au centre de la cage) correspond au « ldoealyjpermet de réaliser des
'abondance des deux espéces de parasitoideprévialence de LbFV.
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Figure V1.4 : Proportion dd.. heterotomau cours de I'expérience de compétition en

cages a population.

En bleu : compétition entile heterotomaetL. boulardinon infectée par LbFV.
En rouge : compétition entte heterotomaetL. boulardiinfectée par LbFV.

Il a été suivi 5 cages a population pour chacusenttedalités avec ou sans virus.
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ABSTRACT

Parasites can play an important role in shapinguiadipn and community dynamics and
maintaining biodiversity. This is well illustratedith horizontally transmitted parasites.
However, many species, especially insects, mayonasbrtically transmitted symbionts, that
can reach high prevalence and markedly modify thest's biology, as this is the case for
manipulative symbionts. Some females ladptopilina boulardi a solitary parasitoid of
Drosophilalarvae, are infected by an inherited virus thanhimalates the behaviour of the
wasp by increasing its tendency to lay supernurgexggs in a host that is already parasitized
(superparasitism). This behavioural alteration vediohorizontal transmission of the virus
within superparasitizeBrosophilalarvae. Our study showed that the presence of Liviay
affect inter-specific interactions betweenboulardiandL. heterotomathe main competitive
parasitoid species @f. boulardithat is not infected by the virus. In absencehef ¥irus,L.
boulardi is the superior competitor face lto heterotomaHowever, when it is infected with
LbFV, L. boulardi can lose competition with. heterotomaWe showed that by forcing its
host to superparasitizedrosophila larvae, LbFV induces a strong wastage of eggk.in
boulardiwith consequences for decrease its competitidéyabihese results suggest that this
manipulative virus may be a crucial determinantstficture in ecological communities

through indirect effects on its host.



INTRODUCTION

Identifying the mechanisms underlying species ierice and hence the maintenance of
diversity in animal communities is a central toprc ecology. Besides competition and
predation involving free organisms, parasitism @ppeo play a key role in structuring host
communities (Poulin 1999; Mouritsen & Poulin 2002¢uritsen & Poulin 2005; Hudsoet

al. 2006; Woodet al. 2007). Most of the existing evidence for parastiimsequences on
community functioning concerns “parasitic arbitoati where a parasite influenced
competitive interactions between two species (Hnd&oGreenman 1998; Thomaet al.
2005; Hatcheet al.2006). By specifically infecting some host specedy harming some of
them more than others, parasites can play a rolmetiator in competitive interactions
between species. Consequently, horizontally-trattecthi pathogens that usually induce
important fitness cost have received much of thengibon in this context (e.g. (Schall 1992;
Yan & Norman 1995). However, vertically transmittegmbionts with much more subtle
effects are very widespread, especially in ins@disran et al. 2008) and they have received
much less attention. Because they can affect vati@its of their hosts, their influence on the
population dynamics and community interactions leetwspecies needs to be studied. Their
effects include reduction in survival (as obserf@dDrosophilasigma virus; Fleuriet 1983),
reproductive manipulation (as observed¥Wdolbachia Arsenophonusr Cardiniumbacteria;
(Balas 1996; O'Neill 1997; Werren 1997; Stouthamtenl. 1999; Kenyon & Hunter 2007;
Werrenet al. 2008) and eventually positive effects. Examplesywhbionts with positive
effects include increase of longevity (Dale & Welhb@2001), tolerance to high temperatures
(Montllor 2002; Russell & Moran 2006), plant spéization (Tsuchidaet al. 2004) or
protection from virus infection (Hedges al.2008; Teixeiraet al.2008). Moreover, vertically

transmitted symbiont may play a significant role nrediating inter-specific interactions.



Indeed, it has been recently found that aphidsdwaibg the facultative bactertdamiltonella
gains protection against parasitoid attacks (Oleteal. 2003) whereas aphids harbouring the
facultative bacteria Regiella insecticola gains protection against fungi pathogens
(Scarboroughet al. 2005). Although these net positive effects coudtiael out or become
negative under alternative conditions (Bensaeiaal. 2006; Oliver et al. 2008), these
examples provide clear evidence that symbiont emply influence interspecific interactions.
However, to date, there is no evidence that velyicaansmitted symbionts mediate
interactions between species at the same trophiel lEeompetition) and thus could be
involved in the coexistence of competing specidse present study reports that heritable
virus that manipulates host behaviour modifiesdbtcome of the interspecific competition
existing between two insect parasitoid species.

Leptopilina boulardiandLeptopilinaheterotomaHymenoptera: Figitidae) are related
solitary parasitoid wasps of frugivorososophilalarvae (mainlyDrosophila melanogaster
and Drosophila simulans The adult females lay one egg insid®ra@sophila host, and the
parasitic larva feeds and develops inside the fhigis until it kills it. One host allows the
development of only one parasitoid. In the southF@nce, these two species are the most
common parasitoids of fruit flies larvae (Allemart al. 1999). In this area, high rates of
parasitization (up to 95% in some fruits) make enbar ofDrosophilalarvae multi-infected
(parasitized several times, either by the sameisper by both) that leads to strong within-
host competition among parasitoid larvae, whicluliesn the death of all but one. Thus, in
this system, strong intra and inter-specific contipet exist (Fleuryet al.2004).

It was recently reported that some females ofdtwminant specie&. boulardi are
infected by a virus. This virus, called LbFV for boulardi filamentous virus, is responsible
for the induction of superparasitism behavioue, females accept to oviposit in already

parasitized host (by itself: self-superparasitismbyg conspecifics) (Varaldet al. 2003;



Varaldi et al. 2006a). The level of viral infection can be extedtyrhigh as reported in natural
L. boulardipopulations of the south of France where up to @%arasitoids are infected by
LbFV (Patotet al, submitted). On the contrary, LbFV is never obedrin wild-caught_.
heterotomaConsistently with this observatioh, heterotoméas been been foumdfractory
to LbFV infection (Patoet al, 2009 andn prep). This virus is maternally inherited but can
also be horizontally transmitted between immatureboulardi sharing the same host.
Theoretical developments show that the horizomgalsmission offsets the imperfect vertical
transmission, allowing it to reach high frequencesd to spread acrods. boulardi
populations (Gandoret al. 2006). Infection imposes an overall low cost orrapaoid
physiology (Varaldiet al.2005) and specifically affects superparasitismalvedur (Varaldiet

al. 2006b). However, by forcinfy. boulardi females to lay several eggs in each host, LbFV
modifies the egg load dynamics of females. The @gtribution in hosts is consequently
modified with an increase of the aggregation of ssggome Drosophila larvae are
superparasitized bly. boulardi with several eggs per host whereas others arerasipaed.
This contrasts with the regular egg distributiorseved for uninfected.. boulardi or L.
heterotomathat rarely superparasite their hosts. By inducatigration of the egg-laying
strategy ofL. boulardi, LbFV may modify the outcome of the inpesific competition
between the botheptopilinaspecies in one direction or another. To addressaihestion, we
monitored interspecific competition betweknheterotomaand L. boulardi (by controlling
for virus infection) under laboratory conditionedring tubes and population cages). Our
results show a significant impact of LbFV in themgetitive interactions between the two

parasitoid species.



MATERIALS AND METHODS

Parasitoid strains. To test the effect of viral infection without cosfaog factors such as host
genetic background, we used twoboulardi homozygote lines. The uninfected line (noted
“UI") is an inbred line (homozigosity estimate igperior to 82%) originating from Sienna
(Italy). The infected line (noted “I”) was derivéebm the former and infected by injection of
viral particles originated from the south of Frar{f@lence, Drome) (Varaldet al. 2006c¢).
This artificially infected line proved stable ovgenerations for virus infectioi.. boulardiis
not infected with the symbiotic bactekidolbachia

L. heterotomdine used belongs to a strain originating from t8etn France (Antibes,
Alpes-Maritime). All laboratory-reared individuapsoved to be infected with three different
Wolbachiastrains yLhetl wLhet2and wLhet3 which correspond to the natural infection
status of this parasitoid species (Vagteal.1999).

Rearing and experiments were performed under al2?l photoperiod at 25°C £1°C,
using as hosts Wolbachiafree strain ofD. melanogasteoriginating from Sainte-Foy-lés-
Lyon (Rhoéne, France) fed with a standard diet (Bai®62). D. melanogasteihas been
shown to be a better host thBn simulansfor both parasitoid species used (Fleetyal.
2004). TheD. melanogastesstrain used in the experiments did not displayapaalation
against_eptopilinaeggs.

To evaluate the degree of the manipulation of superparasitism behaviour,
behavioural tests oh. boulardiindividuals were realized according to a standamtedure
(Varaldi et al. 2003): briefly, sisters of females used for expents (aged for 1 or 2 days)
were placed according to their biological rhythnte(ffy et al. 2000) from 5 pm to 10 am on
tenD. melanogastelarvae in a Petri dish filled with agar layer gmalired with a thin spot of

yeast. 48 hours later, four hosts from each Pethi @ere dissected to count for the number of



parasite eggs. Molecular tests of LbFV infectiomsisted of PCR diagnostics that showed a
good correlation with superparasitism behaviourtqPat al. 2009). The DNA extraction

protocol, diagnostic PCR primers and reaction dooras are described in Patttal. (2009).

Competition experiments in tubes: kinetics of infefmtion. We tested the effect of viral
infection on the outcome of competition betwelenboulardi and L. heterotomaunder
laboratory conditions during four days. Competitiassays were performed on groups of
second instar larvae hatched from 1B0 melanogastereggs exposed for 24 hours to
parasitism by eight female wasps: fdur heterotomaand fourL. boulardi either | or UI.
Those conditions were chosen to ensure strong dthapenteractions between individuals.
Before experiments, infection statuslofboulardi female | and Ul strains was checked by
behavioural tests (molecular diagnostic was noll@va at that time). The experiment lasted
four consecutive days (noted D1, D2, D3, D4) dumvigch a new patch of 15Drosophila
hosts was presented each day to the same growgrasifpids. For each competition modality
(Ul L. boulardi / L. heterotoma,l L. boulardi / L. heterotomy nine replicates were
simultaneously run. Controls (no interspecific cetmpon) consisting of four female wasps
on 150Drosophilahosts were also done for each parasitoid speng®ach infection status:
L. heterotoma, L. boulardi and Ul L. boulardi Five replicates of controls were ruim
addition, every day five additional controls wermnd in order to quantify the spontaneous
mortality of Drosophilalarvae in the absence of parasitoid (namBdoSophila controls”):
groups of second instar larvae hatched from D50nelanogasteeggs were kept without
parasitoid. All procedures were carried out in ptagibes (95 mm x 23 mm) containing 15
ml of standard medium and placed at 25°C undelal?® photoperiod.

After development, emerging adtosophilaand wasps were collected, for the four

days of experiment and were counted to estimatepsrameters in each competition and



control replicates. (1) The parasitoid induced @dxt (PIM) was estimated by the difference
between the mean numberDfosophilaadults emerging frondrosophilacontrols (without
parasitoid) and from experimental replicates (witrasitoids), divided by the mean number
of adults emerging fror@rosophilacontrols. This parameter measures the ra@rosophila
larvae that the parasitoid killed and thus estismabe intensity of the competition for hosts.
(2) The proportion olL. heterotomaamong emergind.eptopilina sp. Data were analyzed
usingthe package of the R software version 2.PJ values and.. heterotomaroportions
were arcsine square root transformated before feeofi a repeated measures analysis of
variance model.

To investigate whether horizontal transfers of Ivparticles can occur betwedn
boulardi and L. heterotomaduring the period of time they coexist within gerparasitized
host, we investigated the presence of LbF\L.irheterotomamerging from the first day of
the competition experiment (D1) (see below) usimgPCR diagnostic. Becaukeboulardi
expressed strong superparasitism behaviour at Bhypwothesized that it would be the most

appropriate day to examine possible horizontakfiens of LbFV.

Dynamics of egg loadTo test whether the virus influences the dynamicsgy load ofL.
boulardi, we measured two parameters describing the eguplagtivity of parasitoid females
at each day of the experiment: (1) the intensitgugerparasitism (several ovipositions done
by the same species within the same host) or namdtgitism (several ovipositions done by
different species within the same host) and (2)ebe load. To do so, additional replicates
were performed, exactly in the same conditions andhe same time as the competition
experiment: at each day of the experiment, fouefgpecific competition) or three (controls)

replicates were sacrificed and the groups of fburboulardi females were dissected to



determine their egg load. In each arrested replicive Drosophila larvae were also

sacrificed to measure the intensity of super/matagitism.

(i) Super/multiparasitism behaviour

To quantify the occurence and intensity of supeltiparasitism, three days after
exposition to parasitoids, five third instBrosophilalarvae were dissected in each replicate
(controls and interspecific competition modalities) order to count for the number of
parasitoid eggs. Note that we could not discringriatweerl. heterotomaandL. boulardi
immature stages, so that in competition modalfesare not able to distinguish between
superparasitism and multiparasitism. Super/mullipifism intensity was then measured as
the mean number of parasitoids f@@nosophilalarva (excluding unparasitizedrosophila

larvae).

(i) Egg load

SincelL. boulardiis a proovigenic species (egg production almostptete when the adult
emerge), egg load gives a good estimation of tlpeodeictive potential of females. The
groups of foulL. boulardifemales from sacrificed replicates were colle@rd females were
freezed before dissection in a drop of physioldgszdine. Egg-load was also measured on
freshly emerged females that never encountered hostetermine the initial egg load at the
beginning of experiments (at DO). Eggs (from botiares) were directly counted under the
microscope with the help of a video system (Imag&rAxioCam, AxioVision software,

Zeiss).

Population cages experiments_aboratory studies may permit to reveal and undadsthe

possible influence of viral infection on parasitanderactions. But general conclusions must



be considered with caution because conditions osdbe bias approximations of processes
that occur in the field. In order to take in coanpopulation level in our study, we repeated
competition experiments using population cages dhatpresumably closer to environmental
conditions encountered by field populations.

The cages (35 cm x 25 cm x 16 cm of Altu§)awere kept in climatic chambers at
25°C +1°C under a 12L:12D photoperiod. While evatempt was made to ensure all cages
were exposed to similar conditions (e.g. tempeeatlighting), cages were routinely rotated
during cage maintenance to randomize any positiaffdcts. In population cages, a
succession of food cups simulates the natural ssmme of fruits available for flies. Insect
populations were maintained by introducing two fangs each week. We established ten
population cages. Half of the cages were infestigld Wl L. boulardiandL. heterotomavhile
the other half was exposed to parasitism dy boulardiandL. heterotomaWasps were
resulted from the same lines that used for comgetiexperiments in tubes. Before
experiments, infection status bf boulardi | and Ul strains was checked using behavioural
tests and further confirmed with molecular diagimost

All cages were initially seeded with approximat2B0 second to third instar larvae of
D. melanogasterBecause previous reports established the supasmapetitive ability ofL.
boulardi againstL. heterotoma(Carton et al. 1991; Fleuryet al. 2004) and to reinforce
possible impact of viral infection, we seeded cagéh a number ofL. boulardi much
smaller tharl.. heterotomaln each cage, young mated females of parasitegis introduced
in proportions 0.20 forL. boulardi and 0.80 forL. heterotoma(26 and 105 females
respectively). After this initial step, no additainnsects were introduced within the cages.
Thus, all subsequent parasitism resulted from wamperging from the first bout of

parasitism.



To sample the population of parasitoids, one fagalwas introduced in each cage and
exposed for four days to the colonizationDobsophilaand parasitoids. This sampling food
cup was then extracted and incubated in a largstiplaial until the emergence of all
Drosophilaand parasitoids (25°C £1°C, 12 L:12 D dark/liglytle). Emerging parasitoids
were identified and counted. The first samplingdrefive weeks after the first introduction of
parasitoids in cages and samplings were then peedrevery 15 days. We analysed the
proportions ofL. heterotomausing the generalized linear model of the logithamber of
emergedL. heterotomaagainst time and according to competition modadityl cages. We
tested changes in the proportionsLofheterotomausing the slope of the model: a slope of
zero would indicate no change in parasitoid propost contrary to a positive or negative
slope.

In order to provide a supplementary test of thduarice of viral infection on
competitive interactions betweén boulardi andL. heterotomawe introduced.. boulardi
females infected by LbFV in two population cageiatized with Ul L. boulardi females.
For cage n°2, twenty infected individuals were abldetween the fifth and the sixth weeks
and in cage n°3, twenty infected individuals wedeled between the sixth and the seventh

weeks.



RESULTS

Behavioural differences between Ul and | strains of eptopilina boulardi. Superparasitism
behaviour ofL. boulardi strains was checked using standard test beforecahgpetition
experiments (tubes and population cages). As eggethe intensity of superparasitism was
clearly influenced by the infection status lof boulardi (p<0.0001, Kruskal-Wallis tests,
tubes:x?=15.7, population cageg?=39.8) (Figure 1a,b). Ul females deposited in nuastes
one egg pebDrosophilalarvae (Fig.1a) while | females superparasitizexstmosts, laying up

to eleven eggs per host (Fig.1b).

Competition experiments in tubes: kinetics of infemtion.
(@) Impact of viral infection on species proportions. The dynamics of the proportion of
parasitoid species appeared strongly influencedvibgl infection (Fig.2) (fF4s =8.49,
p<0.001). In the absence of LbFVY, boulardi completely outcompetedl. heterotoma
(between 86% and 96% daf. boulardi at each day of experiment) 3(lz =1.0; p=0.41)
(Fig.2a). On the other hand, in the case of cortipetinvolving infectedL. boulardi we
found a significant increase in the proportionLoheterotomaby the end of the experiment
(Fs24 =14.0; p<0.0001) (Fig.2b). At day 1. heterotomaproportion was similar to that
observed in absence of LbFV. However, at daly. heterotomawas in equal proportion df.
boulardi (approximately 52% of. heterotomf These results thus revealed that the presence
of LbFV may reverse the outcome of the competition.

About the interspecific transfer of the virus, wid dot detect LbFV infection .

heterotomandividuals emerging from the first day of the quetition experiment (D1).

(b) Mechanisms of viral impact on species proportions



Intensity of super/multiparasitismAs expected, intensity of superparasitism behaviour
appeared clearly dependent on infection status.oboulardi females (Fig. 4). At D1,
dissections oDrosophilalarvae indicated strong super- or multiparasitisnmiodalities that
involved | L. boulardi females (either alone, Fig. 4a or in competitiothvi.. heterotoma
Fig. 4b). But intensity of superparasitism of | wastrongly decreased during the course of
the experiment until reaching values comparablindése of UIL. boulardi(alone, Fig. 4a or
in competition withL. heterotomaFig. 4b). Control replicates indicated thatheterotoma

females do not accept to superparasitize a hogpt 4B)).

Egg load.Measurements of egg load on freshly emeilgeaoulardifemales (DO) revealed a
cost to LbFV infection: | females have a lower dggd (- 20%) than Ul females (Fig. 5).
This result was opposite to Varaldi et al. (20@3pwever, this apparent discrepancy could
result from differences in viral isolates used atle study.

Whatever the initial egg load, results showed gedkhce in the dynamics of egg load
which decreased more rapidly fok.lI boulardifemales compared to Ul females, (=2.72;
p=0.03; competition: interaction modalitie*day) gFi5a,b). On day 4, it just remained less
than 30 eggs inlL. boulardifemales (competition: mean = SE = 27.33 + 2.91sgggntrols:
mean + SE = 19.25 + 1.03 eggs) whereas Ul femadek rhore than 95 remaining eggs
(competition: mean = SE = 122.46 = 5.08 eggs; absitmean = SE = 96.10 = 13.10 eggs)
(Fig. 5). Moreover, the egg load ot.| boulardifemales involved in competition experiment
is stable for last two days of the experiment wdems indicated a minimal threshold of the

egg load needed to induce a laying behaviour.

Infestation of Drosophila host$n competition experiments, parasitoid induced wdyt

(PIM) was not affected by infection status and apee stable during the course of the



experiment (k43 =0.69; p=0.57; interaction modality*day) (Fig.3)IMPvalues indicated a
high parasitism rate oDrosophila larvae by parasitoids (more than 95%) demonstgatin
heavy larval competition among waspsse. strong competitive interactions between
parasitoids (Fig.3). However, controls showed aifigant decrease of PIM values on day 4
for 1 L. boulardibut not for UIL. boulardi (F;24=14.62; p<0.0001; interaction status*day)
(Fig.3). This indicates that on the last day of@axpent (D4), mosDrosophilahosts were
not attacked by L. boulardifemales in control tubes. PIM valueslofheterotomeacontrols

were stable during the experimens {=1.85; p=0.19) (Fig.3).

Competition experiments in population cagesln the absence of the virus, Ul boulardi
appeared to be in competitive advantage as it cetelgleliminated.. heterotomaover time

in all of the five cages (dev=117.48, ddI=4, p<@Davith all five slopes negative), although
statistical analyses indicate differences in theaaayics of the cages (dev=50.33, ddi=4,
P<0.0001; interaction cage*time) (Fig. 6a).

While Ul L. boulardi rapidly oustedL. heterotomafrom all cages, we observed
exactly the opposite pattern for three out of figplicates involving L. boulardi For three
cages (cages n°: 6, 8 and 9), the competitivenfelsstwulardiis reduced when it is infected
with LbFV at the advantage &f heterotomahat tended to take the place of its competitor
over time (slopes=1.23, cage n°6; -0.08, cage @°81, cage n°9). However, for the two
others (cages n°: 7 and 10), the patterh.dfeterotomgroportions during time is similar to
that obtained in the absence of LbRV:boulardihas a superior competitive ability and wins
the competition againdt. heterotomathat was phased out (slopes=-0.68, cage n°7; ,-0.96
cage n°10). After six weeks of parasitism (befoages showed two different pattern Lof
heterotomaproportions), we checked infection statusLofboulardi from each cage using

diagnostic PCR. As expected, most females appeéafiected with LbFV (number of infected



individuals/number of tested individuals: 5/6 cajé, 15/15 cage n°7, 14/15 cage n°8, 14/15
cage n°9 and 13/15 cage n°10).

Moreover, in order to further test the viral effewe introduced infected.boulardi
females in two cages seeded with uninfected femdesults revealed that infectéd
boulardi introduced in cages n°2 and 3 during experimeditndit produce any modification
on the proportions df. heterotomamerging (Fig. 6). To control for viral infection cages
n°2 and 3, we performed PCR tests before and lafteoulardiintroduction. As expected, we
detected no viral infection in both cages beforteontuction (10 weeks of parasitism, R0
boulardi tested). PCR diagnostic performed after introaduct(16 weeks of parasitism)
showed that LbFV infection did not spread amdngooulardi wasps (number of infected
individuals/number of tested individuals: 0/24, eag2 and 2/24, cage n°3). As expected, no
viral contamination was found in the other cagethaf modality (on five tested individuals,

after 10 and 16 weeks of parasitism).



DISCUSSION

Parasites can altere host communities by havinditd¢ig effects on their hosts that can be
differential between hosts that they exploit ort tben directly affect a host that is abundant or
ecologically influential. Parasites can also inflae community structure by indirectlyg

not via pathology) modifying the importance of tioée played by their hosts. This is the case
for manipulative parasites that have been shownnterfere with apparent competition
phenomena, playing the role of mediator by manimdahost species more than others
(Thomaset al. 1995; Bauetret al. 2000). These changes in host phenotype can resah
increase or decrease in the availability of ressutitat in turn, can modifies species
abundance, interactions between species and ceesesin host community (Mouritsen &
Poulin 2005). Our study showed that the maniputatad L. boulardi superparasitism
behaviour by a heritable microparasite can havé@eantlconsequences on other parasitoids

exploiting Drosophilalarvae.

Influence of LbFV on the outcome of interspecifimpetition
Our results show that LbFV can mediate interspeatibmpetition outcome betwedn
boulardi andL. heterotomaThe population cage data are in agreement wéhctimpetition
experiments in tubes results: heterotomacan outcompeté. boulardiwhenL. boulardiis
infected by LbFV. This contrasts with what is olvsel in the absence of infection: in all
replicates,L. boulardi rapidly outcompeted.. heterotomaconfirming thatL. boulardi is
intrinsically the dominant competitor.

A good way to prove previous conclusions would éhéeen to show a rise &f
heterotomgproportions after the introduction of infectedboulardiindividuals in both cages

from the UIL. boulardi/L. heterotomamodality. Unfortunately, The viral infection dicbn



spread througlh. boulardiindividuals. We observed any effect of the intrcitn of LbFV

in these cages probably because of a too late ifmadastroduction compared to the weak
proportions ofL. heterotomahat may be insufficient to reverse the tendentynay also
need to introduce a larger size of infedtedoulardiindividuals introduced.

We do not always find successful competitive outeooh L. heterotomain cages
infected with LbFV. Environmental conditions of thepulation cages certainly lead to the
loss of the one of the two species. Eothetorotomato be successful of the competition, it
need to attain a sufficient frequency in cages utcampetel. boulardi The value of this
threshold may have been reached in three of thelagbgn cages but not in the other two.
These results underscore the importance to mukipleplicates when searching parasite

effects at a population-level.

Mechanisms

What are the mechanisms by which viral infectiondifies the competitive ability ot.
boulardi? Previously, Varaldet al (2005) reported that viral infection does notuod strong
fitness costs or.. boulardi females and that it exerts a specific action gpeguarasitism
behaviour (Varaldet al.2006b). Indeed, in our experiments, superparasitigarly appeared
dependant of viral infection: uninfected femalegela superparasitized their hosts, whereas
infected L. boulardi deposited several eggs per host. However, we texpa strongly
decrease of the tendency to superparasitize axffegiment progressed. The measure of egg
load ofL. boulardiindicated a decrease in egg load through timeé.fdroulardiinfected by
the virus whereas the decrease is really less itapofor uninfected.. boulardi At the end

of experiment, the egg load of infected boulardi was very low compared to the one of
uninfectedL. boulardifor which many eggs were still available. Afteufalays of parasitism,

infectedL. boulardihad not enough egg to paragisophilahosts, as confirmed by the fall



of infestations ofDrosophila hosts (see PIM values). Thus, laying activity gssadicated
that the behavioural alteration caused by LbFV inageat part indirectly responsible for the
decrease in the competitiveness of its host thrabglalteration of the dynamics of egg load.
The lack of eggs for infected. boulardi females just after four days of parasitism adfivit
strongly decreased the invasion capacity of theagiamid species, at the advantage of its
competitorL. heterotoma

Our study reinforced the increasing evidence tlaatgites can be important to the
structuring of natural animal communities or fuoothg of ecosystems, particularly when
parasites alter the behaviour of hosts. A receaimge comes from the infection of the
herbivorous snailLittorea littorea by the digenean parasitéryptocotyle lingua Infection
with this digenean induces behavioural changes tenhost and consequently reduces
macroalgal biomass consumption by snails whatin taodulates snail’s influence on rocky
intertidal community of the northern Atlantic coadtNorth America probably through the
apparent severity of the physiological effects afgsitism on the digestive system of the
snails (Woodet al. 2007). In this model, the structure in ecologicértidal communities is
modified because at the origin, there is a pathoédgffect due to parasitism. In boulardi/
virus system, host fitness traits relevant to vimadpagation appear to be unaffected by viral
infection but the behaviour induced by viral martgion seems to be at the origin of
modification in the interaction between parasitgpecies and consequently in the structure of

parasitoid community.

Ecological significance
We also tested the hypothesis that during supespiara, virus could be horizontally
transferred from d.. boulardi egg to aL. heterotomaone and thus invade. heterotoma

population. However, viral infection was never dé&bel in L. heterotomathat were in



competition with infected.. boulardi In previous works, we never detected LbFV infacti
in L. heterotomaand interspecific horizontal transfer tentative \ofal particles using
superparasitism always failed (Pagdtal 2009; Patoet al. in prep. Taken together, the
results indicated a specific relationship betwebe virus and the.. boulardi species.
Specialist parasites can allow species coexistartee it would otherwise not be possible
due to the competitive exclusion of the weaker cetibgr (Fenton & Brockhurst 2008).
Therefore specialist parasites can play a poweofalin structuring ecological communities.

Field studies showed that LbFV can reach very Ipigdvalence in somke. boulardi
populations of the south of France (up to 95%)dPett al. 2009; Patott al. submittedl. In
the south of Francé, heterotomas outcompeted bl. boulardibut not eliminated since it is
maintained in proportions around 5% (Flewsy al. 2004). Previous works reports that
coexistence ofL. boulardi and L. heterotomawas due to environmental conditions (i.e.
temperature) (study in Tunisia: Cart@t al. 1991), by avoiding competition and local
differentiations of behavioural traits in the souwth France (Allemancet al. 1999), by a
temporal segregation of activity on a daily bad8eyqry et al. 2000) or by various
mechanisms of resource partitioning, mainly diffee in their host range (Fleust al.
2004). However, at that time, the presence of Lh¥as not controlled for, since it had not
been described yet. The decrease of the competidity of L. boulardi due to viral
infection may explain coexistence of the tla@ptopilinaspecies.

On the other hand, infection rates by LbFV appe&odoke very weak in the marginal
zone ofL. boulardi repartition (Patoet al. submitted, an area wheré. heterotomais the
most abundant parasitoid species. Does LbFV mdt#yinvasion capacity df. boulardr?
We could hypotheses that in the north, onlylUboulardi were observed because the virus

prevents its host to maintain when confronted withieasing densities &f heterotoma



Conclusion

Classically, horizontally transmitted parasites énabeen shown to influence
interspecific interactions through pathogenic dfemn host viability, fecundity or
reproduction. However, to our knowledge, this ie fitst time that a vertically transmitted
symbiont without lethal effect is shown to be inxed in host community structure and
biodiversity. The behaviour manipulation inducedtbg virus is at the origin of an indirect
change in the interaction between parasitoid spedike net effect of this manipulation on
local biodiversity seems positive: by reducing cetitppn for hosts, local coexistence lof
boulardi andL. heterotomas made possible. It is important to bear in mimolvever, that in
addition to virus presence and its prevalence, rotheiables (e.g., temperature, host
availability, competitors) simultaneously exertosig influence on parasitoid community

composition.
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individuals used for the competition experimentsuibes (dark bars) and in population cages
(clear bars). For the competition experiments ipet) ten females of each infection status
were tested. For the competition experiments iresag4 females of each infection status
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@scussion generale

La détection des virus faiblement pathogénes rdiffieile, les effets phénotypiques qu’ils
induisent pouvant étre confondus avec les caratispres propres de leur hote. Pourtant, ces
virus infecteraient une part importante des popaiatd’insectes. Che2. melanogastepar
exemple, Brun & Plus (1980) ont estimé que 39% 4fegopulations naturelles étudiées,
originaires d’Europe, d’Afrique et d’Amérique, éat infectées par au moins un virus de ce
type. Chez cette méme espece de drosophile, |s Wéunitable sigma a été trouvé a des
prévalences de 15% dans des populations natudsl&rece (Fleuriet 1976, 1983; Carpenter
et al. 2007). Dans certaines populations du sud de lacErace virus a méme atteint des taux
d’infection de 65% (Fleuriet & Periquet 1993). CHebellle Apis mellifera le virus DWV
(Deformed Wing Virysa été détecté dans 98% des adultes composaminesrtruches
francaises (Tentchewet al. 2004). Ce virus présente une transmission veeti@hen 2005;
Chen et al. 2006) en plus d'une transmission horizontale pacatien vecteurVarroa
destructoret n'a apparemment pas d'effets pathogénes farts@n héte (Tentchevet al.
2004). D’autres agents viraux a transmission vadiade la famille des réovirus ont été
détectés dans plus de 46% des populations natumdeparasitoides lépidoptéres sans que
I'on connaisse l'effet qu’ils induisent sur leurStés (Grahanet al. 2006). Il apparait que ces
virus héritables atteignent de fortes prévalen@es des populations naturelles d’insectes et
représentent ainsi d’importants acteurs potentielsl’écologie et de I'évolution de leurs

hoétes.

Nous avons tenté d’évaluer I'importance écologiquévolutive d’un virus héritable
infectant un insecte parasitoide de drosophiletediant le systemke. boulardi/ LbFV. Chez
la guépe, le comportement de superparasitisme aip@gare I'expression du phénotype étendu
induit par le virus. Cette manipulation comportetaénpermet une transmission horizontale
des particules virales. Ce virus, sans effet dédéteajeur sur les traits d’histoire de vielde
boulardi ou sur d’autres caractéristiques comportementalges, étre détecté apres la mise au
point d’'un outil moléculaire diagnostic de l'infem et sa prévalence au sein des populations

naturelles deL. boulardi a été estimée. La prévalence virale peut atteinid® valeurs



extrémement fortes dans certaines localités duestidie la France. La présence de LbFV a
été détectée chdz boulardiet non chez son compétitdur heterotomasuggérant une forte
spécificité de l'infection. Ceci a posé la questdml'impact de la présence du virus dans la
communauté de parasitoides, ou en d'autres terdeedimpact de l'induction d’'un tel
comportement sur la structure et le fonctionnenemtla communauté héte dont nous

discuterons dans cette derniére partie.

I- Manipulation parasitaire : une approche fonctionmnelle

Bien que de nombreux exemples de manipulation parasaient été décrits (Moore 2002;
Thomaset al. 2005), on sait encore peu de choses sur les diedogt conflits moléculaires
entre I'hbte et le parasite au cours du processusahipulation.

Chez le crustacé amphipo@ammarus culeparasité par des acantocéphales, Eain
al. (2006) ont pu établir que I'inversion du phototsitie du crustacé induit par les parasites
est fonctionnellement liée a une augmentation adiVité sérotonergique dans le cerveau des
individus infectés. La sérotonine (neuropeptide)ét® impliquée dans linversion du
phototactisme chez les crustacés amphipodes isfpatédes acantocéphales (Mayneircl.
1996; Tainet al. 2006) ou des trématodes (Helluy & Thomas 2003)isMa la voie
physiologique impliquée dans le phénoméne de métipo du phototactisme est mieux
cernée, le mode d’action précis de ces parasitagpulateurs n'est pas encore connu. |l
semble peu probable que les parasites puissentiiprode la sérotonine en assez grande
guantité dans le systeme nerveux de leurs hotest Icependant possible que les parasites
sécretent des substances interagissant avec @rsysierveux de I'hote. Il se peut aussi que
les parasites puissent directement agir sur leesgar’origine de la production de sérotonine
ou sur ceux des récepteurs du neuropeptide dacerteau des crustacés (voir Tanal.
2006 pour une discussion complete).

D’autres travaux récents se sont intéressés awamsices moléculaires de la
manipulation parasitaire qui fait intervenir unhmptére et son ver parasite nématomorphe.
Ces parasites manipulent le comportement de léitesen poussant ces derniers a un acte
suicidaire en se jetant a I'eau, ce qui permet @aagite d’accomplir son cycle de vie et de
rejoindre un habitat favorable pour la rencontrepdegenaires sexuels (Thometsal. 2002).

Au travers d'une approche de protéomique, Birein al. (2005) ont montré que le



nématomorpheSpinochordodes telliniipeut modifier le comportement de la sauterelle
Mecanema thalassinuen produisant des molécules « effectrices » qigisagt directement
sur le systéme nerveux central de I'h6te (largaggersburotransmitteurs, apoptose, production

de protéines mimétiques).

Le mode d’'action de LbFV suk. boulardi n'est pas connu. Un grand nombre
d’'espéces de parasitoides sont capables de retrentes hbtes parasités des hotes sains
(capacité de discrimination, van Lenteren 1981; &gphen & Visser 1990). Il semble que
des marquages internes ou externes de I'hGte permeiLx insectes de connaitre son statut
d’infestation ce qui semble étre le cas chebhoulardi(Varaldi 2003). Le virus pourrait alors
induire une déficience dans la perception du signalans son intégration.

Chez L. boulardi la perception du signal pourrait se faire parvipositeur
(reconnaissance interne), comme chebketerotomgvan Lenteren 1976). La femelle pique la
larve hbte avec son ovipositeur et la perceptiorsignal se faitvia les chémo-récepteurs
disposés a lI'extrémité de I'organe d’ovipositioresGécepteurs pourraient étre des cibles de
la manipulation parasitaire ce qui induirait unendeconnaissance des hoétes parasités
conduisant a I'acceptation de ces hotes par la lfenparasitoide. Les récepteurs ont été
étudiés en détails chdz heterotomaet il apparait que chacun des sept chémo-récepteur
existant est innervé par six neurones (van Lenterah 2007). L’hypothése proposée est que
le virus pourrait altérer ces connexions neuronalesqui diminuerait la capacité de
discrimination dd.. boulardi Les femelles infectées par LbFV accepteraierdi @la pondre
dans des larves de drosophiles déja parasitéesrfgupsitisme) contrairement a celles non
infectées par LbFV.

L’infection virale pourrait également étre a I'dng d'une déficience dans
lintégration de I'information du marquage de I'B6tEn début de thése, le virus avait été
recherché et observé seulement dans les organesduefeurs de.. boulardi expliquant
pourquoi nous avons choisi ces tissus pour comstltes banques soustraites. Grace a I'outil
moléculaire, nous avons depuis détecté le virusidusn dans 'abdomen de la guépe, que
dans la téte et le thorax (Patgdtal. 2009). On peut faire I'hypothése que le virusralte
traitement du signal a I'origine de la discrimiatides hétes en infectant le systeme nerveux
central (SNC) de la guépe. Plusieurs études omgor&p les effets directs et indirects des
parasites sur le SNC de leurs hotes (Adamo 200@H& Thomas 2003; Biroret al. 2005).

Néanmoins, il faudrait que cette action de LbFV #&rSNC del. boulardi modifie



spécifiguement le comportement de ponte de la gpésgu’aucun autre comportement ne

semble modifié par I'infection (Varaldit al.2006b).

Des études de I'expression différentielle des gedesl'’h6te selon son statut
d’infection, comme I'expérience de transcriptomiguéalisée durant ce travail de these,
peuvent permettre d’apporter des éléments de répanses hypothéses puisque le virus
pourrait altérer la transmission de I'influx nerxeau le SNC en manipulant I'expression
génique du parasitoide. En plus d’analyser le ecanties banques soustraites obtenues durant
cette thése, il pourrait étre intéressant de comstrd’autres banques a partir d’organes
différents deL. boulardi L'ovipositeur pourrait étre un choix judicieuxirafd’étudier la
premiere hypothése (effet sur la perception duagjgoncernant la seconde hypothese (effet
sur l'intégration du signal), il pourrait étre esagé de réitérer la construction d’'une banque
soustraite a partir de la téte des femelleboulardidans le but de se focaliser sur I'analyse
de I'expression différentielle des genes du cendmliinsecte. Comparer différentes banques
construites a des temps différents pourrait égatéraagmenter les chances de mettre en
evidence des génes de I'héte voir du virus implgdiéns la manipulation parasitaire. Dans le
cas du systemelL. boulardi / LbFV, la recherche des facteurs responsables du
superparasitisme peut se révéler plus subtile gune d’autres cas biologiques car il ne s’agit
pas d’'un comportement nouveau pour I'héte (commeepample le comportement suicidaire
du grillon ou de la sauterelle ; Thomas al. 2002) mais de I'expression exacerbée d'un

comportement faisant parti du répertoire comporteaienormal de.. boulardi

[I. Epidémiologie du virus

La mise au point d’'un outil moléculaire de détettde I'infection a permis d’étudier la
prévalence de LbFV dans les populations naturdids boulardia I'échelle du quart sud-est
de la France. Nous avons mis en évidence des salleuprévalence de LbFV tres variables
selon l'origine géographique des populations :eseles plus au sud présentent d’'importants
taux d’infection alors que celles les plus au nédthantillonnées a la limite de l'aire de
répartition deL. boulardi présentent des prévalences tres faibles voir swulles’agit de la
premiére approche épidémiologique du virus sur daebd’'un diagnostic moléculaire de
l'infection. Il se pose désormais la question smoigea quels sont les facteurs pouvant



expliquer I'épidémiologie de LbFV ? Nous proposalifserentes hypotheses, pas forcément

exclusives les unes des autres, différents facfgmusant expliquer I'épidémiologie du virus.

Le mode de transmission d'un symbiote est un pdaraménajeur pour la
compréhension de son maintien et de ses effetsléspspulations hétes. Pour un symbiote a
transmission exclusivement verticale, les intédits deux partenaires vont s’aligner et tout
symbiote induisant un codt sur la fithess de sdr kéra contre-sélectionné (excepté pour les
parasites de la reproduction). A l'inverse, poursymbiote transmis horizontalement, les
fithness des deux partenaires tendent a divergdesetsymbiotes virulents pourront étre
sélectionnés, dés que leur virulence augmente tieursmission. La situation est plus

complexe pour les symbiotes a transmission mixeiale et horizontale).

Dans le systeme. boulardi/ LbFV, les deux modes de transmission sont présent
(Varaldi et al. 2003). Selon les conditions écologiques commeetesite en parasitoides et en
drosophiles, les opportunités de transmission caddi et horizontale peuvent varier. La
transmission verticale va permettre au virus dlgtate nouvelles voies d’infectiomia le
potentiel de la transmission horizontale qui peutiralieu entre une larve de parasitoide
infectée et non infectée lors d’'un événement demagasitisme. Il se pose la question des
conséquences des deux types de transmission gigvalence de LbFV dans les populations
delL. boulardien fonction de I'hétérogénéité environnementale.

Dans les cas d'un faible ratio parasitoide/hédébl@ compétition pour les larves de
drosophiles), les événements de superparasitismdasbles et par conséquent, la probabilité
pour le virus de se transmettre horizontalementeégent. Dans ce cas-la, les prévalences de
LbFV se maintiennent a un niveau bas. Si le rai@gitoide/hote est fort (forte compétition
pour les larves de drosophiles), les événementiderparasitisme vont étre plus fréquents,
augmentant la probabilité que des transferts hot@ox de particules virales se fassent. Il est
par conséquent attendu une forte prévalence de LbFV

Cette relation entre disponibilité en hétes drbdlep et efficacité de la transmission
des particules virales pourrait expliquer le gratlides prévalences de LbFV obtenu durant le
travail de cette thése. Les populations méditeeanés présentent de fortes densités en
parasitoided.. boulardi et la compétition pour les drosophiles est impuggFleuryet al.
2004). En remontant vers le nord, les populatiomé.dooulardi diminuent en densité (R.
Allemand, com. pers.) avec, pour celles échantiéas a la limite de I'aire de répartition de

cette espéce, de petites populations nouvelleméali€s. Cependant, l'intensité du



superparasitisme mériterait d’étre mesurée danspopslations naturelles de. boulardi
réparties le long de la zone d'étude (zone médiéenne jusqu’'au nord de Lyor).
boulardi étant une espéce dont l'aire de répartition egpregression vers le nord, un suivi
annuel nous permettrait de suivre I'évolution deptavalence de LbFV en fonction de la

remontée de son hoéte et de pouvoir confirmer oesasi.

Un autre facteur pouvant étre impliqué dans I'épitblogie de LbFV est la
température. Ce parametre est variable entre tiEsatites localités ou les populationslde
boulardi ont été échantillonnées dans le but de mesurgrdaalence de LbFV. Cette
variabilité suit un gradient nord-sud croissantittoomme les taux d’infection de LbFV. Il
semble qu'une température trop élevée puisse éfaste aux particules virales comme l'a
suggéreé I'étude de Varaldi (2003). Lors de l'analge la prévalence d’'une population de
Gotheron durant I'été 2003, il a été observé ungabe disparition du virus au mois d’aodt
sans doute liée a I'exceptionnelle canicule deecatinée (I'infection réapparait ensuite en
septembre). A l'inverse, il se pourrait qu’une trfajble température puisse réduire les taux

d’infection du virus en agissant négativement suréplication par exemple.

Un autre scénario pouvant expliguer le gradientisud croissant des prévalences de

LbFV peut étre énoncé. Il est possible que I'ineasies populations de boulardipar LbFV

soit récente ce qui pourrait expliquer ce gradiees populations africaines de boulardi
auraient pu étre infectées par ce virus au comfacte autre espéce. Les populations de la
c6te méditerranéenne auraient par la suite été&ctéds et I'infection remonterait alors
progressivement vers le nord. Les prévalencesegralbservées ne correspondraient donc pas
a I'équilibre épidémiologique, l'invasion du virgant en train de se réaliser. Ce type de
scénario a été proposé pour dautres types de nsgsténsecte/virus afin d’expliquer

I'invasion de certaines espéces par des infectioates (Carpentest al. 2007).

Les études épidémiologiques de ce travail de tlséssont aussi intéressées a la
circulation du virus LbFV au sein de la communadi parasitoides de drosophiles.
L'efficacité de la transmission horizontale étaMérge au niveau intraspécifique et la
compétition pour les hétes entreboulardi etL. heterotomgouvant étre forte (événements
de multiparasitisme probables), il se posait lastjae du transfert de LbFV de boulardi
vers L. heterotoma Nous n’avons pas mis en évidence la présence iais ¢hezL.

heterotomgPatotet al. 2009) et il n’a pas été possible de transférepdetcules virales entre



L. boulardi et L. heterotomadors d’'un événement de multiparasitisme. Il sendnac que
cette espéce soit réfractaire a l'infection (Patatl en préparation). Ce point est & compléter
dans l'avenir en élargissant I'étude du spectreédtd’hdu virus aux autres parasitoides en
compétition avec L. boulardi(Asobara tabida ou [I'hyperparasitoide facultatif
Pachycrepoideus dubius A partir de l'analyse d'une population naturgllghéte D.
melanogastenon plus ne semble pas infecté par LbFV (Pettad. 2009).

LbFV semble étre spécifique la boulardi et atteint de fortes prévalences dans
certaines populations de cette espéce de parastoitl se pose alors la question des
conséquences de linfection virale sur la structdes communautés de parasitoides de

drosophiles.

[ll. Co-évolution entre les partenaires

[11.1. Variabilité génétique et co-adaptation

La mise au point d’'un outil moléculaire diagnodgtie I'infection par LbFV nous a permis
d’aller plus loin dans I'étude de la variabilité damportement de superparasitisme chez
boulardi. Mais nous n’avons pas réeussi a mettre en évidéaeriabilité génétique ayant des
conséqguences sur la manipulation comportementadiel mioté parasitoide, ni du c6té virus.
Nous restons cependant prudents sur ces résudratsstagissait d'une premiére tentative. Le
protocole pourrait étre amélioré en augmentanbhabre de génotypes hoétes et virus étudiés
ainsi que le nombre de réplicats. Il est en eftetsfble qu’une variabilité environnementale
importante ait masqué une éventuelle variabilitéegjgue. En outre, une seconde expérience
réalisée par la suite suggére l'existence d’uneabdité génétigue du comportement de
superparasitisme coté héte (Martinez 2008).

D’autre part, les virus présentent généralemenmmbirtants taux mutationnels
affectant leur expression phénotypique et il esispgabe que ce soit le cas pour LbFV ce qui
pourrait induire des différences dans la manipotatomportementale de boulardi Des
études actuellement en cours viennent de mettéxidence un polymorphisme important sur
d’autres séquences virales (M. Maalouly, masteiD&).maniere tout a fait intéressante, il a
aussi été mis en évidence I'existence d’'un nouweaiant de LbFV dans une population du

sud de la France (Avignon) (Martinez 2008). Malgirée délétion sur la séquence ADN



connue, ce variant induit un comportement de sw@pasgtisme mais il reste a comparer
lintensité du superparasitisme entre ce variantedti habituellement étudié sur un méme

génotype de parasitoide ainsi que sa capacitéiuevas

L’existence de différentes souches virales posejuastion suivante: lors d'un
événement de superparasitisme, est-ce que la soiraleede la seconde femelle parasitoide
infestante va pouvoir éliminer la souche viraleidéste originaire du premier ceuf de
parasitoide pondu dans la larve de drosophile @ &rires termes, est-ce que la souche virale
résidente joue le «rble de vaccin » en empéchamsuper-infectionife. le remplacement
d’'une souche virale par une autre) ? Si oui, gaeltnt les conséquences sur I'évolution de la
manipulation comportementale ? Cette question aaBtédée par une approche théorique
selon la probabilité de transferts horizontaux 08\ (Varaldiet al. soumis ; cf. annexe 5).

Intéressons-nous dans un premier temps au casnyl plas de remplacement d’'une
souche virale par une autre. Lorsque la probabdiétransmission horizontale du virus
augmente, la prévalence virale augmente égalemeisgiye la diffusion du virus entre
parasitoides de génotypes différents est favorlsgeconsidérant que la situation correspond
a celle observée a I'éequilibre épidémiologique pfavalence virale augmente et donc les
opportunités de transmission horizontale diminugnie plus faible tendance a superparasiter
devrait étre sélectionnée. Paradoxalement, unes fprévalence du virus devrait donc
sélectionner une plus faible tendance a superparasi

Dans le cas ou le remplacement d’'une souche vpaleune autre est possible,
I'évolution de la stratégie optimale du superpdissie du virus va étre différente. Lorsque la
probabilité de transmission horizontale du virusfaile, la prévalence virale est faible (a
I'équilibre épidémiologique). Si la probabilité transferts horizontaux est augmentée, il y a
sélection pour plus de superparasitisme, la souvichke résidente pouvant étre remplacée par
une souche virale induisant plus de superparagtigince jusqu’a un seuil de probabilité de
transferts horizontaux ou la prévalence de LbF\Vtektment élevée que les opportunités de
transferts horizontaux deviennent plus faibles. Daes conditions, il devrait alors y avoir
sélection pour moins de superparasitisme.

Il pourrait étre envisagé de tester ces préedictsunsdes souches virales issues de
populations naturelles de. boulardi présentant des prévalences de LbFV différentes et
d’analyser l'intensité du superparasitisme qu’elteuisent. Cela pourrait se faire a partir de
populations de parasitoides échantillonnées dansié et le sud du quart sud-est de la

France ou nos résultats montrent des prévalencaswparticulierement distinctes.



Si polymorphisme génétique il y a, une évolutiorsgistéme hote-parasite est possible
en permettant a chacun des partenaires de faiee dax changements sélectifs dans une
situation ou I'hétérogénéité environnementale mweuniduire a la mise en place d’adaptations
locales. Pour le parasitoide, selon les conditiocales telles que la densité en drosophiles, le
comportement des autres femelles ou la prévalemcelliFV, la valeur adaptative du
superparasitisme varie (van Alphen & Visser 19@andonet al. 2006). Pour le virus, ces
variations environnementales conditionnent la waladaptative de la manipulation
comportementale selon les opportunités de trassfentizontaux entre individus boulardi
Selon les conditions locales rencontrées, il y aaomflit d'intérét plus ou moins important
entre le virus et le parasitoide (Gandral. 2006). Les intéréts tendent a converger en cas de
forte compétition pour les larves de drosophilésiaion dans laquelle le parasitoide peut
bénéficier du superparasitisme.

Une adaptation locale du virus pourrait se tradyiee une différenciation de sa
capacité a manipuler le comportement de son hétguiefavoriserait une transmission
optimale. En réponse a linfection virale sur laagtgie de ponte, il pourrait y avoir eu
sélection de génes de résistance chez le parasitdd¢anmoins, sur les données
expérimentales actuellement disponibles, aucuristaése de la manipulation virale n’a pu
étre mise en évidence puisque les individus derdiftes lignées iso-femelles ayant
nouvellement acquis le virus par transfert horiabnilors dun événement de
superparasitisme) (Patet al. 2009) ou par transmission verticale (Martinez 2008t
exprimé un comportement de superparasitisme.

L’étude d’'une adaptation locale entre le virus eetphrasitoide peut étre envisagée
expérimentalement par transfert horizontal de palds virales originaire d’'une localité A
vers une souche de parasitoide originaire d’unalitécB et inversement (protocole croise).
Les différentes expériences de transferts horizontaalisées pendant la these ont montré
gu'il est possible de transfecter des populatiologyéées de l'origine géographique d’ou
provient la souche virale. Les résultats obtenussnant également appris que l'infection
virale peut s’installer et étre transmise aux dedaats. |l est donc potentiellement possible
d’étudier la co-adaptation entte boulardi et LbFV en mesurant divers paramétres de la
fitness du parasitoide (mortalité, fécondité, tésise, longévité, capacité compétitive) et du
virus (charge virale, manipulation du comportengmponte).

Nous avons jusque-la discuté du comportement dergamsitisme des femelles

infectées par LbFV. Un autre point intéressantvwelgar les travaux théoriques de Gandbn



al. (2006) concerne le comportement des femelles nfecttées par LbFV. En cas de co-
évolution avec un virus manipulateur du comportenigme LbFV), il est prédit que ce sont
des stratégies de superparasitisme plus faiblesngabsence du virus qui devraient étre
sélectionnées chez les femelles non infectées.uAdeg prévalences de LbFV trés variables
dans le sud-est de la France, il pourrait étre eoéngexpression du comportement de
superparasitisme pour des femelles non infectéagnaires de populations exemptes
d’infection virale a celui de femelles non infedéeriginaires de populations a fortes
prévalences virales. Si la prédiction du modeélevesifiee, on s’attend a une plus faible
intensité dans l'expression du superparasitismer p@usecond groupe de femelles non

infectées.

[11.2. Evolution conjointe des caractéres ?

Le codt physiologique de. boulardia I'infection par LbFV semble relativement failjégude

au laboratoire ; Varaldit al.2005a). Cependant, lors de I'expérience de conmuén cages

a population, nous avons mesuré le stock d’'ceufdeameslies infectées et non infectées par
LbFV et nous avons noté une valeur plus faible dearfemelles infectées que pour les
femelles saines. Il s'agit d'un résultat inattermtisque lors d’'une étude précédente, il avait
été obtenu un résultat contraire : le stock d'oelds femelled.. boulardi infectées était
apparu positivement influencé par la présence de/L{511%) (Varaldiet al.2005a).

La souche virale et le parasitoide utilisés dassti@vaux de Varaldet al. (2005a)
étaient originaires de Sienne (ltalie) (associasgmpatrique). La souche virale ayant été
perdue par la suite, les études réalisées darslte de I'expérience de compétition ont utilisé
le méme génotype insecte mais une souche virg@ane de Gotheron (France) (association
allopatrique). Si l'association parasitoide/virusegente une co-adaptation locale, il se
pourrait que la différence entre les deux résulpatsriennent du fait que dans un cas a été
étudié le stock d’'ceufs des femellesboulardi pour une association sympatrique et dans

I'autre pour une association allopatrique, ce @uidtit a favoriser les premiers résultats.

Le stock d’ceufs des femellesboulardiinfectées est un parame#agriori essentiel a
la propagation du virus. Rappelons que les femellé®ulardisont pro-ovigéniques, c’est-a-
dire qu’a leur naissance, elles ont leur stock @oguasi définitif. La limitation en ceufs pour
les femelles va donc dépendre de la taille de ##ack d'ceufs. Il se pose la question

suivante : qu’est-ce qui pourrait expliquer cetteggraentation du stock d'ceufs chez les



femelles infectées par LbFV observée lors des trawie Varaldiet al. (2005a)? Il pourrait
s’agir soit d'une adaptation du parasitoide en mépoa linfection virale, soit d’'une
adaptation du virus, ce qui augmenterait sa prop@nsmission, linduction de
superparasitisme nécessitant une ressource enirggdgante. Un conflit d’'intérét pourrait
ainsi émerger entre les deux partenaires. Le nomptienal d’ceufs pourrait étre supérieur
pour le virus que pour le parasitoide : en causegdspillage en ceufs induit par le
superparasitisme ; sachant que pour le parasit@dgmenter son stock d'ceufs signifie
allouer moins d’énergie a d’autres traits d’hisaie vie.

Ces guestions ont été abordées au travers d'wpred® de modélisation (Gandeh
al. en préparation) d’'ou ressortent deux scénariosilpes quant a I'évolution du stock
d’ceufs des femelles infectées par LbFV. Le premé&nario suggére une augmentation du
stock d’ceufs chez les femelles infectées due aplasticité phénotypique adaptative. Les
femelles infectées ont « malgré elles » un tauwig@sition supérieur aux femelles saines.
Elles encourent donc plus de risques d’étre lirsitéa ceufs. En augmentant leur stock
d’'ceufs, les femelles infectées diminuent ce risdue.second scénario propose que cette
augmentation du nombre d’ceufs a I'émergence saibhséquence de la manipulation virale.
Dans ce cas, il s’agirait d’'une réponse adaptativevirus puisque cela lui procure des
opportunités supplémentaires de transferts ho@onét verticaux.

Dans le cas du stock d’'ceufs, les intéréts des datenaires semblent donc s’aligner
puisque le processus de co-évolution sembleradriser une augmentation du stock d’ceufs
des femellesL. boulardi infectées par LbFV. D’apres les résultats du mmdeébus ne

pouvons dona priori pas distinguer entre une réponse du parasitoidie @irus.

IV- Les parasites manipulateurs au sein des écosgshes

« Les hotes manipuldpar des parasitegleuvent étre vu comme des organismes complexes
parce qu’ils conservent quelques unes des proiété&pécificités des individus non infectés
mais expriment également de nouveaux caracteresaqtiimpliqués dans des interactions
directes ou indirectes avec d’autres espéeces elésucongeneres (Lefevre 2009). De par la
singularité de leurs effets et leur forte prévaéefjusqu’a 95% pour LbFV), il est d’un intérét

majeur d’étudier quels peuvent étre les impacteate symbiotes sur les écosystemes dans



lesquels ils évoluent afin de compléter les corsaeises déja recueillies sur le role des
parasites au sein des communautés d’organismes ({Boulin 1999).

Les manipulateurs du comportement peuvent entradesr modifications dans les
réseaux trophiques et les flux d’énergie ainsidpes la stabilité des écosystemes. Ils peuvent
aussi engendrer la création de nouveaux habitatsle® organismes libres de la communauté
ou encore altérer les interactions intra- et itécgfiques (Lebarbenchaat al.2007; Lefévre
2009). C’est dans ce dernier cadre que I'on peaalacer I'effet de LbFV sur la communauté
des parasitoides de drosophiles. Nous avons envefigu’'en altérant la gestion des ceufs de
L. boulardien for¢ant celle-ci a pondre de maniere excesims les larves de drosophiles, le
virus engendre indirectement une modification désractions compétitives entice boulardi
etL. heterotoma

La forte spécificité de l'infection (présence duug chez.. boulardimais pas chek.
heterotoma donne un aspect particulier a l'issue de la cditipé. En infectant I'espece
compétitrice  dominante, un parasite peut étre aigilee d’'un changement dans la
composition de la communauté héte en permettdespdce dominée de persister voir méme
avec un renversement de l'issue de la compétilidiespeéce habituellement dominante est
fortement affectée par l'infection (en fonction dagré de virulence infligé) (Anderson &
May 1986; Schall 1992). Dans la zone méditerranéemn la prévalence du virus est trés
élevée, LbFV pourrait permettre le maintien de heterotomadans les populations en
diminuant les capacités compétitives de boulardi laissant ainsi « une chance » a sa
compétitrice. Le rbéle de LbFV sur la structure desmmunautés de parasitoides de
drosophiles est d’autant plus plausible que l'effetla manipulation comportementale est
immédiat. Contrairement a d’autres effets indiredts parasitisme (comme l'effet sur la
densité), les répercussions de l'effort de pontglaobservé chez les individlis boulardi
infectés se font immédiatement ressernitir,heterotomabénéficiant de cette situation lui
permettant d’augmenter ses effectifs. Dans les latipas del. boulardiou la prévalence de
LbFV est apparue forte, 'impact du virus sur laisture des communautés de parasitoides de

drosophiles pourraient se révéler significatif.

Le maintien de la coexistence de ces deux espexgmaihsitoides sur une méme
ressource que constitue les larves de drosophiedt aéja suscité des travaux. De
précédentes études suggerent lquieeterotomgeut se maintenir en présencelddoulardi

par le biais de divers mécanismes complémentaségrégation temporelle (saisonniére et



circadienne), partage des hétes sur une base igpécét spatiale, adaptation locale des traits
de vie avec ajustement de la capacité compétitese aspeces (Carton 1986; Fleury 1993;
Fleury et al. 2004). L'effet de LbFV sur les interactions conifpéts entrel.. boulardiet L.
heterotomaconstitue une nouvelle hypothese permettant digxet la coexistence de deux
especes dans le sud-est de la France, la ou lgalgmées virales les plus fortes ont été
mesurées.

Bien qu’un effort ait été fait pour s’approcher demditions naturelles (expériences
en tubes réitérées ensuite en cages a populatiomgjavail a été réalisé au laboratoire.
mangue maintenant des études relatant le réleatasifes manipulateurs sur la structure des
communautés d’hétes et réalisées en conditiongel@st Un moyen de répondre a cette
guestion serait de réaliser des échantillonnagegadasitoides dans différentes localités du
sud-est de la France ou les prévalences de LbFVvsombles afin de relier prévalence de
l'infection et proportion del. heterotomaversusL. boulardi Nous avons tenté ce type
d’expériences pour deux localités : Sonnay (9 @Ege Epinouze (10 pieges). Mais aucune
relation entre les deux parametres n'a été miseévedence, sans doute a cause de la

prévalence trés similaire des deux populations (Bb¥%s Sonnay et 34% pour Epinouze).

Conclusion

Il existe des virus a transmission verticale gumaiisent pas d’effets pathologiques forts sur
leurs hétes. Pour se maintenir a des prévalenesgad dans les populations hétes, certains
ont développé des stratégies étonnantes commerigpuigtion comportementale de I'hote.
Le virus LbFV induit un comportement de superpaissie favorisant sa propagation au sein
des populations de parasitoide de drosophild®ulardi Ce travail de thése a montré que ce
virus n'est pas anecdotique avec des prévalencegapb étre proches de la fixation. Ces
systemes hote/parasite originaux restent encoreepaliés et leur importance au sein des
ecosystemes est a évaluer. Les travaux de cette tmé mis en évidence l'impact de LbFV
sur les interactions compétitives interspécifiqciesz les parasitoides de drosophiles. La prise
en compte de ces micro-organismes peut donc sderéeésentielle si I'on souhaite

comprendre le fonctionnement des écosystemes.
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- ANNEXE 1 -

Construction de la banque soustraite

|. Matériel biologique

I.1. Lignées dé.. boulardi

Pour construire la banque soustraite, nous avaliseues lignées iso-géniques deboulardi
de référence ,§ (phénotype S) et N§ (phénotype NS) (cf. chapitre I, partie 111.2.1)eC
deux lignées partagent le méme background génégigeeul leur statut d’infection a LbFV

different.

|.2. Elevage des parasitoides.

Dix femelles de chacune des deux lignérseE NS¢ ont été testées par leur comportement
de superparasitisme suivant le protocole standamlistest comportemental (cf. chapitre |,
partie 11.2.5) afin de vérifier leur phénotype S8 et d’en déduire leur statut d’infection par
LbFV. Chacune de ces femelles a ensuite été repidags un tube d’élevage en conditions
contrblées.e. sur 100 h6te®. melanogasterL’ensemble de ces lignées iso-femelles e
NS¢ ont été mises en développement en chambre clieatis25°C (LD 12 :12 ; RH=70%).

[.3. Dissections des tissus reproducteurs.

Les appareils reproducteurs (ovaires et glandeninyent été disséqués sous une loupe
binoculaire dans du liquide physiologique (RINGER}) des femelles agées de deux jours (+
1 jour). Pour cela, les individus ont préalablemét& endormis au froid. Le travail s’est
effectué au froid, en conditions RNase Free. L&t disséqués ont de suite été plongés dans
250 pl de tampon RLT+R3-ME afin de préserver 'ARM « RNeasy », Qiagen, France) puis
broyés et le lysat a été homogénéisé avec unegsetin

N.B : Nous avons testé le comportement de pontesomss des individus disséqués par test
comportemental standard (cf. chapitre |, part.5) afin de vérifier leur phénotype S ou NS.



l.4. Extraction des ARN totaux.
Les ARN totaux des tissus reproducteurs des femiellboulardi S« et NS ont été extraits

a l'aide du kit « RNeasy Kit » (Qiagen, France)oseles instructions du fabricant. 250 pl
d’éthanol absolu ont été ajoutés au mélange. Apassage sur colonne RNeasy, I'élution

finale s’est faite avec 100 pl d’eau ultra-pure.

|.5. Préparation des ARNm.

La préparation des ARNm a été realisée a l'aidekilu« PolyATract mRNA Isolation
Systems » (Promega, France) selon le protocole atl&8nale mMRNA Isolation : PolyATract
System Il ». 3 ul d'une amorce oligo(dT) marquéla hiotine ont été ajoutés a chacun des
échantillons d’ARN totaux (S et NS) préalablememiudfés a 65°C. Cette amorce s’hybride
a la région polyA présente en 3’ des ARNm matukes. molécules hybrides formées ont
ensuite été liées a la streptadivine couplée abiless magnétiques ce qui permet leur
séparation des ARN non messagers. Les ARNm oniterété élués par un total de 250 pl
d’eau ultra-pure et précipités par ajout de 4 uhd’solution de 20X EDTA/glycogéne et de 2
vol. d’éthanol absolu (EtOH-100) et 0,5 vol. de Nitétate (7,5 M).

[I. Construction de la banque d’ADNc

La banque soustraite d’ADNc a été construite ad€adu kit « BD PCR Select cDNA
Subtraction » (Clontech, Etats-Unis). Deux modalidé soustraction ont été réalisées : (1) la
modalité | par soustraction des ADNc N%driver) aux ADNc Ss(teste); on sélectionne
ainsi les ADNc différentiellement exprimés chez iedividus S; (2) la modalité NI par
soustraction des ADNc & (driver) aux ADNc NS (teste); les ADNc differentiellement

exprimeés chez les individus N&sont ainsi mis en évidence a leur tour.

Il.1. Synthése des ADNCc.

Les ADNc de chacune des deux modalités | et Nl&étsynthétisés a I'aide du kit «BD
SMART PCR cDNA Synthesis » (Clontech, USA) selasilestructions du fabricant et selon
I'article de Hu & Hirshfield (2005). Pour chacunsdéchantillons, le premier brin d’ADNc a

été synthétisé en mélangeant 3 pl d’ARN polyA+ @ e "SMART Il A Oligonucleotide”
(12 uM) et 1 pl de "3’ SMART CDS Primer Il A" (12M). Le mélange a été incubé pendant
2 min a 70°C puis 2 ul de "5X First-Strand Buffet"uL de DTT (20 mM), 1 ul de 50X



dNTP (10 mM) et 200 unités de "MMLV PowerScript Rese Transcriptase" ont été
ajoutées. Le mélange a ensuite été incubé 1h a. 4@l de TE 10-1 ont été ajoutés au
mélange sans étre chauffés par la suite. Le prdmireid’ ADNc produit a été purifié sur une

colonne de silice suivant le protocole du kit « @&z SV Gel and PCR Clean-Up System »
(Promega, France).

L’amplification des ADNc s’effectue simultanémentaasynthese du second brin (de
par les propriétés de "dC Tailing et de Templat&@ing" de la transcription reverse): 14 ul
du premier brin d’ADNc ont été mélangés a 2 pl X SINTP (10 mM), 2l de 5 PCR
Primer Il A (12uM), 10ul de "10X Advantage 2 PCR Buffer" eti? de "50X Advantage 2
Polymerase Mix" dans un volume final de 104 Le programme de PCR effectué a été le
suivant : entre 17 et 23 cycles de 15 sec a 950Ge8 a 65°C et 6 min a 68°C. Afin que la
proportion initiale de chaque transcrit présentsdiééchantillon soit conservée, la réaction

d’amplification est arrétée en phase exponentielle.

[1.2. Digestion enzymatique.

Pour chacune des deux modalités | et NI, les ADdéteret driver ont été digérés avec 15
unités d’enzyme de restriction Rsal pendant 4 A°&3Aprés l'arrét de la digestion par ajout
de 8 ul de EDTA (0,5 M, pH=8,7), les ADNc ont étdrifiés par deux passages sur colonne
de silice du kit « Wizard SV Gel and PCR Clean®jstem » (Promega, France), élués a

chaque fois avec 50 pl d’eau ultra-pure.

[1.3. Ligation des adaptateurs.

L’ADNc testera ensuite été séparé en deux fractions identidees ul qui ont chacune été
liguée avec un adaptateur spécifique, 1 ou 2Rnembant une nuit a 16°C chaque fraction
d’ADNCc avec 2 ul de I'adaptateur spécifique (10 givicun), 2 pl de "5X Ligation Buffer” et
400 unités de "T4 DNA Ligase" dans un volume fidal10 pl. Ces adaptateurs permettent
par la suite d’effectuer une amplification PCR A&iNc d’'intérét grace a des amorces fixées

sur ces adaptateurs.

11.4. Hybridations entre ADNdriver ettester

Le principe de la SSH préconise deux hybridatiatesssives des ADNiriver ettesterafin
d’isoler les transcrits spécifiques de la populattbADNc testerd’intérét et de maximiser

I'’élimination des ADNc communs aux deux modalités.



[1.4.1. Premiéere hybridation
La premiére de ces hybridations a été réaliségoenaat 1,5 pl d’ADNcdriver a 1,5 ul de
chaque fraction d’ADNd¢ester(deux fractions liguées a des adaptateurs difféyest 1 pl de
"4X Hybridization Buffer". Lors de I'étape de ligah, les ADNctesteront été dilués au
1/6°™ Dans ce mélange, les ADNciver sont en excés par rapport aux ADfester (ratio
1/30). Les échantillons ont ensuite été dénatuagsaption de la chaleur a 98°C pendant 1
min 30 sec puis incubés a 68°C pendant 8 h poungténe I'hybridation des ADNc simples
brins entre eux de maniere spécifique. A la suiteette premiere hybridation, la population
d’ADNc simples brins restante est enrichie en sggee sur-exprimés dans la condition
tester les ADNc communs aux populatiodsver ettesterformant des hybrides.

[1.4.2. Seconde hybridation
Lors de la seconde hybridation, les deux échansll@’ADNc issus de la premiere
hybridation ont été mélangés. 1 pl d’ADNciver dénaturé a été ajouté afin d’enrichir le
mélange en séquences différentiellement exprimiéemélange a ensuite été incubé une nuit
a 68°C sans étape de dénaturation préalable. 20€ ‘[Dilution Buffer" y ont été ajoutés et le
mélange a été incubé 7 min supplémentaires a @3Qwouvelles molécules hybrides ont été
formées avec a leurs extrémités, des adaptatedidredis, correspondant aux génes

préférentiellement exprimés dans la conditesterd’intérét.

[.5. Amplification des ADNc préférentiellement ekpés dans la condition d’intérét.

Les ADNCc différentiellement exprimés ont été sp§oément amplifiés au cours de deux
réactions PCR successives. Afin de créer le sitéP@R Primer 1", les brins manquants des

adaptateurs ont préalablement été complétés paraumte incubation a 75°C.

[1.5.1. PCR sélective et suppressive
Au cours de la premiere amplification PCR, seuls ADNc doubles brins ayant deux
adaptateurs différents a leurs extrémités sontifiégotle facon exponentielle. Pour celayl1
d’ADNCc ont été mélangés a Obde "50X Advantage cDNA Polymerase” mixyllde "PCR
Primer 1" (10uM), 0,5 ul de "dNTP mix" (10 mM) et 2,5 de "10X Advantage2 PCR
Buffer" dans un volume final de 28. Le programme de PCR effectué a été le suivamhin
a 75°C puis 27 cycles de 30 sec a 94°C, 30 se€@ &6l min 30 sec a 72°C.



[1.5.2. Traitement a la mung bean nuclease
La mung bean nuclease (MBN) est une enzyme catdlysdimination spécifique d’ADN
simple brin. Afin d’éliminer les faux-positifs patiels, les produits PCR issus de la premiere
réaction ont été digérés par la MBN (Promega, Fpagec 20 ul de tampon MBN 5X et 10
unités de MBN pour un volume final de 100 pl. Lelange a été incubé 30 min a 37°C.
Apres la phase de digestion, le mélange a subétape d’extraction par phénol puis les ADN
ont été précipités avec 2 vol. d’éthanol absol@{EtL00) et de 0,5 vol. NAAcétate (7,5 M)
pendant 1h a -20°C. Le culot a subi deux lavagesessifs avec 1 ml d’éthanol 75% (EtOH-
75) et repris dans 17 pl de TE 10-1.

[1.5.3. PCR nichée

Afin de réduire encore le bruit de fond et de pdtraain enrichissement en séquences ADNCc
testerdifférentiellement exprimées, une seconde amplifinn a été réalisée sur les produits
PCR issus de la premiére réaction et digérés gdBls. 1 ul de ces produits PCR (dilués au
1/16™9 ont été mélangés a 0,8 de "50X Advantage cDNA Polymerase mix",l de
chaque "Nested PCR Primer" 1 et 2R (M chacun), 0,5l de "dNTP mix" (10 mM) et 2,5

ul de "10X Advantage2 PCR Buffer" dans un volumalfide 25ul. Le programme de PCR
effectué a été le suivant : 11 cycles de 10 set?@,8B0 sec a 68°C et 1 min 30 sec a 72°C.

[I.6. Mirror Orientation SelectiofMOS).
La MOS a été réalisée suivant le protocole de Rebréet al. (2000). L'adaptateur 1 a été

éliminé par digestion enzymatique en mélangeantl 5igs ADNc soustraits issus de la
seconde amplification PCR avec 7,5 unités d’enzyeerestriction Xmal. Apres 1 h
d’incubation a 37°C, la digestion a été stoppéegpaut de 1 pl de EDTA (200 mM, pH=8,7)
et le mélange a été incubé 10 min a 70°C. L'étdpghbddation s’est faite en mélangeant 1 pl
d’ADNCc digérés par Xmal a 1 ul de "4X Hybridizati®&uffer" dans un volume final de 4 pl
et en chauffant ce mélange a 98°C pendant 1 mse8Quis pendant 12 h a 68°C. Une PCR
a ensuite été realisée a partir des amorces dapfartur 2R afin d’amplifier de facon
exponentielle les séquences d’intérét, dans ce aales ayant I'adaptateur 2R. 1 pl des
ADNCc issus de I'étape d’hybridation ont été mélange0,5ul de "50X Advantage cDNA
Polymerase mix", 1,5 de "Nested PCR Primer" 2R (1), 0,5 ul de "dNTP mix" (10
mM) et 2,5ul de "10X Advantage2 PCR Buffer" dans un volumealfine 25ul. Le



programme de PCR effectué a été le suivant : @stiet 29 cycles de 30 sec a 95°C, 30 sec a
62°C et 2 min & 72°C.

Il.7. Clonage.
Souhaitant construire une banque d’ADNc contenastdéquences sur-exprimées dans la

modalité |, la suite des expériences ne s’est diéeague sur les ADNc de la modalité | (sauf
construction des sondes) (cf. figure 11.2., p. 32).

Les ADNc soustraits ont été insérés dans un veaeuclonage PCR2-1 TOPO a
laide du kit « TOPO TA Cloning » (Invitrogen, EsatJnis) selon les instructions du
fabriquant. La ligation a été réalisée en mélang@zm ul d’ADNc amplifiés avec 1 ul de
"TOPO vector", 1 ul de "Salt Solution" dans un voufinal de 6 pl. Le mélange a été incubé
30 min a température ambiante.

Les ADNCc ligués ont ensuite été insérés dans desébes chimio-compétentes
Escherichia coliTOP10 (2 pl de plasmides dans un tube de bactérmpétentes) et ont été
incubés 30 min a 4°C avant de subir un choc therendp 30 sec a 42°C. Apres une nuit de
culture a 37°C sur milieu sélectif (LB Agar 1, 5@ntenant de 'ampicilline (50 pg/ml) et 40
pl de X-Gal (40 mg/ml)), 672 clones positifs (cakm blanches) ont été prélevés et ont (1)
soit été mis en culture dans 5 ml de LB liquideteoant de I'ampicilline (100 pug/ml finale)
et incubés une nuit a 37°C sous agitation (200 gfin)de réaliser par la suite des minipreps ;
(2) soit été déposés dans les puits de plaquesiggontenant chacun 150 pl de LB liquide
contenant de I'ampicilline (100 pg/ml finale) etcuibés une nuit a 37°C. 150 ul de LB
glycérol 30% ont ensuite été ajoutés dans chacsrmpdies. Ces stocks glycérolés ont été par
la suite utilisés afin d’amplifier par PCR les irtsse’ADNc contenus dans les plasmides.

11.8. Extraction de 'ADN plasmidique (minipreps).

L’ADN plasmidique contenant I'insert d’ADNc a séquer a été extrait selon le protocole
suivant. 3 ml des cultures bactériennes en milguide ont été centrifugées pendant 30 sec a
12 000 g puis le surnageant a été éliminé et lestscbactériens ont été re-suspendus dans
200 pl de solution de resuspension (50 mM de gkyjcb8 mM de EDTA, 25 mM de Tris-
HCI pH=8). 400 pl de solution de lyse (SDS 1%, Na@BR N) ont ensuite été ajoutés et le
mélange a été agité avec précaution puis incubén3amd°C avant I'ajout de 300 pl de
solution de neutralisation (acétate de potassilvhéRjuilibré a pH=8 avec de 'acide acétique
glacial) avant une agitation vigoureuse et une bation de 15 min a 4°C. Les complexes

SDS-ADN bactériens formés ont été éliminés par egrdrifugation de 15 min a 12 000 g.



650 pl de phénol ont été ajoutés a chacun desslysaitériens, agités vigoureusement et
centrifugés 5 min a 12 000 g. Une fois la phasecas@ prélevée, 0,7 vol. d'isopropanol ont
été ajoutés et incubés 5 min a température ambyasigecentrifugés 15 min a 12 000 g. Les
culots d’ADN plasmidiques ont été lavés dans 758 @thanol 70%. Les plasmides ont enfin

été re-suspendus dans 50 pl de TE+RNaseA a 100pg/ml

11.9. Amplification des inserts d’ADNc par PCR.

Apres avoir réussi a mettre au point une amplificatles inserts d’ADNc par PCR sur les
stocks glycérolés de bactéries, cette techniquét autilisée a la place de I'extraction de
'ADN plasmidique afin de réaliser le criblage diféntiel supplémentaire (dot-blot, cf.
paragraphe suivant).

Deux protocoles de PCR ont été élaborés avec succes

(1) Un protocole utilisait les amorces du plasmipd3 Primer) : a partir de 5 pl de
stock glycérolé de colonies de bactéries dilué #i51était ajouté 0,15 pl deTdq
polymerase" (5 unités/ul) (EuroBlueTaq, Eurobiarfee), 1,5 ul de DMSO (100%), 1,db
de "M13 Primer" (1QuM), 0,6 ul de "dNTP mix" (10 mM) et 3l de "10X Advantage2 PCR
Buffer" dans un volume final de 30. Le programme de PCR effectué a été le suiva :
cycles de 30 sec a 95°C, 1 min a 52°C et 1 mire8&sr2°C.

(2) Le second protocole utilisait les amorces d®CGR de la MOS (Nested Primer
2R) : a partir de 5 pl de stock glycérolé de cadsnile bactéries dilué au 1/2,5 était ajouté
0,15 ul deTaq polymerase (5 unités/ul) (EuroBlueTaq, Eurobiaree), 1,5 ul de DMSO
(100%), 3ul de Nested PCR Primer 2R (i), 0,6 ul de dNTP mix (10 mM) et 8l de 10X
Advantage2 PCR Buffer dans un volume final deiBQe programme de PCR effectué a été
le suivant : 5 cycles de 1 min & 95°C, 1 min a 68f@ min 30 sec a 72°C, puis 5 cycles de 1
min a 95°C, 1 min a 60°C et 1 min 30 sec a 72°énénh 20 cycles de 30 sec a 95°C, 30 sec a
60°C et 1 min 30 sec a 72°C.

[ll. Elimination des faux positifs par criblage différentiel

Suite a I'obtention de la premiére banque d’ADNsues de la soustraction, des clones pris au
hasard dans la banque ont été envoyés a séquemcg?).( On souhaitait ainsi tester

globalement la redondance de la banque et s’asslurebon déroulement du début de



'expérience. Les séquences obtenues ont réveléfarte homologie avec les séquences
d’insectes contenues dans les banques, confirreabbh déroulement de I'expérience. En
outre, ces premiers résultats ne mettaient en ge@aucune redondance, ce qui nous a incité
a faire une étape supplémentaire de criblage dritéel par dot-blot.

Plusieurs criblages différentiels ont été réalidéss premiers a partir de 'ADN

plasmidique, les suivants a partir des produits E@#erts d’ADNCc.

l1l.1. Préparation des dot-blots a partir de ladusnd’ADNCc.

Chaque échantillon a été déposé en miroir sur deembranes de nylon N+ Hybond

(Amersham, France) découpées au format d'une plagué®6 puits (7,5x11 cm). Les
échantillons d’ADN double brin ont été dénaturés;i @fin de permettre a la sonde biotynilée
de s’hybrider sur ses cibles. Pour cela, 20 ulldsnpides ou 6 ul de produits PCR d’inserts
ont en premier lieu été aliquotés en plagque deu® pontenant respectivement 30 ul et 22 pl
de tampon de dénaturation (0,4 N de NaOH, 10 mMEBGA). Pendant ce temps, les
membranes ont également été traitées afin de lgseplasmides et de fixer les inserts au
support en les plongeant dans un bain de dénatnr@tontenant le tampon de dénaturation)
pendant 5 min. Elles ont ensuite été déposéesuspapier Wathman imbibé du tampon de
dénaturation. 50 pl de tampon de dénaturation ostite été aliquotés dans chacun des 96
puits de I'appareil a dot blot avant I'ajout de 10de plasmides ou produits PCR dénaturés.
Apres une premiere aspiration afin de permettréxktion des inserts a la membrane, un
rincage a été réalisé avec 50 pl de tampon de wlatian. Une seconde aspiration a eu lieu
avant deux bains successifs de la membrane dansoluien de Tris HCI 0,5 M, pH=7,5.
Aprés un rincage a l'eau ultra pure, les membranmgsété séchées entre deux feuilles de
papier absorbant avant de procéder a une fixagdhlADN a la membrane par établissement

de liaisons covalentes ADN/membrane au moyen d’tfggs-linkage).

[1.2. Hybridation dot-blotting.

[11.2.1. Préparation des sondes
Les ADNCc issus des modalités de soustraction lletdNa MOS ont servi de sondes pour le
criblage différentiel. L’ADN a été dans un premiemps extrait par I'ajout d’'une solution de
phenol:chloroform:alcool isoamylique (25 : 24 : ayité vigoureusement et centrifugé 5 min
a 12 000 g. Une fois la phase aqueuse prélevéel. Hacétate de potassium (0,3 M) et 2,5

vol. d’éthanol absolu (EtOH-100)nt été ajoutés afin de précipiter 'ADN suivi dain



incubation de 1 h a -20°C et d’'une centrifugati@n1éd min a 12 000 g. Les culots ont été
lavés dans 1 ml d’éthanol 70% puis repris dans RBIeuTE 10-1. Afin d’éliminer les

adaptateurs issus de I'expérience de soustrattddiN a été digéré avec 25 unités d’enzyme
de restriction Rsal pendant 1 h 30 a 37°C. Lestedle digestion ont enfin été purifiés sur

colonne.

[11.2.2. Marquage des sondes a la digoxygénine

Le marquage des ADNa été réalisé a I'aide du kit « DIG High Prime DNLAbeling and
Detection Starter Kit | » (Roche, Allemagne) seles instructions du fabricant. Apres I'ajout
de 16 ul d’eau ultra pure, les sondes ont été déFes pendant 10 min a 100°C (bain-marie)
puis immédiatement placées dans la glace. 4 ul IG&H)gh Prime (5 X) ont ensuite été
ajoutés aux mélanges d’ADN dénaturés avant uneged’incubation d’'une nuit a 37°C. La
réaction a été arrétée avec 2 pl de EDTA (0,2 Ms§HAvant I'étape d’hybridation, les
sondes ont été diluées dans 200 ul de TE 10-1twées pendant 10 min a 100°C puis

immédiatement placées dans la glace.

[11.2.3. Hybridation des dot-blots
Cette étape a été réalisée a I'aide du protocoldtd«NorthernMaX-Gly » (Ambion, USA).
Les membranes ont été préhybridées pendant 5 hiGdkhs 7,5 ml de solution ULTRAhyb
par membrane~(lL ml/10 cm?2) puis, apres ajout des sondes DIG déded, les membranes

ont été hybridées pendant une nuit a 42°C.

[11.2.4. Lavage des membranes
Le lavage des membranes a été effectué a l'aidatduDIG Wash and Block Buffer Set »
(Roche, Allemagne). Afin d’éliminer les sondes edtes, les membranes subissent deux
rincages a 58°C, le premier dans la "Low Stringeiash solution 1" (équivalent du SSC 2X
et du SDS 0,1%) pendant 10 min et le second daiditsh Stringency Wash solution 1"
(équivalent du SSC 0,1X et du SDS 0,1%) pendamhib5

[11.3. Détection des clones d'intérét.

Les membranes ont ensuite été brievement rincées kv "Washing buffer". Afin de
procéder a la détection immunologique, chague maneba été incubée 30 min dans 100 ml
de "Blocking Solution” puis 30 min dans 20 ml dentidody Solution”. Apres deux lavages

successifs de 15 min chacun dans 100 ml de "WadBirfiigr', la membrane a été révélée



dans 20 ml de "Detection Buffer". Des que les spatist apparus clairement, la réaction
immunologique a été stoppée en immergeant les narebrdans du TE 1-0,5. Dans nos
expériences, les temps de révélation furent d’envir0 min. Souhaitant mettre en évidence
les séquences différentiellement exprimées cheznldisidus infectés, les clones d’intérét
correspondent a ceux présentant un spot visible aveonddorward (modalité 1) mais non

ou peu visible avec la sondeverse(modalité NI) (cf. figure I.4. p. 36).

IV. Séquencage des clones

Le séquencage a éteé reéalisé par la société desdpanoscreen (sequenceur 96 capillaires)

(Institut Pasteur de Lille, France).

V. Analyses bioinformatiques

Les différentes étapes décrites précédemment amiigdobtention de 265 EST ayant
ensuite nécessitées une analyse bioinformatique qatenir des unigenes et effectuer leur
annotation. Le traitement des EST obtenus fut aatisé grace a un ensemble de
programmes dont l'utilisation a été spécialemersenaiu point dans I'équipe de recherche (D.
Charif, ingénieur d’étude, CNRS). Les différentéaspés du traitement et de 'annotation sont
présentées dans la figure A.1. Les résultats gerstriée a cette analyse sont regroupés dans
une base de données et sont accessibiesine interface web (http://mandragore.univ-
lyonl.fr/boulardi/Home.php).

Le traitement des séquences a consisté en lassatah des étapes suivantes (le
numero des étapes est reporté sur la figure A.1) :

1. Filtrage des bases de mauvaise qualité au ssirs@équences avec le programme
Phred

2. Recherche des sites de restriction (GTAC) epomisystématique des séquences
chiméres.

3. Nettoyage des séquences avec le prograBeqgelearafin de ne conserver que la
séquence codante (CDS) et les parties non trad(lif€R): élimination des contaminants

(vecteurs, adaptateurs), des queues polyA, polg$,sequences de longueur inférieure a 60



pb. Il s’agit alors de rassembler les EST entresedifin de former des séquences uniques : les
unigenes.

4. « Clusterisation » : regroupement des EST (aubdse d’'une forte similarité de
séquence) en clusters. Les EST sont comparéesaddanx a 'aide du logicid{legaBlast
puis regroupées en clusters a l'aide du logittkist Le regroupement en cluster se fait par
une approche transitive : si A ressemble a B eeBemble a C alors A, B et C forment un
cluster. Les EST ne présentant pas de similarié€ alautres EST sont des EST uniques ou
singletons.

5. « Contigage » a l'aide du logiciehp3 assemblage des séquences du cluster afin
d’obtenir le contig ou « séquence consensus »Ue lgng possible a partir des fragments
chevauchants du cluster. Ici, les séquences formantluster sont alignées, les zones de
chevauchements sont analysées et, en fonction giealéé du chevauchement, aboutissent a
la création d’un ou plusieurs contig(s).

6. Annotation paBLAST comparaison des contigs et singletons avec lgsesées
(annotées ou non) déja présentes dans les bangqudendées. Pour cela, on procede a une
recherche de similarité pBtast: 1) blastxcontre la banque protéique SpTrembl (compare la
séquence nucléique traduite dans les six phasestdee a une banque protéigue) et Genbank
(traduite dans les six phases de lecture) tbBstx contre les banques UniGene, division
arthropodes (compare la séquence nucléique tradaibs les six phases de lecture aux
banques nucléiques traduite dans les six phaskxtiee) ; 3) lorsqu’aucune similarité n’est
trouvée, il est alors réalisé une annotation femctelle avec la recherche de domaines et
motifs protéiques présents dans l'unigene a pditin blast sur la base intégrative InterPro
(programmenterproscar.



Séquences brutes et chromatogrammes associés

...AGGTACGTTAGCCAGATCCGAATGCAGTCGGTAC...

/\_—\/\/\ Seuil de qualité

Qualité

1. Contrdle de la qualité des séquences Phred
2. Digestion des chiméres Fonction R
3. Nettoyage des séquences Seqclean,

cross-match

l

lotd’EST —— —— —

4, Clusterisation

TGICL:
MegaBlast, tclust

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4

5. Contigage

@ @ @ TGICL: cap3

Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4
Contig 1 Contig 2 Contig 3 Singleton 1 Singleton 2

Unigenes l l l

6. Annotation .
Interrogation des banques de
données: analyse de similarité ~ SPTrembl
TACGTTAGCCAGATCCGAATGCAGTCGGT < »  Genbank
BLAST .
Unigene

Figure A.1 : Traitement informatique des données de séqueB&E)(d'apres Tagu &
Moussard, 2003)

Les différentes étapes du traitement des séquenctsiétaillées dans la partie V.
Les programmes informatiques utilisés sont notégrisn



- ANNEXE 2 -

q-a,bleau recapitulatif des EST des banques
soustraites deleptopilina boulardi

Liste des EST composant les banques soustréoegard. Il s’agit des séquences sur-
exprimées dans la modalité | (infectée par LbF\W) na@port a la modalité NI (non infectée
par LbFV).



Nom Description Organisme E-value |Laboratoire | Evrogen
CL12Contigl phosphoenolpyruvate carboxylase Herminiimonas arsenicoxydans 3.11e-77 3 0
CL16Contigl 60s acidic ribosomal protein p2 Tribolium castaneum 2.72e-27 3 2
CL19Contigl cg13148 cg13148-pa Acyrthosiphon pisum 0.001 0 5
CL1Contigl ribosomal protein I127ae Agriotes lineatus 2.88e-68 34 10
CL23Contigl ribosomal protein 110e Apis mellifera 2.05e-119 2
CL28Contigl flagellar motor switch protein Plasmodium chabaudi 0.07 0
CL29Contigl ribosomal rna small subunit methyltransferase b Klebsiella pneumoniae 3.60e-86 2
CL2Contigl hypothetical protein [Leptopilina boulardi filamentous virus] Leptopilina boulardi 2.28e-71 0 22
CL30Contigl histone h4 Drosophila sechellia 2.62e-39 0
CL31Contigl translationally controlled tumor protein Drosophila grimshawi 4.28e-66 0
CL36Contigl protein Schistosoma japonicum 1.22e-12 0
CL39Contigl extracellular solute-binding protein family 3 Ralstonia solanacearum 9.48e-106 2
CL3Contigl histone h2b Aedes aegypti 5.01e-43 4 15
CL41Contigl No hit 2
CL43Contigl protein Nicotiana tabacum 6.28e-24 0
CL44Contigl reverse transcriptase-like protein Danio rerio 0.75 2
CL4Contigl ribonuclease hl Pediculus humanus corporis 1.49e-37 0 15
CL50Contigl chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase Yersinia mollaretii 1.069e-84 1
CL52Contigl kelch motif family protein Paramecium tetraurelia 0.0001 2
CL58Contigl protein kinase domain containing protein Tetrahymena thermophila 4.07e-23 2 0
CL5Contigl cg15449 cg15449-pa Culex quinquefasciatus 1.90e-05 0 14
CL60Contigl transcription factor protein Ciona savignyi 4.72e-17 1 0
CL61Contigl ribosomal protein s2 Nasonia vitripennis 3.09e-77 2 0
CL63Contigl acidic p0 ribosomal protein Nasonia vitripennis 1.91e-59 2 0
CL64Contigl ubiquitin ribosomal protein s27ae fusion protein Nasonia vitripennis 3.98e-62 1 1
CL66Contigl translation elongation factor 2 Tribolium castaneum 1.11e-30 1 0
CL68Contigl polyphosphate kinase Janthinobacterium sp. 9.91e-52 1 0
CL71Contigl phytanoyl- dioxygenase Gemmata obscuriglobus 3.05 2 0
CL72Contigl adp atp translocase Nasonia vitripennis 2.45e-45 2 0
CL74Contigl No hit 1 0
CL77Contigl protein Brugia malayi 9.59%e-50 0 1
CL79Contigl double-stranded rna-binding protein zn72d Nasonia vitripennis 5.10e-58 0 2
CL80Contigl not2 not3 not5 family protein Apis mellifera 1.69e-30 0 2




Nom Description Organisme E-value |Laboratoire | Evrogen
CL81Contigl antioxidant protein Ralstonia pickettii 1.52e-44 1 0
CL83Contigl two-component hybrid sensor and regulator Microscilla marina 0.056 2 0
SSH1-I-B1.27-M13-rev_G08 052 1 eukaryotic translation initiation factor 4a Apis mellifera 1.84e-102 1 0
SSH1-1-B2.42-M13-rev_B09_077_1 mitochondrial atp synthase b chain Nasonia vitripennis 9.20e-29 1 0
SSH1-1-B2.9-M13-rev_C07_059 1 ribosomal protein 16 Apis mellifera 5.53e-34 1 0
SSH1-I-FW10 REV 2 1 mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit 5b isoform 1 Culex quinquefasciatus 2.80e-17 1 0
SSH1-I-FW11 REV 7 1 uncharacterized protein c4orf27 homolog Nasonia vitripennis 1.38e-44 1 0
SSH1-I-FW11 T7PROM 3 2 u609_drome ame: full=upf0609 protein cg1218 Nasonia vitripennis 9.73e-42 1 0
SSH1-I-FW12 T7PROM 4 1 arm-1 protein Apis mellifera 1.06e-14 1 0
SSH1-I-FW13 T7PROM_5 3 fructose- -bisphosphatase Nasonia vitripennis 6.19e-33 1 0
SSH1-I-FW14 T7PROM_6_1 serine threonine protein kinase Apis mellifera 1.74e-48 1 0
SSH1-I-FW15 T7PROM 7 2 ribosomal protein s12 Nasonia vitripennis 1.49e-31 1 0
SSH1-I-FW15 T7PROM 7 3 ribosomal protein s12 Apis mellifera 5.14e-27 1 0
SSH1-I-FW17 _T7PROM 8 1 melanoma antigen family 2 Apis mellifera 1.97e-29 1 0
SSH1-I-FW19 T7PROM_10 1 ribophorin ii Nasonia vitripennis 1.35e-81 1 0
SSH1-I-FW1 REV 1 1 40s ribosomal protein s20 Lysiphlebus testaceipes 7.45e-26 1 0
SSH1-I-FW20 REV_3 1 probable arylformamidase Apis mellifera 5.52e-18 1 0
SSH1-I-FW21 T7PROM_13 2 ribosomal protein 126e Nasonia vitripennis 6.32e-30 1 0
SSH1-I-FW22 _T7PROM_14 1 ribosomal protein s7 Nasonia vitripennis 1.27e-30 1 0
SSH1-I-FW23 T7PROM_15 1 maggie cg14981- isoform a Nasonia vitripennis 2.59e-07 1 0
SSH1-I-FW24 REV 4 1 ribosomal protein s18 Apis mellifera 1.69e-46 1 0
SSH1-I-FW24 REV 4 2 ribosomal protein s18 Nasonia vitripennis 1.04e-24 1 0
SSH1-I-FW25 T7PROM_17 1 macrophage erythroblast attacher Apis mellifera 3.13e-77 1 0
SSH1-I-FW26_T7PROM_18 1 pgpd14 protein with at least one ring possible plant origin Theileria annulata 0.16 1 0
SSH1-I-FW27_T7PROM_19 1 No hit 1 0
SSH1-I-FW27 T7PROM 19 2 isoform a Drosophila melanogaster 2.58e-07 1 0
SSH1-I-FW27_T7PROM_19 3 No hit 1 0
SSH1-I-FW27 T7PROM_19 4 riken cdna 2810006k23 gene Apis mellifera 1.57e-20 1 0
SSH1-I-FW28 REV 8 1 40s ribosomal protein sa Apis mellifera 2.12e-17 1 0
SSH1-I-FW29 T7PROM_21 1 40s ribosomal protein s14 Drosophila persimilis 5.53e-58 1 0
SSH1-I-FW30 _REV 5 1 ribosomal protein s13 Epinephelus coioides 4.12e-37 1 0
SSH1-I-FW31 REV 6 1 ribosomal protein 113a Nasonia vitripennis 6.82e-08 1 0
SSH1-I-FW32_T7PROM_25 1 abc transporter nucleotide binding atpase protein Paracoccidioides brasiliensis 0.036 1 0




Nom Description Organisme E-value |Laboratoire | Evrogen
SSH1-I-FW3_T7PROM 22 1 abc transporter permease protein Apis mellifera 1.58e-26 1 0
SSH1-I-FW4 T7PROM 26 1 26s proteasome regulatory subunit s3 Nasonia vitripennis 4.25e-18 1 0
SSH1-I-FW5_T7PROM_27_1 No hit 1 0
SSH1-I-FW6_T7PROM_28_1 No hit 1 0
SSH1-I-FW8 _T7PROM_30_1 No hit 1 0
SSH1-I-FW9_T7PROM 31 1 isoform a Apis mellifera 6.43e-75 1 0
SSH1-I-FW-IIF8_T7PROM 3 1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Anopheles gambiae 2.56e-31 1 0
SSH1-I-FW-IIF8_T7PROM 3 2 cyclophilin a Ixodes scapularis 7.96e-41 1 0
SSH1-I-MOS.17-M13-rev_G07_051 2 dna mismatch repair protein Nasonia vitripennis 4.52e-09 1 0
SSH1-I-MOS.19-M13-rev_A08 064 1 40s ribosomal protein sa Nasonia vitripennis 2.11e-81 1 0
SSH1-I-MOS.19-M13-rev_A08_064_2 No hit 1 0
SSH1-I-M0OS.23-M13-rev_E08 056 1 ribosomal protein s4e Nasonia vitripennis 9.02e-24 1 0
SSH1-I-MOS.23-M13-rev_E08 056 2 ribosomal protein s4e Apis mellifera 3.66e-95 1 0
SSH1-I-MOS.24-M13-rev_F08 054 1 hypothetical conjugation protein Acholeplasma laidlawii 0.62 1 0
SSH1-I-MOS.46-M13-rev_D09_073_1 ribosomal protein 18e Apis mellifera 3.36e-98 1 0
SSH1-I-MOS.48-M13-rev_F09 069 1 s9 ribosomal protein Acyrthosiphon pisum 1.95e-39 1 0
SSH1-I-M0OS.48-M13-rev_F09 069 2 s9e ribosomal protein Apis mellifera 1.16e-47 1 0
SSH1-I-MOS4-B10-M13rev_F08 054 3 40s ribosomal protein s2 Mycetophagus quadripustulatus | 9.52e-10 1 0
SSH1-I-MOS4-C3r-T7PROM_A08 064 1 ubx domain protein 2b Nasonia vitripennis 1.11e-63 1 0
SSH1-I-MOS4-E6-M13rev_C09_075_1 acidic p0 ribosomal protein Apis mellifera 1.20e-75 1 0
SSH1-I-WGA-B3a-M13rev_A11 095 2 apc family amino acid-polyamine-organocation transporter Staphylococcus epidermidis 2.36e-32 1 0
SSH1-I-WGA-B3a-M13rev_A11 095 3 apc family amino acid-polyamine-organocation transporter Staphylococcus epidermidis 1.54e-39 1 0
SSH1-I-WGA-B3b-M13rev_B11 093 1 No hit 1 0
SSH1-I-WGA-B3c-M13rev_C11_091 1 No hit 1 0
SSH1-I-WGA-B3d-M13rev_cor_1 No hit 1 0
SSH1-I-WGA-B3d-M13rev_cor_2 No hit 1 0
SSH1-I-WGA-B3d-M13rev_cor_3 No hit 1 0
SSH1-I-WGA-B3f-M13rev_F11 085 1 unnamed protein product [Kluyveromyces lactis] Kluyveromyces lactis 0.84 1 0
SSH1-I-WGA-B4a-M13rev_G11 083 1 histidyl trna synthetase isoform cra_a Mus musculus 1.81 1 0
SSH1-I-WGA-B4b-M13rev_D12_090 2 integral membrane protein Bordetella bronchiseptica 6.45e-14 1 0
SSH1-I-WGA-B4b-M13rev_D12 090 3 molybdenum cofactor biosynthesis protein c Burkholderia dolosa 3.66e-17 1 0
SSH1-I-WGA-B6b-M13rev_Al12 096 1 type vi secretion vc_a0108 family Cupriavidus taiwanensis 3.38e-23 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-11-T7prom_D01 009 1 | secretion protein Janthinobacterium sp. 1.51e-08 1 0




Nom Description QOrganisme E-value Laboratoire | Evrogen
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-12-T7prom_EOQ01_007_1 | kelch-motif containing protein Burkholderia sp. 0.27 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-12-T7prom_EO01_007_2 | virulence factor mce family protein Monodelphis domestica 0.074 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-1-T7prom_A01_015 1 | l-aspartate oxidase Limnobacter sp. 2.18e-22 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-1-T7prom_A01_015 2 | l-aspartate oxidase Limnobacter sp. 2.06e-44 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-1-T7prom_A01 015 3 | l-aspartate oxidase Limnobacter sp. 1.45e-50 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-5-T3_F04 022 1 phd finger protein Nasonia vitripennis 5.80e-07 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B1-8-T3_G04 020 1 ribosomal protein I3 Baumannia cicadellinicola 1.80 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B2-16-T7prom_G01_003_1 | peptidase dimerisation domain protein Shewanella baltica 0.002 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B2-16-T7prom_G01_003_2 | mandelate racemase muconate lactonizing protein Acidovorax sp. 2.65 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B2-27-T7prom_H01 001 _1 | predicted protein [Nematostella vectensis] Nematostella vectensis 2.39 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B2-27-T7prom_H01 _001_2 | aminobenzoyl-glutamate transporter Acidaminococcus sp. 0.47 1 0
SSH1-I-WGA-Mbo-B2-28-T7prom_A02_016_2 | acid trehalase-like 1 Polaribacter sp. 2.89e-14 1 0
SSH2-1-A01-N1-M13-RP_1 maturase [Polypremum procumbens] Polypremum procumbens 0.76 0 1
SSH2-1-A01-N2-M13-RP_1 ribosomal protein s17 Nasonia vitripennis 1.68e-46 0 1
SSH2-1-A05-N2-M13-RP_1 hypothetical protein [Plasmodium falciparum 3D7] Plasmodium falciparum 2.68 0 1
SSH2-1-B08-N3-M13-RP_1 zinc finger protein Apis mellifera 2.10e-51 0 1
SSH2-1-C01-N2-M13-RP_1 zinc dhhc-type containing 13 Homo sapiens 3.04 0 1
SSH2-1-C03-N5-M13-RP_2 5 - cytosolic iii Nasonia vitripennis 4.09e-29 0 1
SSH2-1-C04-N3-M13-RP_1 a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs like Bombyx mori 4.85e-24 0 1
SSH2-1-C12-N3-M13-RP_1 adenylosuccinate synthetase Apis mellifera 2.09e-103 0 1
SSH2-1-C12-N5-M13-RP_1 cdc42 protein Nasonia vitripennis 4.70e-100 0 1
SSH2-1-D01-N1-M13-RP_1 pyruvate dehydrogenase Apis mellifera 2.46e-65 0 1
SSH2-1-D01-N2-M13-RP_1 lethal k01209 cg4798- isoform b isoform 1 Apis mellifera 0.12 0 1
SSH2-1-D02-N2-M13-RP_1 40s ribosomal protein s3a Pteromalus puparum 1.82e-74 0 1
SSH2-1-D07-N2-M13-RP_1 elongation factor 1- oocyte form Paralichthys olivaceus 1.27e-14 0 1
SSH2-1-D12-N5-M13-RP_1 nf-x1-type zn finger-containing protein Monodelphis domestica 0.002 0 1
SSH2-1-E04-N1-M13-RP_1 trafficking protein particle complex 2-like Nasonia vitripennis 1.14e-30 0 1
SSH2-1-E06-N2-M13-RP_1 yippee-like 2 Apis mellifera 2.91e-59 0 1
SSH2-I-E06-N5-M13-RP_1 elongation factor 1 delta Nasonia vitripennis 1.86e-54 0 1
SSH2-I-E09-N1-M13-RP_1 ip3 receptor calcium ion channel Tetrahymena thermophila 4.05 0 1
SSH2-1-E09-N1-M13-RP_2 wd repeat-containing protein srwl Nasonia vitripennis 7.52e-31 0 1
SSH2-I-F01-N2-M13-RP_1 nadh dehydrogenase subunit 4 Pista cristata 8.38 0 1
SSH2-1-F06-N4-M13-RP_1 protease inhibitor epil0 precursor Pediculus humanus corporis 1.19e-12 0 1




Nom Description Organisme E-value |Laboratoire | Evrogen
SSH2-1-F10-N2-M13-RP_1 No hit 0 1
SSH2-1-G02-N5-M13-RP_2 No hit 0 1
SSH2-1-G08-N1-M13-RP_1 No hit 0 1
SSH2-1-G12-N5-M13-RP_1 No hit 0 1
SSH2-1-H01-N2-M13-RP_2 heat shock protein 70 Macrocentrus cingulum 5.73e-18 0 1
SSH2-1-H01-N2-M13-RP_3 ribosomal protein I10ae Nasonia vitripennis 3.13e-61 0 1
SSH2-1-H02-N2-M13-RP_2 u4 u6 small nuclear ribonucleoprotein prp31 Apis mellifera 3.44e-15 0 1
SSH2-1-H04-N5-M13-RP_1 surfeit 5 Nasonia vitripennis 6.67e-64 0 1
SSH2-1-H06-N3-M13-RP_1 ankyrin repeat Wolbachia 1.39e-05 0 1
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Introduction

Parasitoid insects have extensive and intimate relationships with prokaryotes, and some
of these symbiotic relationships probably explain part of their evolutionary success (Whit-
field, 2002; Espagne et al., 2004). Parasitoids represent from 10 to 20% of all insect species,
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most of them belonging to the highly diversified order Hymenoptera (but not only, God-
fray 1994). Parasitoids lay their eggs inside or on the body of other insects and their
immature stages then develop as parasites (either ecto or endo parasites), ultimately killing
the insect host, Free-living adult females spend most of their time finding suitable hosts
(usually immature stages, egg, larvae, or pupae) to lay theirs eggs. Research within the
past 15 years has demonstrated that parasitoid biology could be deeply influenced by
symbiotic bacteria, which determine important traits such as the mode of reproduction
(Cook and Butcher, 1999). Wolbachia and Cardinium reverse sexual to asexual reproduction
in a number of parasitoid species (thelytoky induction), thus increasing the reproductive
potential of the wasps (Stouthamer et al., 1990; Zchori-Fein et al., 2001). The same bacteria
also induce cytoplasmic incompatibility with a wide diversity of phenotypic effects due
to parasitoid haplo-diploidy (Vavre et al., 2000; Hunter et al., 2003). Wolbachia also inter-
feres with egg production in some species (Girin and Boulétreau, 1995), sometimes leading
to a total dependence for oogenesis (Dedeine et al., 2001). The host-parasitoid relationship
itself is occasionally mediated by bacteria, as shown by a recent study demonstrating that
the symbiont Hamiltonella confers resistance to the insect host against parasitoid attacks
(Oliver et al., 2005). Al though symbiotic bacteria infections are widespread in parasitoids,
the most outstanding mutualistic relationship in parasitoid involves viral particles. The
best-known parasitoid-associated viruses are polydnavirus PDV (Bracoviruses and Ich-
noviruses), which replicate in female reproductive organs without any detrimental effects
to the wasp. PDV are injected into the parasitoid host during oviposition and alter host
physiology, thus allowing parasitoid larvae to circumvent the host immune reaction (Whit-
field, 1990; Espagne et al., 2004). This symbiosis arises from a longstanding co-evolution
between the ancestral virus and the parasitoid, resulting in a mutualistic obligatory sym-
biosis. Indeed, these viruses have completely lost theirs infectious capacity and are only
vertically transmitted because of their integration within the wasp genome. The origin of
PDV is still debated in light of recent studies, showing that the viral genome contains
mainly eukaryotic genes (Espagne et al., 2004). Parasitoids harbor also a wide diversity
of “true” viruses (by this, we mean viruses that are potentially infectious) revealing
variable effects on the physiology of their parasitoid hosts (Stoltz and Makkay, 2000;
Renault et al., 2005). Some of them appear mutualistic because they participate in the
suppression of host immune reactions, like PDV (Renault et al., 2003, Stasiak et al., 2005).
Other viruses have no or undescribed effects. As an example, filamentous viral particles
have been observed in several species of parasitoids (Styer et al,, 1987; Krell, 1987; De
Buron and Beckage, 1992) but to date there is no data documenting their potential influence
on parasitoid biology. Efforts must be made jn the future to better characterize these
associations in an attempt to fully understand the influence of viruses on parasitoid
evolution. The analysis of the genetic determinism of a foraging behavior in the Drosophila
parasitoid Leptopilina boulardi revealed that a vertically transmitted virus forces females
to lay more eggs in their host than normally observed, a behavior called superparasitism.
This finding shows that “true” viruses could have evolved unexpected effects, broadening
the diversity of symbiotic relationships existing between parasitoids and microorganisms.

Superparasitism in parasitoids: an overview

Parasitoid insects are classified in two main groups according to the number of offspring
that can successfully develop from a single host. Gregarious parasitoids lay a clutch of eggs
inside the host, and several or all of the larvae complete their development and emerge
as adults, depending on the ratio of clutch size/host size. In solitary parasitoids, however,
only a single parasitoid larva can develop inside the host. Females are usually able to
recognize parasitized from unparasitized hosts (host discrimination) and normally avoid
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Jaying €ggs in an already parasitized host. If a solitary female oviposits in a parasitized
host, a behavior called superparasitism, parasitoid larval competition ends up in the death
of all but one larva. Usually the second larva is most likely to be out-competed and its
survival depends on the interval between the first and second ovipositions (Van Alphen
and Visser, 1990). If a solitary female accepts several times the same host (a behavior called
self-superparasitism), she will waste some eggs because brothers and sisters will compete
for the possession of the host until all but one die. Superparasitism is thus expected to be
strongly counter-selected. Superparasitism is, however, a common occurrence both in the
laboratory (Bai and Mackauer, 1990; Van Alphen and Visser, 1990; Visser et al., 1992a) and
in the field (Janssen, 1989; Santolamazza-Carbone and Cordero-Rivera, 2003; Fleury et al.,
2004). Until recently, there were two potential explanations for the persistence of super-
parasitism in parasitoid populations despite its obvious fimess disadvantages.

Historically, the first proposed explanation considered that superparasitism was due
to the inability of the females to discriminate between parasitized and unparasitized
hosts (Van Lenteren, 1976). Superparasitism was thus considered as resulting from errors
on the part of the ovipositing females. Lately, however, researchers found that the ability
to distinguish parasitized from unparasitized hosts is a widespread trait in parasitoids
(Van Lenteren, 1981). The possibility that superparasitism could be the consequence of
an active adaptive decision of foraging females was then investigated intensely (Van
Alphen and Visser, 1990; Visser et al., 1990; Visser et al., 1992a, b, ¢; Fletcher et al., 1994;
Sirot et al., 1997), leading to an alternative explanation. Under this second explanation,
superparasitism would be accepted by females when the benefits of superparasitism
exceed the cost associated with this behavior, thus considering superparasitism an adap-
tive strategy. Superparasitism can be associated with a fitness benefit for the female if
the probability of the second egg to win the within-host competition is not nil. There is
indeed evidence that this is the case, although the probability of emergence of the second
egg drops rapidly as the interval between the two ovipositions increases (Visser et al.,
1992a; Field et al., 1997). On the other hand, two types of costs are associated with
superparasitism. First, superparasitism costs eggs (the eggs laid in a parasitized host
instead of in an unparasitized one) and time (the time spent laying an egg in a parasitized
host instead of looking for unparasitized hosts; Sirot et al., 1997). The relative importance
of these costs depends on whether the fitness of females is mostly limited by the number
of eggs available (egg limitation) or by the amount of time available to lay them (time
limitation; Rosenheim, 1996).

Models incorporating these different costs and benefits have produced several testable
predictions. For example, theory predicts that when the risk of egg limitation is low (a
large egg load relative to the number of hosts available) or when the risk of time limitation
is high (due to, for example, low life expectancy or high host searching times), females
should be less selective in their choice of hosts (Iwasa et al., 1984; Mangel, 1987; Charnov
and Stephens, 1988) and thus superparasitize more (Sirot et al., 1997). These predictions
have found some experimental support (Visser et al., 1992b, ¢, Fletcher et al.,, 1994; Sirot
et al., 1997). In addition, models based on game theory have shown that the optimal
superparasitism may also depend on the strategies adopted by other parasitoid females.
In particular, superparasitism should increase when there are more parasitized hosts in
the foraging environment (Visser et al., 1992b; for empirical test, see Visser et al., 1990) —
that is to say, when the competition for the hosts increases.

While the adaptive explanation has been prevalent in the past few years, a third
explanation for the maintenance of superparasitism in parasitoid populations has
appeared recently (Varaldi et al., 2003). In Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Eucoilidae),
a solitary and proovigenic parasitoid of Drosophila larvae, superparasitism is not deter-
mined by the genotype of the parasitoid but rather induced by an infectious element,
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identified as a virus. This chapter reviews the experiments that led us to the discovery of
this manipulative virus; presents the results derived from a thearetical model, thus allow-
ing one to test the adaptive significance of the behavioral modification; and discusses the
new perspectives that this peculiar system offers.

Superparasitism in Leptopilina boulardi

As outlined in the previous section, superparasitism can be adaptive for the parasitoid in
competition conditions. The study of superparasitism behavior in Leptopilina boulardi
revealed a striking pattern. We found that females can accept more than ten times the
same host (self-superparasitism), which seems quite difficult to interpret as an adaptive
behavior for the parasitoid because all eggs but one — all brothers or sisters — will die.
Furthermore, the closely related Drosophila parasitoid, L. heterotoma, did not show this
extreme phenotype (Varaldi et al., 2005b). To understand the adaptive significance of this
behavior, we searched for variability in superparasitism to determine the genetic basis of
this behavior.

Genetic determinism

Several strains collected in France, Italy, and Portugal were studied in the laboratory.
Females were each provided with ten hosts. This represents a considerable limitation
for a species that can lay, on average, about 200 eggs during their Jifetime. After a
standard period of time, the hosts were dissected and the number of parasitoid eggs laid
counted. We found clear evidence of variability in self-superparasitism between these
strains with one (Madeira, Portugal) never superparasitizing and others superparasitiz-
ing to varying degrees. In addition, in one of these strains (Sienna, Italy), we found an
extremely high variability in the tendency to superparasitize, although this strain was
started with a unique female. From this strain, we thus decided to establish 20 inbred
lines with systematic brother-sister crosses for eight generations to obtain “pure strains”
(homozygous at >82%). After cycles of inbred crosses, between-line variability was found
to be high. We selected one line that almost never superparasitized (“non superparasit-
izing” line, NS) and one that frequently did it (“superparasitizing” line, S) in order to
do experimental crossings. To find out whether differences observed among these lines
have a genetic basis, twWo generations of reciprocal crosses were carried out: the two
parental strains were crossed to establish the two Fl hybrids and each F1 hybrid was
then crossed with each parental strain, leading to four backcrosses. Crosses revealed a
striking transmission of the phenotypes (Figure 7.1): both the F1 and the back-crosses
behaved as their maternal ancestors, independently of their nuclear genotype, demon-
strating a strict maternal transmission of the behavior (Varaldi et al., 2003). The same
result was obtained using distantly related populations showing contrasting superpar-
asitism, confirming that superparasitism behavior is totally independent of the parasi-
toids’ nuclear background. Furthermore, differences observed under self-superparasit-
ism conditions were still observed under conspecific superparasitism conditions
(acceptance of hosts parasitized by other females; Varaldi et al., 2003, suppl. mat.):
“superparasitizing” females (henceforth S females) always superparasitize more than
“mon superparasitizing” females (henceforth NS females), whatever the conditions. Note,
however, that the NS females show a certain superparasitism tendency under strong
competition conditions (Varaldi et al., 2005a), which can probably be accounted for by
an adaptive behavioral plasticity (Visser et al., 1992¢).
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Figure 7.1 Distribution of number of pa rasitic eggs/host larva in S and NS parental lines, F1, and
backcrosses (BC). [(mother X father); F1: (NS % 5); F1: (S x NS); BCL: (NS x 5) x S; BCZ: (NS x 5) »
NS; BC3: (5 x NS) % NS: BC4: (S x NS) x S]. (Adapted from Varaldi, J., Fouillet, P, Ravallec, M.,
Lépez-Ferber, M., Boulétreau, M., and Fleury, F (2003). Infectious behavior in a parasimid. Science
302(5652): 1930.)
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Figure 7.2 Horizontal transmission of superparasitism. Behavior and genotype of females emerging
from hosts initially parasitized by Madeira females only (a), Antibes females only (b), or both strains
(c). Area of circles is proportional to number of individuals. (Adapted from Varaldi, J., Fouillet, P,
Ravallec, M., L()pez-Ferber, M., Boulétreau, M., and Fleury, (2003). Infectious behavior in a para-
sitoid. Science 302(5652): 1930.)

Infectious transniission

We further explored if the factor responsible for this difference in superparasitism behavior
could also be horizontally transferred from one larva to another during the period of time
they coexist within a superparasitized host. For this purpose, we placed S females to
oviposit in Drosophila larvae that had been previously exposed to NS females. The two
strains used (from Antibes, France, and Madeira, Portugal, respectively) can be distin-
guished by the size of their ITS2 (Second Internal Transcribed Spacer of the ribosomal RNA;
cee Allemand et al., 2002, for PCR details). At emergence, the female offspring that had
won the between-strain competition were individually tested for their behavior and their
genotype (Figure 7.2). They were compared to control females emerging from hosts para-
sitized only by Madeira (NS) females, or only by Antibes (S) females (within-strain com-
petition). All controls behaved as expected: Madeira females never superparasitized (Figure
7.2 a), while Antibes did (Figure 7.2b). Among the winners of the between-strain compe”
tiion, all Antibes females superparasitized as expected, while 71% (46/65) of Madeira
females superparasitized, despite their genotype (Figure 2¢). This demonstrates that super”
parasitism behavior was horizontally transmitted from the Antibes (S) to the Madeira (N5)
females during the short time period they coexisted inside the host. This also demonstrates
that the superparasitism behavior of the S lines is the result of an infectious extra-chrome”
somal factor. Newly acquired infections proved stable over generations.

Viral particles

Once we clearly demonstrated that an unknown infectious particle is responsible for the
superparasitism tendency of Leptopilina boulardi, we set out to determine its nature. Severa
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ntially infectious elements are known to infect insect parasitoids, the most widely
1 own being Wolbachia, a bacterium that can be horizontally transferred under superpar-
;ﬁﬂ itism conditions in Trichogramma species (Huigens et al., 2004). Other bacterial species,
| however, are also known to modify parasitoid behavior (Zchori-Fein et al., 2001). Thus,
k. e initially set out to test whether the superparasitism phenotype was the work of a
| pacterium. For this purpose, we tried to cure our 5 and NS strains with two wide-spectrum
| antibiotics (rifampicin and tetracycline). We also tried to detect the presence of bacterial
genetic material using PCR primers designed to amplify 165 ribosomal DNA of all eubac-
| \eria (O'Neill et al., 1992). Neither approach rendered any positive results, leading us to
 reject bacteria as the agents responsible for the superparasitism modification. Microspo-
" ridia were next analyzed as potential candidates because they are maternally transmitted
" in some insect species (Agnew and Koella, 1999) and they can benefit from horizontal
_ {ransmission under superparasitism conditions in one parasitoid species (De Almeida et
§.1, 2002). However, no microsporidia was observed after appropriate Giemsa coloration
(. Agnew, persona] communication).

The remaining obvious candidates were viral particles. Because searching for viral
particles in the whole body of an animal using electron microscopy is a very difficult task
(even if Leptopilina boulardiis only few millimeter long), we started up by trying to identify
which animal tissues showed infectivity. For this purpose, solutions derived from ovaries
and poison gland (obtained from either S or NS females) were injected into Drosophtila
larvae parasitized by NS females. The superpatasitism phenotype of the emerging
(injected) females was then tested. Solutions of both organs dissected from S females
proved able to induce the S phenotype on the emerging females, whereas NS injections
did not induce any behavioral change (Varaldi et al., in preparation). Electron Microscopy
investigations of these infected tissues revealed the presence of a long, rod-shaped virus
at the basis of oviducts dissected from a superparasitizing female. Virogenic stromae were
observed in the nuclei of most cells bordering the lumen of the oviduct, suggesting that
virus replication takes place in the nucleus (which makes them likely to be a DNA virus).
The mature particles later move from the nucleus to the cytoplasm, where they can reach
high densities. N ucleocapsids found in the nuclei are slightly flexous and are often aggre-
gated. The diameter of the nucleocapsid is about 45 nm and its length sometimes exceeds
1 um (Figure 7.3). While moving from the nucleus to the cytoplasm, particles probably
acquire an envelope (their diameter in the cytoplasm is 60 nm). Because of the long, rod-
shaped and slightly flexous capsids, we propose to call them LbFV (for L. boulardi fila-
mentous virus), based on the nomenclature used for previously described viruses of
parasitoids (Krell, 1987; Styer et al., 1987; Stoltz et al.,, 1988; Hamm et al., 1990; Bigot et
al., 1997; Gothama et al., 1998; Stoltz and Makkay, 2000). Note that for several of these
previously described viruses, no effect on their parasitoid host has been described.

Further investigations revealed an almost perfect match between the presence of LbFV
virus and the S phenotype (Fisher exact test: p < 0.001). No virus was found in females
exhibiting the NS phenotype (n = 11), whereas viral particles were observed in all females
showing the S phenotype but one (n = 11), an exception that can result from an inappro-
priate cutting level during the preparation of the wasp's oviduct (viruses are indeed
concentrated in a thin region at the base of the oviduct). No viral particles were ever
observed within the eggs. Taken together, these results strongly suggest that the virus is
the agent responsible for increased superparasitism tendency in Leptopilina boulardi.

Hypothetical models for virus transmission

At present, the mechanisms allowing the virus to colonize new Leptopilina boulardi hosts
(either through vertical transmission from mother to offspring or through horizontal
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Figure 7.3 Viral particles infecting the parasitoid Leptopilina Doulardi (superparasitizing strains).
Nude nucleocapsids are observed inside the nucleus (thin arrow) and with an envelope in the
cytoplasm (large arrow) of cells bordering the jumen of the oviducts. e: egg, 1 nucleus. Bar: Tpm.

transmission between two unrelated parasitoids) are unknown. However, a number of
scenarios can be hypothesized based on the few data available on the efficiency of vertical
and horizontal transmission.

Vertical transmission efficiency
The superparasitism behavior of the offspring of ten S females (n = 9 or n = 10 daughters
for each female) was tested under laboratory conditions. Only 4 of 96 offspring females
tested showed the typical NS phenotype, which seems to suggest that they were not
infected. However, in the following generation, each of these four lines revealed de nove
the S phenotype, suggesting that their mothers had indeed been infected but that their
behavior had not been manipulated. It thus appears that vertical transmission is highly
officient, at least under laboratory conditions. We know, however, that the vertical trans-
mission is not perfect, because the S and NS reference lines were derived from the offspring
of a single infected female. Two, not mutually exclusive, mechanisms for vertical trans-
mission are possible: (1) transovarian transmission and (2) pseudo—vertical transmission
— the virus is injected in addition to the egg into the host during oviposition and it re-
infects the parasitoid larva during consumption of the infected host hemocoel. Althou
we never found any viral particles in eggs, exhaustive screening of entire eggs using
electron microscopy is extremely difficult. Furthermore, it is possible that the virus 1%
present in the eggs without its typical virion structure (e.g., if it is present as an uncapst” |
dated RNA or DNA). Successful contamination obtained via injection experirner\ts %
crushed infected tissues, however, clearly indicated that pseudo-vertical transmission
possible. A possible vehicle for transmission of the virus to the offspring is throug!
injection of viruses produced in the poison gland (in parasitoid species, this organ Proad
duces venoms that are injected into the host during oviposition, some of them countet
acting the host immune defense; Labrosse et al., 2003). -
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Figure 7.4 Superparasitism and genotype (M/A) of females emerging from hosts parasitized twice
by Madeira (M) females (left panel) or by both Madeira and Antibes (A) females (right panel).

Horizontal transmission efficiency
Previous results showed that 71% of Madeira females (NS strain) that developed under
competition with Antibes showed the S phenotype due to horizontal transmission of viral
articles. However, in this experiment (Varaldi et al., 2003), the precise number of eggs
laid by Madeira and Antibes females and the time window between successive oviposi-
tions were not precisely controlled. To obtain a more accurate picture of the rate of
horizontal transmission, we carried out the same experiment but this time observing each
oviposition under a binocular microscope (females display a typical egg-laying posture
and lay a single egg each time). We obtained hosts parasitized by Madeira (NS) and then
Antibes (S), and, as a control, hosts parasitized twice by Madeira (by placing females
under strong competition with other females for a single host). The time interval between
the two successive ovipositions was between 05 and 1.5 hours. The superparasitism
phenotype of each winning parasitoid, together with its genotype, was scored by behav-
ioral test and molecular markers. We found that five out of nine Madeira females that
won the competition for the possession of the host displayed strong superparasitism after
having competed with Antibes strain, whereas almost no superparasitism was observed
in the Madeira-Madeira modality (Figure 7.4). This confirms the horizontal transmission
of the S phenotype and gives a rough estimate of horizontal transmission efficiency of
0.55 + 0.16 (5/9) when the time interval between ovipositions is approximately 1 hour.
Under the scenario where vertical transmission occurs through re-infection of the
developing parasitoid (pseudo-vertical), vertical transmission appears as a special case
of horizontal transmission where injection of the egg and viral particles is synchronized,
as opposed to “true” horizontal transmission where particles are injected after the future
winning-egg is introduced into the host (this delay is noted At in Figure 7.5). We hypoth-
esize that desynchronization of these two events (increasing At) reduces the efficiency of
viral transmission, in accordance with the rough estimates obtained for vertical trans-
mission efficiency (>0.99 under lab conditions, At = 0) and horizontal transmission (0.55,
with At 1 h).
One question that remains open is whether the virus is able to replicate within the
Drosophila larva tissues, as has been documented in some other host/parasitoid/virus
systems (Stoltz and Eaulkner, 1978; Styer et al., 1987; Rabouille et al., 1994; Bigotet al., 1997).
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Figure 7.5 Hypothetical model for virus transmission efficiency. At represents the elapsed time
between the moment at which the egg parasitoid (that will gain possession of the host) is injected
into the host and the moment at which the virus is injected into the host. In case of (pse1.1dn)\fert'\cal
transmission, at =0 and the efficiency is optimal (although <1).

prevalence of LbFV in wild populations

To study the prevalence of an element in wild populations, one needs an efficient easy=
to-use cheap tool to diagnose the infection. This could be achieved either directly by
detecting the presence of the element (i.e., using diagnostic PCR) or indirectly using the
symptoms of the infection (in this case the superparasitism pehavior). As we do not yet
have tools allowing us to Jetect directly the presence of the virus (with the exception of
{ransmission electronic microscopy, which cannot be performed on large sample sizes
that are required for population studies), we are constrained to using superparasitism
behavior as a diagnostic tool. Of course, these estimates should be taken with care in the
absence of molecular tools, but we do believe that they give a rough estimate of the real
prevalence. Briefly, females from seven populations of L. boulardi captured in southeastern
France were used to find isofemale lines {at least 30 per popularion) reared under con-
trolled conditions in the lab. After one generation in the lab, the superparasitism behavior
of two to three female offspring of each isofemale line was tested as before (one female
isolated on ten hosts). Based on offspring phenotype, we assigned infection status to each
isofemale line. The proportion of isofemale lines showing the typical S phenotype ranges
between 0.18 and 1.00 (Patot et al., in preparation). Infection rates thus appear to be,
overall, very high and highly variable between populations. The seasonal dynamics ©

infection were also studied for one location (Gotheron, near Valence, France) from June
to September 2003 (Table 7.1). A viral prevalence of 60% in June and 65% in July decreased
drastically (to 0%) in August, which was a period of exceptionally hot and dry weather
in France (the hottest summer in the past 50 years in France Meteo, France data). Although
linking the two events is tempting because many viruses are temperature sensitive, this
hypothesis remains to be investigated in the laboratory. As a conclusion, the symptom ©

LbFV infection (= superparasitism behavior) is very often observed in French naturd

pupulation, suggesting that the virus is very widespread and quite frequent, at Jeast it
this geographical area.
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Table 7.1 Estimation of the Prevalence of LbFV Virus in a French Population
throughout the Season
Lok e S

June July August September
Total isofemale lines 27 26 17 34
«§ » isofemales lines 16 18 0 13
Prevalence estimation 059 +0.09 0.69 £0.09 0.00 0.38 £ 0.08
NS control 1.03+003 1074006 1.000.00 1.02 £ 0.02
n=10 n= 10 n=3 n=13
S control 3374030 439%062 2521058 2.29 £ 0.39
n=9 n=10 n=7 n=9

Note: Gotheron, near Valence 38, France, . throughout the season. Wild-caught females
were used to found isofemales. After one generation under laboratory-controlled
conditions, the superparasitism phenotype of their offspring was studied. Isofe-
males lines were then either diagnosed as uninfected if their behavior was not
different from NS controls or infected if they displayed the typical 5 behavior.

Direct effect of LbFV on L. boulardi physiology and behavior

The studies carried out on wild-collected individuals indicated that infected and unin-
fected females coexist in most populations studied. To understand the dynamics of infec-
tion, it is thus essential to estimate the costs and potential benefits of viral infection on
fitness-related traits. Laboratory experiments showed that viral infection in females
induces no cost on adult survival, a low cost on developmental rate (+3%) and adult body
size (-2%), and leads to a significant decrease in locomotor activity (Varaldi et al., 2005a).
Interestingly, unlike several other maternally inherited symbionts (O'Neill et al., 1997; Vala
et al., 2003), LbFV does not manipulate the sex ratio. We also measured egg load, which
is a good estimation of the reproductive potential of females because L. boulardi is a
proovigenic species (no egg production occurs at the adult stage). Infected females had,
on average, 11% more eggs than uninfected females. This effect reflects a direct effect of
the virus because parasitoid lines used in this experiment share 100% of their genes. This
increase in egg load of infected females can then be interpreted as a manipulation of the
wasp’s resources that favors viral horizontal transmission by enhancing egg-laying oppor-
tunities, although alternative explanations (adaptive plastic response of the host or side
effect) cannot be ruled out at this stage. Several behavioral components of the wasps
(ability of males to locate female pheromones, ability of females to locate host odors,
searching paths of females, daily rhythm of locomotor activity) were also studied in
relation to the presence of the virus. No change, however, was observed in any of these
behaviors. The behavioral effect of this virus seems to be restricted to the manipulation
of superparasitism (Varaldi et al., in press).

- Adaptive significance of the behavioral change

The vertical transmission of the virus implies that the virus and the parasitoid share some
fitness components (they both benefit from female fecundity). It thus remains unclear
whether this induced superparasitism behavior is actually adaptive for the virus (Varaldi
et al., 2003; Reynolds and Hardy, 2004; Gandon, 2005). To demonstrate the adaptive nature
of the alteration of the parasitoid behavior, one must show that a virus increasing super-
parasitism can invade a virus population that does not alter the behavior of its parasitoid
host. That is, one must demonstrate that the evolutionarily stable (ES) superparasitism
for the virus is higher than the ES superparasitism for the parasitoid (in the absence of
the virus). The following subsection analyzes the evolution of both the parasitoid and the
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virus, and shows that, indeed, for a broad range of parameter values, the virus evolves
higher superparasitism strategies than its parasitoid host.

Parasitoid evolution

We developed a model that allows one to analyze both the dynamics and the evolution
of a population of parasitoids (a proovigenic and solitary species) parasitizing a population
of host (Gandon et al., 2006). This model includes the potential benefit of superparasitism
(the possibility that parasitoid larvae developing in an already parasitized host can win
the within-host competition) and both classical costs of superparasitism (the costs of time
and the cost of eggs). This model can be used to predict the fate of a mutant parasitoid
with superparasitism strategy s* appearing in a parasite population dominated by a
resident_with strategy s, at the epidemiological equilibrium set by the resident
(where [x], [xy], and [y] are the equilibrium densities of unparasitized and parasitized
host larvae, and adult females, respectively). The direction of evolution, and ultimately
the ES superparasitism, depends on the fitness of a rare mutant strategy:

w? [s*,s] =0F [5*,5]5" [s] (7.1
with
b(s¥)((x1+* cf.:—;])[l _ /) )
S [S*' S] - m
E'p - —?—2--'——‘—_:_—
[S d+e+ b(s)sc[y]

The definition of all the parameters appearing in Equation 7.1 are given in Table 7.2 (see
also Gandon et al. (in press) for a detailed description of the derivation of Equation 7.2). To
get an intuitive understanding of this expression, note that O"[s*,s] is the expected number
of “successful” ovipositons* during the lifetime of an adult mutant female, and E?[s] is the
probability that the mutant parasitoid females emerge before the death of the host or before
being ousted by the larva of the resident strategy after superparasitism. Thus, Equation 7.1
gives the expected number of mutant females produced by a single mutant female during
its lifetime. The slope of the above fitness function (dw’[s*, s]/ds*) gives the direction of
selection on superparasitism and, because E*[s] does not depend on virus mutant strategy,
the following condition must be verified for s* to be an evolutionary equilibrium:
dOr[s*,5]/ds*| ... = 0. That is, the ES superparasitism strategy is the one maximizing the,
expected number of hosts parasitized. Figure 7.6 presents a numerical example showing
how the ES parasitoid increases with higher probability of successful superparasitism.

Virus evolution
The model can be used to derive an expression of the fitness of a mutant virus with l‘;r
strategy ¢* appearing in a population dominated by a resident virus with strategy % o
the epidemiological equilibrium set by the resident virus and the strategy s adopted g

m— ra— ERRS—
0

the host (where [x], [xy] and [xyz] are the equilibrium densities of the different types &8

La
* Only ovipositions that manage to win the competition with the resident larva, when there is one, ate considen
as “successful.”
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s
-nch

ke )

\ Table 7.2 Main Parameters and Variables of the Model

B

' o Density of unparasitized hosts

B Density of hosts parasitized with an uninfected larva

Eg,]z] Density of hosts parasitized with an infected larva
[yl Total density of uninfected adult parasitoid females
vz Total density of infected adult parasitoid females
| 73 Eggload of parasitoid females (infected or not) at birth
o Handling time (time taken to check the host before oviposition)
| s QOviposition time (time taken to lay an egg)
ik Intrinsic death rate of the host
a Intrinsic death rate of adult parasitoid females
¢ Rate of parasitoid emergence
A Searching efficiency of hosts by parasitoid females

b( 5) Rate of oviposition of uninfected parasitoid in unparasitized host (at equilibrium in the
absence of the virus):

b(s)= :3/"(1 + n(m(f, +h )+ [;—y](r, +st;)))

b(s) Rate of oviposition of infected parasitoid in unparasitized host (at equilibrium in the
presence of the virus):

m i If,f.i’(l +ﬂ(-;j(t‘ +t )+(m+ m)(t, +ot, )))

c Probability of successful superparasitism (when ¢ = 0 superparasitism is never successful
because the resident larva always wins)

5 Superparasitism (probability of oviposition in an already parasitized host) of uninfected
parasitoid females

5 Superparasitism (probability of oviposition in an already parasitized host) of infected
parasitoid females

ol Sex ratio (proportion of females) among parasitoid offspring

T, Probability of horizontal transmission of the virus (from an infected larva to a competing
uninfected larva)

T Probability of vertical transmission (from an infected female to its offspring)

£ Probability of horizontal transmission of the virus (superinfection) when two parasitoid

larvae infected with different strains are competing within a host

host larvae, and [y] , [yz] are the densities of uninfected and infected adult females, respec-
tively; see table for details):

w'[0%0,5]=0"[ %0, |E" [o,5] (7.2)
with

of'[cs*,c,s]=

xb{o)[[x+ o (e + (1~ +Fal(e(1-€)+(1-Je)))| | e
\ = ' =

m

B [c,s]z e fql

d+e+(5b ‘sj[y}+cb(c)[yz](l—'cr))c(“l-‘r,,)
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Figure 7.6 Evolutionarily stable (ES) superparasitism strategies of the virus (full lines, 6*) and the
parasitoid (dotted lines, s*) against the probability of successful superparasitism (c). ES superpara-
sitism strategy represents the rate (probability) of oviposition in an already parasitized host for
infected parasitoid females (¢*) or for uninfected parasitoid females (s*). c represents the probability
that a supernumenary egg outcompetes the resident egg inside a superparasitized host. The gray
lines indicate a situation where the parasitoid does not co-evolve with the virus. The black lines
indicate the co-evolutionary stable strategies of the virus and the parasitoid, respectively. Parameter
values: N=100,d =¢=02,m=0.1,a=00L,¢=0,1,=01,E=10, =075 = 0.95, ¢ = 0 (see Table
7.2 for parameter signification).

Virus fitness is simply the product of the expected number of “successful” ovipositions
(with vertical transmission) of a parasitoid female infected by a mutant virus, O°[c*, g,s],
times the probability of emergence of these infected parasitoid larvae, E?[o,s] (note the
similarity between Equations 7.1 and 7.2). The direction of selection on virus superpara-
sitism is given by the slope of this fitness function (dw’[c*, 6,5]/do*) and, because E*[c, $]
does not depend on virus mutant strategy, the following condition must be verified for
¢* to be an evolutionary equilibrium:

=0

o=G"

dO? [cr*,o,s]/"dc*

To understand the differences between virus and parasitoid evolution, one needs to
understand the differences between O¥[s* s] and 0”[6*, 6, 5]. In particular, it is important
to note that the virus will gain extra routes of transmission via the potential horizontal
transmission that may occur between larva infected with the mutant strain and uninfected
larva (with probability t,) but also between larva infected with the mutant strain and larva
infected with a resident virus strain (¢). Both these terms increase the potential benefit of
superparasitism for the virus. Consequently, the balance between the costs and the benefits
will be shifted toward higher superparasitism. Figure 7.6 illustrates that ES superparasit-
ism should be higher for the virus than for the host, thus demonstrating the adaptive
value of the behavioral modification from the virus point of view.

Indirect effect of LbFV on parasitoid populations

The above sections focused on the evolution of the parasitoid in the absence of the
and on the evolution of the virus. However, the presence of the virus can also affec
evolution of the parasitoid. To study this evolution, one must take into account that the

virus
t the
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{;Li-aarasjtoid may appear in different states (infected or not). Recall that the parasitoid fitness
P ction given in Equation 71 was derived for a case where none of the parasitoids are
:,:i"fl'fected. Gandon et al. (2006) derived an expression of the fitness of the parasitoid in
infected populations. They showed that the ES superparasitism of the parasitoid is reduced
_ py the presence of the virus. An intuitive explanation for this result is that the presence
 of the virus induces another cost of superparasitism for the female: the risk of infecting
jts progeny- Interestingly, one can also study the system when both the host and the
arasite are allowed to evolve. Ultimately, as shown in Figure 7.6, this co-evolution results
‘ in an increase in the conflict between the host and the virus (Gandon et al., 2006).
~ The presence of the virus is likely to influence the evolution of parasitoid traits other
 than superparasitism. For example, in our model we did not allow the parasitoid to resist
the behavioral modification imposed by the presence of the virus. We simply assumed
that, once infected, the parasitoid is unable to control the modification induced by its
pathogen. Conflicts of interest between the parasitoid and the virus may, however, favor
the evolution of resistance mechanisms in the former. The presence of the virus may also
have an effect on the evolution of two of the key defining life history traits of parasitoids:
namely, the evolution of egg load at emergence (ovigeny index, Jervis et al. 2001) and the
evolution of the gregarious lifestyle. In proovigenic parasitoids, egg load at emergence
controls the strength of egg limitation. As pointed out by Rosenheim (1996), to limit the
risk of egg limitation, egg load will evolve as a function of the encounter rate with available
hosts. As superparasitism increases the rate of egg laying (females also accept already
parasitized hosts), the manipulation may exert a selective pressure for the evolution of
higher egg loads. This could either result in an unconditional genetic response of the
parasitoid population or in a plastic response (an increase in the egg load only when the
host is infected). The evolution of higher egg loads at emergence will be constrained by
potential trade-offs with other life history traits, such as egg size and longevity (Rosen-
heim, 1996). Moreover, the virus itself could also be selected to increase parasitoid egg
Joad, because its transmission (both vertical and horizontal) is conditional on parasitoid
oviposition. Here, again, a conflict of interest may arise between the parasitoid and the
virus. For example, if there is a negative trade-off between the egg load and egg compet-
itivity, the optimal number of eggs for the virus may be much higher than for the parasitoid
(the virus may sacrifice egg competitivity to enhance horizontal transmission via addi-
tional ovipositions). Interestingly, as mentioned previously, infected L. boulardi females
carry more eggs than uninfected adults that share the same genetic background (Varaldi
et al., 2005a). This result could thus be interpreted as a plastic adaptive response of the
parasitoid or as another aspect of virus manipulation. This question clearly deserves
further theoretical and empirical developments.

Discussion

Taken together, our results show that Leptopilina boulardi females harbor a filamentous
virus (that we called LbFV) whose main phenotypic effect is a strong increase in super-
parasitism tendency. Furthermore, theoretical developments clearly indicate that increas-
ing superparasitism tendency is an adaptive strategy from the virus point of view. As a
consequence, the L. boulardifvirus system is very likely to be an example of host behavioral
manipulation by a virus.

Mechanisms for the behavioral alteration

The specific action of LbFV on superparasitism behavior raises the question of the mech-
anisms underlying the manipulation process. Little is known about the mechanisms used
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by parasites to alter their host behavior, although some data is beginning to come forward,
especially for macroparasites (Adamo, 2002: Thomas et al., 2003). In addition, the cyto-
pathological effects of viruses responsible for behavioral disturbance have been studied
from a medical perspective in mammals (Tomonaga, 2004). From these studies, it appears
that these viruses cause neuronal disturbance in the central nervous system due to cell
injury, to modification of the expression of host genes (Solbrig et al., 1996; Kramer et al.,
2003) or because of a by-product of the host immune response (which indirectly harms
infected cells, Furrer et al., 2001).

Females L. boulardi need to pierce the skin of the host larvae with their ovipositor to .
detect chemical cues associated with a previous infestation. The superparasitism behavior
modification induced by the virus could result from a defect in the way the infected female
perceives these cues (a reduction in discrimination abilities). One tentative hypothesis is
that the virus injures the cells involved in signal perception (ovipositor sensillae) or disrupt
the processing of the nervous signal in direction of the central nervous system. This can
be the product of specific cell lysis or of modification of gene expression in the nervous cells.

However, superparasitism behavior could also result from a modification of their
acceptance decision after a correct signal perception and integration in the central nervous
system. Several theoretical models predict that females should adjust their superparasitism
decisions according to the quality of the environment in which they forage (for example,
increase superparasitism tendency when travel time between patches is high; Visser et al.,
1992¢). There is, indeed, some empirical evidence showing that females acquire information
on their environment that they use to modulate their superparasitism tendency (Visser et
al., 1992b,¢c). It is therefore possible that the virus modifies the females’ superparasitism
behavior indirectly by manipulating its perception of the overall quality of the environment.

Furthermore, learning and memorization processes strongly influence the superpar-
asitism decisions of females (Van Lenteren, 1976; Ueno and Tanaka, 1996). Interestingly,
in the closely related species L. heterotoma, if the first host encountered by a female upon
emergence is parasitized, she will readily accept it, thus engaging in superparasitism
whereas after an experience with unparasitized hosts, she will start rejecting parasitized
hosts (Van Lenteren, 1976). In addition, it has been shown that inducing amnesia in the
Ichneumonidae Pimpla nipponica results in a strong increase in self-superparasitism (Ueno
and Tanaka, 1996). Whatever the significance of such a pattern (adaptive superparasitism
or incomplete discrimination ability due to inexperience), it clearly shows that interfering
with the learning abilities of females can result in changes in superparasitism decisions.
Learning processes can thus be the target of LbFV action.

Effect of LbFV on host—parasitoid interactions

Symbionts can modify the outcome of competition between their eukaryotic hosts by
either decreasing or increasing the fitness of infected hosts (Girin and Boulétreau, 1995;
Prenter et al., 2004). The results obtained so far on the LbFV/L. boulardi system suggest
that LbFV belongs to the first category of costly symbiont. Indeed, most fitness traits are
slightly reduced for infected females, with the exception of egg load (however this
increase in egg load is possibly another side of the manipulative process). Furthermoré,
the increase in superparasitism itself is probably detrimental to parasitoid fitness in most
ecological conditions because infected females waste time and eggs attacking parasitized
hosts (a fortiori when these hosts have already been parasitized by the infected female
herself). However, the influence of LbFV on the physiological and behavioral processes
that are activated during the parasitic phase are almost unknown. For example, o€
LbEV interfere with the immune response of the Drosophila larvae? This question is Cl@r]ﬁf
pertinent because several parasitoid species benefit from host immunodepression causeeg
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ther viral particle injection (polydnavirus that is not infectious (Espagne et al., 2004),
{2 well as other true viruses that show properties required for infectiousness, Renault et
g;:ls 2003, 2005)- Virus-induced superparasitism Jeading to a high number of eggs inside
?jl'l; came host could also saturate the host immune response against the parasitoid, and
’;ﬂ\“s could be advantageous for the parasitoid. Furthermore, does the presence of LbFV
Bify the outcome of superparasitism or multiparasitism (the competition of different
arasitoid species within the same host) contests? Here again, experiments are clearly
ceded and this constitutes a promising field, especially if LbFV is able to replicate inside
o Drosophila larva. If such replication is shown to take place, we can expect that para-
itoid strains OF species that have co-evolved with the virus would be able to regulate
their replication, whereas other strains would not be able to do so and could potentially
" die with the host due to excessive viral replication. There is some evidence that the
| ascovirus DpAV, which usually infects (without negative consequences) the Ichneu-
" monidae Diadronits pulchellus, replicates at different rates in the lepidopteran host,
~ depending on the parasitoid species to which it is associated. In its most extreme form

(the association with T toplectis tunetana), the ascovirus infection leads to the death of both

the host and the parasitoid (Bigot et al., 1997).

Circulation of LbFV in the Drosophila—parasitoid community

The circulation of LbFV between L. boulardi females is, at least partly, understood: infected
females transmit the infection to most of their female offspring and can infect the offspring
of uninfected females under superparasitism conditions. We have also shown that unin-
fected females cannot contaminate their ovipositor by stinging Drosophila larvae previously

arasitized by infected females (Varaldi et al., in press). Thus, the sole evidence for
horizontal transmission comes from superparasitism experiments. There are still several
unknown aspects of viral transmission, both at the within and the between species scales.
First, although males do not transmit infection (Varaldi et al., 2003), it is still not known
whether they are infected. If they are, they would constitute an evolutionary dead-end
for the virus and some evolutionary consequences could emerge. More importantly, we
also do not know whether LbFV can be horizontally transferred to other parasitoid species
or even to the Drosophila host species. Still, it is clear that LbFV is in frequent contact with
Drosophila cells (because itis likely to be injected inside the Drosophila at each oviposition),
as well as with other related or unrelated parasitoid species that attack the same larval
hosts (L. heterotoma or Asobara tabida). Field studies show that there is strong competition
for hosts during part of the season, increasing the likelihood of multiparasitism (Fleury
et al., 2004). Accordingly, L. heterotoma females frequently accept hosts parasitized by L.
boulardi (unpublished). Furthermore, there is strong phylogenetic (Vavre et al., 1999) and
empirical (Grenier et al., 1998; Huigens et al., 2004) evidence of horizontal transmission
of Wolbachia in the host/parasitoid community. To date, no obvious effect of multipara-
sitism has been observed on the superparasitism behavior of emerging L. heterofonia with
infected L. boulardi. This, however, does not exclude the possibility‘ that horizontal trans-
mission happens because LbEV may infect L. heterotoma although it is unable to modify
its superparasitism behavior. Clearly, molecular tools are required to fully answer this
question. From an evolutionary perspective, an interesting possibility is that LbFV could
be derived from a Drosophila virus.

Conclusions

Host parasitoid communities hide a very rich micro-community of symbionts: viruses
showing different relationships with their hosts (from purely pathogenic to completely
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integrated such as polydnavirus, Espagne et al., 2004); bacteria, such as Wolbachia or
Bacieroidetes, able to manipulate the reproduction of their hosts in several ways (Zchori-
Fein et al., 2004); and phages whose effect is poorly understood so far (Gavotte et al.,
2004). Is there any relationship between the richness of the microbe community and the
special functioning of host-parasitoid communities? Although this question is beyond the
scope of this chapter, we believe that the intimate and durable relationships existing
between hosts and their parasitoids could favor the diversity of symbionts. In any case,
it is remarkable that all these micro-partners sometimes coexist in the same individuals;
for example, the Drosophila parasitoid Asobara tabida is naturally infected by three different
Wolbachia strains, one of them being obligatory for cogenesis (Dedeine et al., 2001), the
other two causing cytoplasmic incompatibility (Dedeine et al., 2004), as well as by a phage
(Gavotte et al., 2004). Apart from underlining the strong influence of these microbes on
their host evolution, this raises the question of the competition between microorganisms.
Is there any competition between symbionts and, if so, is it regulated by the host or by
the symbionts themselves? It is exciting to notice that among the Leptopilina species (all
parasitoids of Drosophila larvae), all but one appear to be infected with Wolbachia. The only
exception is L. boulardi, which is now known to be infected by a manipulative virus. Future
investigations will hopefully help elucidate the significance of this pattern.
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Ticks are amongst the most important vectors of infectious dis-
eases of medical and veterinary importance, being present from
tropical to temperate areas and being capable of transmitting
viruses, bacteria, protozoa and even nematodes. PCR using uni-
versal 16S rRNA primers followed by cloning and sequencing led
to detection of a novel alpha-proteobacterium in the hard tick
Ixodes ricinus, which has recently been named Midichloria mito-
chondrii. Electron microscopy showed that M. mitochondrii
resides in the mitochondria of infected tick cells. The
discovery of a bacterium residing in mitochondria opens
the question of whether Midichloria causes damage to the host.
The damage, if any, is probably not very important. Indeed. the
prevalence of M. mitochondrii in wild populations of . ricinus is
(or is very close to) 100% in females, which suggests that the
fitness of infected females is certainly not seriously reduced.
However, electron microscopy clearly shows that M. mitochon-
drii leads to the consumption of infected mitochondria. In addi-
tion, there is evidence that bacterial load and prevalence decrease
along generations in lab colonies of I ricinus. Finally, infection
prevalence in adult male ticks collected in the wild is around 50%.
with low bacterial load in infected male individuals. The Kind of
the interaction between M. mitochondrii and its host is probably
not easy to classify. Low prevalence in males seems to suggest
that the bacterium is not useful to individuals of this sex. On the
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other hand. males are probably not useful to Midichloria. unless
a mechanism like cytoplasmic incompatibility is (or has been)
involved in ensuring the spreading of this bacterium in the host
populations. Female ticks are the way by which Midichloria is
transmitted to the offspring, and we should thus expect natural
selection promoting the capacity of this bacterium to be main-
tained in females ticks during development and to be efficiently
transmitted to the offspring without causing too much damage. In
addition to ‘not being too harmful’ in terms of mitochondrial/cel-
lular damages, it is reasonable to assume that M. mitochondrii is
in some way actively promoting its maintainance and transmis-
sion in females of L. ricinus, by being useful to the host female. or
by determining some forms of reproductive parasitism.

Behavioural manipulation of insect parasitoids
by a maternally inherited virus: ecological
consequences and potential applications for
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Facing increased evidences of undesired negative effects of chem-
ical use in insect pest management (resistance, pollutions), it is
now necessary to develop biocontrol alternatives. In that respect,
the use of insect parasitoids is of peculiar interest since (i) their
development always leads to the death of their insect host, (ii)
they can display a high degree of host specificity. and (iii) free-
living females display complex and efficient host finding behav-
iors. However., we have recently found that a maternally inherited
virus manipulates the host acceptance strategy of a parasitoid
species (Leptopilina boulardi. Hym. Figitidae). leading to a strong
egg wastage and ultimately in a strong reduction of its biocontrol
potential (Varaldi et al. 2003, 2006). This effect results from the
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Figure 1. Distribution of number of parasitic eggs/host larva laid by uninfected or infected L. boulardi females isolated on 10 hosts (one single
female on 10 hosts; n = 10 uninfected and n = 30 infected fernales tested).
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fact that the virus forces infected females to accept to lay eggs in
already parasitized hosts (Figure 1). This “superparasitism”
behaviour directly benefits to the virus (Gandon et al. 2006)
because this situation leads to its horizontal transfer (infectious
transmission within superparasitized hosts).

Symbiotic viruses that induce no obvious physiological cost on
their parasitoid hosts (Varaldi et al. 2005) have been regularly dis-
covered in parasitoids during the last decades (as examples: Stoltz
& Vinson 1977: Barratt et al. 1999: Reineke et al. 2005). Most of
them have not been accredited for any phenotypic effect and we
can wonder whether these viruses have evolved the same ability
to manipulate the behavior of their parasitoid host. Thus, insect
parasitoids that are used in pest management programs should be
carefully checked for the presence of symbiotic viruses.
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Trichogramma egg parasitoids, one of the most important bio-
logical control agents, have been widely used in augmentative

Entomological Research 37 (Suppl. 1) (2007) A11-A73
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biological control of a variety of agricultural and forest pests in
many regions of the world. Major contributions to the release of
Trichogramma for biological control of lepidopteran pests have
been made in the last three decades. Commercial facilities and
insectaries for mass rearing with factitious hosts have been con-
structed in many countries. Selection of factitious hosts is based
on the simplicity of their mass production, mechanization of
rearing processes, Trichogramma spp. and cost of production.
Mainly four factitious host egg species of Lepidoptera have been
used for Trichogramma mass production: three small egg species.
Angoumois grain moth, Sifotroga cerealella (Olivier), Mediter-
ranean flour moth, Ephestia kuehniella Zeller. rice grain moth,
Corcyra cephalonica (Stainton):; and one large egg species,
Chinese oak silkworm, Antheraea pernyi Guérin-Méneville.
Research on in vitro rearing of Trichogramma has been con-
ducted since the 1970°s in many countries. In viiro rearing of
Trichogramma have been successfully achieved for certain
Trichogramma species, such as Trichogramma dendrolimi and T.
chilonis in China. T. minimum and T. brassicae in America, T.
dendrolimi and T. brassicae in France. T. australicum and T. pre-
tiosum in Australia, and 70 gallo and T. Prestiosm in Brazil. Arti-
ficial diet containing insect cells not the insect haemolymph has
been developed for T. australicum and T. pretiosum in Australia.
A computer-controlled machine has been successfully developed
in China that automatically produces artificial-host egg cards for
mass production. China is the first country successfully to make
use of in vitro rearing of Trichogramma for commercial produc-
tion and large-scale use in the world. Long-term storage of host
eggs and parasitized host eggs have been developed. such as cold
storage and artificially-induced diapause techniques. to make the
production cost effective while maintaining high quality. A par-
ticular problem in the past is that mass rearing may lead to Tri-
chogramma adaption for artificial conditions and results in poor
field performance. Quality control and technical regulations for
Trichogramma mass production have been standardized for some
Trichogramma species using different factitious egg hosts, which
have improved quality of the parasitoids. Also. field application
techniques have been greatly improved in recent years. The
releases are now more convenient and customized to specific
environments and crops.

Trichogranma releases, depending on the country and crop.
have been combined with low-risk insecticides (chemical, bio-
logical and botanical). and other natural enemies. They also
have been released in areas with floral plants, food sources that
increase the longevity and fecundity of Trichogramma and other
natural enemies. Trichoramma releases have become a very
important component of integrated pest management (IPM) in
maize, cotton. sugarcane, rice, orchards, vineyards. vegetables,
forests, and storage for some of these products where there are
lepidopteran pests. These achievements have contributed to their
widespread use in augmentative biological control. Inundative
releases of Trichogramma for control of lepidopteran pests are
being studied in more than 50 countries. The former Union of
Soviet Socialist Republics (USSR) is ranked the first in appli-
cation of Trichogramma (10 million hectares), followed by
China (3 million hectares), Mexico (2.5 million hectares), and
South American countries (1.2 million hectares).

In China, as the government pays more attention to agricultural
and environmental challenges, the acreage of Trichogramma use
has increased. For example, Trichogramma have been used to
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1.Introduction
During the last decades, it has been discoveredhibst parasitoid interactions are often
directly or indirectly influenced by symbiotic omgams, such as bacteria and viruses. For
instance, the symbiotic bactertdamiltonella infecting aphids confers resistance against
parasitoid attack (Oliveet al, 2007; Oliveret al, 2003). Although such phenomenon has not
been documented to dateDmosophilasp., it surely indicates that symbionts have toalben
into account when studyifigrosophilaparasitoid interactions. This idea finds furthepjgort
in the recent literature, since symbioWolbachiainfecting Drosophila melanogastenave
been found to confer resistance against viral ggehs. It is worth mentioning that this result
has been obtained independently by two researakpgr(Hedge®t al, 2008; Teixeireet al,
2008). Parasitoids have also evolved intimate aasgoes with symbiotic bacteria (reviewed
in chapter X for Drosophilaparasitoids) deeply affecting their reproductivehéviour.
However, one of the most outstanding mutualistlati@nship in parasitoids involves viral
particles. Indeed, seven monophyletic subfamilid8raconidae (the microgastroid complex),
and two subfamilies of Ichneumonidae are associatighl polydnaviruses (PDV), which
replicates in females’ reproductive organs withaoy detrimental effects to the wasp (Glatz
et al, 2004). PDVs are injected into the parasitoid rehating oviposition and alter host
physiology thus allowing parasitoid larvae to citorent the host immune reaction. It is likely
that PDV symbiosis have arisen three times indegethg(giving rise to Bracovirus, Espagne
et al, 2004, Ichnovirus and Banchinevirus, Lapoimteal, 2007), afterwards leading to
longstanding coevolution between the ancestralsesuand the parasitoids. Nowadays, all
wasp species of these groups have obligate assosiatith PDVs. PDVs have completely
lost their infectious capacity and are only veittickansmitted as an autosomal locus because
of their integration within the wasp genome. Thigiarof PDV is still under debate, but the

ancestral bracovirus has been recently identified k& nudivirus, based on sequence
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homology (Bezieret al, 2009). Although PDV have not been found Drosophila
parasitoids, some proteins showing viral-like dine are also injected into the host
haemolymph byeptopilinaspecies (Dupast al, 1996; Rizki, Rizki, 1990). Although they
do not contain DNA (as opposed to PDVs), thesesviike particles (VLPs) also circumvent
the host immune reaction and may have a viral eéwwlary origin. To understand the origin
and mechanisms of virus or VLP incorporation irfie tvasps genomes, it may be useful to
study nowadays infectious viruses that are ablafext parasitoids. Iheptopilina boulardi
we have found that some females are infected bynlerited virus that manipulates the
behaviour of the wasp (Varaldt al, 2003; Varaldiet al, 2006b). This virus, called LbFV for
Leptopilina boulardiFilamentous Virus, forces the infected femaleadcept to lay their eggs
in already parasitized hosts (a behaviour callegpesparasitism). This behavioural
manipulation benefits to the virus spread sinceemgrasitism allows its horizontal
transmission (transmission between unrelated pgarddineages). The peculiar transmission
mode of this virus allows it to maintain and re&adh frequencies in natural populations. The

present chapter reviews the different featurefisfgarasitoid/virus association.

2.Main effect and transmission of LbFV

As mentioned in previous chapters, &@lfosophila parasitoids are solitary parasitoids,
meaning that on®rosophilalarva allows the development of a single paragjtaihatever
the number of parasitoid eggs. Females are uswllg to recognize parasitized from
unparasitized hosts (host discrimination) and ndgmavoid laying eggs in already
parasitized host. If a female oviposits in a passi host, a behaviour called
superparasitism parasitoid larval competition ends up in the deat all but one larva.
Usually the second larva is most likely to be ontapeted and its survival depends on the
interval between the first and second oviposititua Alphen, Visser, 1990). If a parasitoid

female accepts several times the same host (a ioehaalled self-superparasitism), she will
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waste some eggs since brothers and sisters wilpetenfor the possession of the host until all
but one die. Superparasitism is thus expectedetastbongly counter selected in most
ecological conditions. One remarkable featureLeptopilina boulardiwas that in some
populations, females showed a huge tendency tapanasitize, while in others most females
laid only one egg per host. In the relatedneterotomahowever, few superparasitism was
observed (Varaldet al, 2005b). InLeptopilina boulardj we were thus able to derive stable
“non-superparasitizing” lines (NS) and “superparaisig” lines (S). From these lines, we
studied the genetic determinism. Surprisingly,\thgations in the superparasitism phenotype
were strictly maternally inherited: whatever theclear genotype, females adopted the
phenotype of their mother. Furthemore, when botm& NS lines laid their eggs inside the
same host, in the case where NS lines won themitbst competition, the emerging (female)
offspring did adopt the “superparasitizing” phemydespite the NS phenotype of its line of
origin (Varaldiet al, 2003)! All is happening as if some unknown iniegs element was
causing the “superparasitizing” phenotype and wass@d from S infected lines to NS
uninfected lines during the short time they coedsinside thédrosophilalarva. The newly
acquired S phenotype was stably transmitted oveergéions (Varaldiet al, 2006b). The
infectious nature of the S-inducing element waghferr confirmed by injecting solutions
derived from S individuals int@rosophilalarvae parasitized by NS females. Solutions of S
females proved able to induce the S phenotype @n dimerging parasitoid females
(originating from an « NS » line), whereas NS cohtmjections did not induce any
behavioural change (Varaldt al, 2006b). The hypothesis that the causative agest av
bacteria was tested and clearly ruled out usingiatit treatments (Varaldet al, 2006b).
The nature of the infectious element was finallytedmined by electron microscopy
investigations inside the ovarieslof boulardi females. It was evident that in S lines, a virus

was replicating in cells bordering the lumen of tveduct, contrary to NS females (Varakti
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al., 2003, 2006b). Based on its morphology, the swgragitism-inducing virus was called
LbFV. The virus LbFV is thus vertically transmittetirough the female line, and also
horizontally in conditions of superparasitism.

To date, the precise means of transmissions arknoetn, but our working hypothesis is that
the virus is injected in addition to the egg inte thost during oviposition and that it infects
the emerging parasitoid during its larval life (ehgr which the parasitoid consumes the
infected host haemocoel). If the infected paraditt@velops alone, then vertical transmission
occurs (with a very efficient rate, near 100% unidér conditions), while if superparasitism
occurs, horizontal transmission may occur. We sutsgigt the efficiency of the horizontal
transmission depends critically on the delay betwsgccessive ovipositions : if a S female
superparasitizes soon after a NS female has laicedpg then the efficiency will be high,
while if this delay is important the efficiencyars (Varaldiet al, 2006c). Accordingly,
when we inject extracts of S ovaries insDesophilalarvae previously parasitized by NS
females, the efficiency of the contamination ishhiigthe delay is low (<24h: 44% (n=9)), and
drops to zero when we increased the delay (24 to, 486 (n=17); 48 to 72h: 0% (n=21)).
LbFV has been discovered using electron micros@uy/thus we lacked any genomic data.
This precludes from identifying its phylogeneticsgimn and from developing molecular
tools, such as markers. Since LbFV could be eith®NA or RNA virus, we focused our
attention on the identification of viral mMRNA (bese both viral types should produce
MRNAS). We performed a suppressive subtractive iligation (SSH) between two lines
sharing the same genotypic background but diffeimntpeir superparasitism behaviour. This
work permitted to identify a 809bp mRNA that wasgcific. From this mMRNA sequence,
we derived a simple PCR test that showed ampliioatn all 14 independent S lines whereas
no amplification was observed for all 11 independe8 lines, starting with DNA extracts as

templates (Patadt al, 2009). This perfect correlation between supegtisan phenotype and
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PCR-amplification validates the viral origin of shsequence. Furthermore, it shows that
LbFV has at least an intermediate DNA step durtegeplication cycle or that, more likely,
LbFV has a DNA genome. This is consistent with #hectron microscopy investigations
showing apparent viral replication within the nuaéthe cells. This work (Patat al, 2009)
also indicates that the virus reaches very highglemce in natural populations (around 70%
in both sampled populations in the South of Frandegpite the fact that the penetrance of the
extended-phenotype was incomplete (only 80% ofinifiected females expressed signs of

behavioural modification).

3. Adaptive significance of superparasitism alterabn: a modelisation approach

The vertical transmission of the virus implies thia¢ virus and the parasitoid share some
fithess components (they both benefit from femataihdity). It thus remains unclear whether
this induced superparasitism behaviour is actusdgptive for the virus (Varaldit al, 2003,
Tracy Reynolds, Hardy, 2004, Gandon, 2005). To defrate the adaptive nature of the
alteration of the parasitoid behaviour one mustistitat a virus increasing superparasitism
can invade a virus population that does not alterltehaviour of its parasitoid host. In other
words, one must demonstrate that the evolutionatdple (ES) strategy of superparasitism
for the virus is higher than the ES superparasitisnthe parasitoid (in the absence of the
virus). To address this question, we developpedodemnthat allows to analyse both the
dynamics and the evolution of a population of péoads (a proovigenic and solitary species)
parasitizing a population of hosts (Gandemnal, 2006). This model includes the potential
benefit of superparasitism (the possibility thatgs#oid larvae developing in an already
parasitized host win the within-host competitionpda both the classical costs of
superparasitism (the costs of time and the costggfs). We first used this model in the

absence of any virus, to predict the fate of a muparasitoid with superparasitism strategy
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s appearing in a parasitoid population dominatedabiesident with strategy (where s
indicates the rate of acceptance of parasitizetsho&s expected, the model predicts that the
ES strategy of superparasitism is zero when thlegtnitity to win the within-host competition
(c) is low but increases with an increase in (d)isTfurther confirmed previous models
showing the potential adaptive value of superptsasiunder conditions of hosts scarcity
(van Alphen, Visser, 1990).

We extended the model to include a virus, baselbdiv biology. When females are
infected, it is assumed that the parasitoid behavsstrictly under the control of the virus. In
other words, the rate of acceptance of parasitiwstls of an infected female is no more s (the
superparasitism strategy when the female is unie@cbut insteadr which is a feature of
the virus. The virus is vertically transmitted wélrate of tv (<1), and will gain extra routes of
transmission via the potential horizontal transmisshat may occur between a larva infected

with the virus and an uninfected larva (with probgb 7,). To allow direct competition

between viral strains, it is assumed that a vitediis can replace another one when they
compete inside the sardgosophilalarva with a probabilitys . However, no multi-infections

at the adult stage is allowed. The model can bd tsderive an expression of the fitness of a

mutant virus with a strategy” appearing in a population dominated by a resigigns with
strategy o, at the epidemiological equilibrium set by theidgeat virus and the strategy
adopted by the host. Note that here, only the vswdlowed to evolve, not the parasitoid (s is
fixed). In a first part, we fixede =0, ie a viral strain is not able to replace adest viral
strain in competition within Drosophila larvae. The results indicate that the ES
superparasitism is always higher for the virus th@at observed for the host (allowed to
evolve to its optimal strategy in the absence efwuinus) demonstrating the adaptive value of
the behavioural modification from the virus poiritwew. The virus is always selected to

increase the natural superparasitism tendencyeopainasitoid. The presence of the virus thus
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induces an evolutionary conflict of interest betwethe parasitoid and the virus on
superparasitism behaviour (fig 1a). The intensitthe evolutionary conflict is even increased
if both the virus and the parasitoid are allowedcteevolve: after co-evolution, uninfected
females (that are produced even in infected pojpuist due to imperfect vertical
transmission) should less superparasitize thanfestad females that did not co-evolve with
the virus (fig 1a). This shows that the presencthefvirus in a population should indirectly
modify the ESS of a trait for uninfected femalesh&i' we allowed direct competition
between viral strains withiBrosophilalarvae ¢ >0), we found that the virus is even selected
for much higher superparasitism strategies, thuengly increasing the conflict of interest
between the parasitoid and the virus (fig 1b). @haion between the virus and the parasitoid
further increased the conflict of interest as hasrbfound withe =0 (fig 1b). These results
clearly show that increasing the superparasitisratesjy of the parasitoid is an adaptive
strategy from the virus point of view (whateve). To say it differently, there is a conflict of
interest between the virus and the parasitoid gemparasitism behaviour. However, the
intensity of the conflit of interest depends catlg on the ability of mutant virus strains to

replace resident strains insiDeosophilalarvae ) and also on coevolutionary processes.

4. Effect of LbFV on other phenotypic traits

It may be argued thdt. boulardi females infected with LbFV adopt an aberrant behav
without any adaptive significance (neither for thast or for the virus), because the virus
disrupts indifferently several cognitive and possiphysiological properties (Poulin, 1995).
However, it has been found that LbFV infection hmas effect on parasitoid survival of
females (but a negative impact on male survivalyl anly a slight negative impact on size
(tibia length is reduced by 2%), and developmespaled (increased by 3% for both sexes).
Nevertheless, the overall locomotor activity ofeicted females is reduced by 45% while no

effect was detected on males. Interestingly, wendiothat egg-load was even increased for
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infected females (+11%) compared to uninfected fesn@/araldiet al, 2005a). Overall, the
effect of LbFV on various traits is relatively maodte (except for locomotor activity) or even
positive (egg-load) (table 1). This surprising demnal effect on egg-load will be discussed in
detail in the next section.

The influence of LbFV on several behaviour (apaotrf superparasitism) has also been
investigated (Varaldet al, 2006a). The behavioural components studied iredwstxual
communication, circadian rhythms, ability of fensate detect odours of hosts, and
trajectometric parameters of foraging females. Nafrtbese behavioural repertoires seemed
to be perturbed by LbFV infection, demonstratingpacific action of LbFV on

superparasitism behaviour (table 1).

How does the virus manage to have such a specti@m®L. boulardifemales need to pierce
the skin of the host larvae with their ovipositordetect chemical cues associated with a
previous infestation. In effect, the ovipositorparasitoids bears chemoreceptors that are
probably (all or some of them) involved in hostadisiination. Their distribution and putative
function has been investigated in great detailtherrelated specidseptopilina heterotoma
(van Lentereret al, 2007). This species also needs to pierce theadkime host to detect the
presence of a previous infestation. The authorsd@even chemoreceptors at the tip of the
ovipositor that come into contact with tBeosophilahaemolymph during host probing. One
single chemoreceptor was found on the unpaireceyaind three on each paired valve. Each
chemoreceptor is innervated with six neurons. @ngpting hypothesis would be that LbFV
injures these neurons involved in the transmissidhe nervous flux, either through cell lysis
or through manipulation of gene expression. Howevased on the work donelin
heterotomgvan Lentereret al, 2007), it is unlikely that the gustatory receituated on the
unpaired valve is the target of LbFV action sinleeophysiological investigations suggest

that it is not involved in host discrimination. Therception of previous infestations is thus
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probably assured by some or all of the remainirgsemoreceptors present on the paired

valve, and LbFV may interfere with some of them.

In addition to discriminating between parasitized anparasitized hosts, female parasitoids
usually make selective host choices when sevetahgial related host species are available
in the environment. The value of these differerdtispecies may differ in terms of parasitoid
fitness and we expect that female parasitoids idistate among them by preferentially
laying their offspring in the most profitable hagtecies. We would also predict that the virus
should not interfere with this decision since bibt virus and the parasitoid has interest in
developing in a good host. However, the sensorga#ps of the ovipositor are also probably
involved in this decision process. In order to {@sivhetherlL. boulardifemales discriminate
between good and bad host species, and (ii) whetitév interfere with this ovipositor-
based decision, we conducted a choice experimembich we proposed a mix @f.
melanogasteandD. subobscurdo L. boulardifemales. Botlbrosophilaspecies can be
found in the same microhabitat, althoughsubobscuras less frugivorous thabD.
melanogasterWhile D. melanogasteoffers a very good host for the developmernit.of
boulardi, D. subobscuras reputed to be an unfavourable host (Caetioal. 1986). Indeed,
based on the protocol described in Varaldal. (2005a), we estimated the pre-imaginal
survival (probability of an egg to reach adulthootl).. boulardi(strain Antibes) as 0.74 +/-
0.09 (mean +/- standard error, n=10)lmmmelanogasteand only 0.14 +/- 0.09 (n=12) @
subobscurgat 25°C). To test whethér boulardidiscriminates betwednrosophilaspecies
and whether LbFV interfere with this decision, we the following experiment. Isolated
boulardifemales (either infected or not, but sharing theesauclear background as in
Varaldi et al, 2005a) were provided with a mix of larvae thatchad from 7D.
melanogasteand 75D. subobscuraggs in standard rearing tubes (at 21°C). Becuse

subobscuraeggs needs more time to hatch thamiBlanogasteand thaD. subobscura
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larvae grow slower thaD. melanogasterwe used. subobscuraggs collected 24 hours
beforeD. melanogaster egg€onsequently, at the time that we added the paichéemale
within the tubeD. melanogastewere 24 hours old (time since eggs were deposittuin
tubes), wheread. subobscuravere 48 hours old. In these conditions, the sidargae of
both species is comparable (Varadtlial, 2005b). Females were allowed to parasitize the
larvae during 24 hours. Starting from the momenttath we added the females in the vials,
they were transferred at 24°C (+/-1°C) until the ehthe experiment (this temperature was
chosen because it was suitable@omelanogastedow enough foD. subobscurand was
high enough to prevent the diapausé.dboulardi. Sixteen replicates of each test modality
were simultaneously conducted, in addition to li2tiads kept without parasitoids that were
manipulated exactly in the same way as test tl@seach of the 44 tubes, we scored the
number and identity of therosophilareaching adulthood, and the number of emerging

boulardiin test tubes.

The choice of each female was indirectly measuyefit§t calculating the parasitoid induced
mortality on eactbrosophilaspecies which is a measure of the attack ratén@@ed, neither
D. subobscuranor this strain oD. melanogasteare able to get rid of parasitoids by
mounting an efficient immune reaction, thus theapaoid induced mortality is a good
estimation of the proportion @frosophilasp. that have been attacked and parasitized (in
accordance with this hypothesis, we found no capsulall emerging adurosophilg).

Attack rate was then defined for edatosophilasp. as :

anel 1 = (Mean number dD. melanogastein controls — number dd. melanogastein test

tube i)/mean number &. melanogastein controls

asubi= (Mean number dD. subobscuran controls — number dd. subobscuran test tube

i))mean number oD. subobscuran controls

Based on this, we derived a choice index calculfdedach female. There was a slight
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difference in the survival dd. melanogasteandD. subobscurasince a mean of 58. T2
melanogasteemerged from the controls (without parasitoidsuer45.49. subobscurgout
of 75 eggs initially deposited). We made the asdionghat the mortality occurred before
Drosophilaeggs were exposed to the wasps (consideringttahortality occurred after the
exposition to the wasp gave very similar resulisus in each test tubes, we estimated that
the parasitoid female was provided approximately %845.45=104.1Drosophilalarvae,
including 56% (58.72/104.1T7). melanogaster~or each female i, we calculated the whole

rate of attack of botBrosophilaspecies as:
aglobal= (8mel * 58.72 + @ud * 45.45) / 104.18

To quantify the choice of each female, we derivedhdex, using an analogy with the
calculation of the linkage desequilibrium in pogida genetics: on one hand we know the
proportion of botiDrosophilaspecies in tubes (56%. melanogasted4%D. subobscurpa
and on the other hand, we know for each female wthole attack rate dgnai). Under the
hypothesis h0 that wasp attacks are randomly biiged amondprosophilaspecies, then we

expect for a female i:

Proportion oD. melattacked= 0.56* @pai

Proportion ofD. melnon attacked= 0.56* (1yghal)
Proportion ofD. subattacked= (1-0.56)* @pai
Proportion ofD. subnon attacked= (1-0.56)* (1yigbal)

We can then calculate a deviation from this nulbleldy subtracting for instance the
proportion ofD. melanogasteeffectively attacked by the wasp in tube i witk #xpected

proportion of attacks oB. melanogasteunder hO:

C = anel | - 0.56* &joball
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If this choice index (c) is positive then the fempleferentially attackeld. melanogaster
whereas if this is negative, the female preferéptstackedD. subobscuraBecause the
range of variations for this index may vary betwé&amales (because their whole attack rates
vary), we scaled it to range between -1 and +Hhlidemales (as is done for the calculation of
D’ in population genetics) by dividing the choicalex by its minimal value (if negative) or
maximal value (if positive). Minimal and maximalluas can be obtained this way:
Cmin= MiN (0.56, 1- gobai)- 0.56 * (1- &obal)
Cmax= MIN (0.56, gobal)- 0.56 * (yiobal)
And finally, the scaled choice index can be obtdities way:
c*=c / Gnin If ¢ <0

=c / Graxif c >0

This scaled choice index (c*) varies between -1mthe female concentrated to the best her
attacks orD. subobscuraand +1 when the female concentrated to the lmsittacks ob.

melanogasterand equals zero when the female do not show eefgrence.

The survival from egg to adulthood was also es&ahdbr the offspring of each parasitoid

female (each test vial):

Offspring survival= number of parasitoid reachadulthood in tube i/ number 8frosophila

(mel+sub) killed due to parasitism in tube i.

With: number oDrosophila(mel+sub) killed due to parasitism in tube i = ameaumber of

D. melanogastemn controls — number dd. melanogastein tube i) + (mean number &f.

subobscuran controls — number dd. subobscuran tube i)

The number oDrosophilaemerging in each vial is plotted in figure Pa.melanogastehad
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a higher pre-imaginal survival th@h subobscurand the parasitoids induced a significant
mortality on bothDrosophilaspecies indicating that both species were attabigegte
parasitoids. The results indicate tBatmelanogastesuffered a higher parasitoid-induced
mortality thanD. subobscurasuggesting a choice in direction of the formdnsTrend was
confirmed by the calculation of the choice indekjaln was significantly above O for both
infection status (Student t test respectively @b@ 6.13 for uninfected and infected wasps,
df=14 and df=15, both p<I) see figure 2b). Importantly, the choice indexetimed for
infected or uninfected wasps were very similar 20 df=29, p=0.27). Firstly, the results
show that.. boulardiis able to discriminate between b&osophilaspecies. This can be
due to the perception at distance of larval kairoeso(odours produced by the larva)
differences or to contact differences. Since bp#tigs were mixed within the tubes,
Drosophilaodours should also mix and it is unlikely thatboulardiwas able to use volatile
components to discriminate in these conditiongebud, the females probably used
information obtained with their ovipositor, eithgy probing the medium close to the larvae or
directly the larvae. There was a clear choicdfomelanogastewhich is the most profitable
host, suggesting an adaptive value for this tifdts conclusion was further supported by the
global positive correlation between the choice xded the offspring larval survival
(F(1,27)=6.91, p=0.014, figure 2c). The correlatreas however only significant for
uninfected wasps (F(1,11)=9.68, p<0.01 for unirddand F(1,14)=1.35, p=0.26 for infected
wasps) but the tendency was the same for bothtiafestatus (figure 2c). The more females
choseD. melanogasterthe higher was their offspring survival. This ioned previous
results showing adaptive host choice obtainetl.dsoulardior related species (Dubuffet

al., 2006; Pannebakket al, 2008). Importantly, LbFV did not alter this adapthost
selection decision. This suggest that LbFV spealiffampairs perception skills involved in

superparasitism avoidance (probably chemorecepiotisput impairing receptors involved in
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the discrimination among different host speciescis quite remarkable since both

perception skills are probably due to chemorecsptorervating the ovipositor.

5. Adaptive significance of the phenotypic alteratin induced (except superparasitism).

In section 3, we have presented a theoretical apprahat shows that the viral-induced
modification of superparasitism behaviour is anpdigta trait for the virus. This conclusion is
further supported by the fact that no other behardlocomponent is modified by the virus
(table 1), underlying the specificity of the belaal modification. A conflict of interest arises
between the parasitoid and the virus since theysalected for divergent superparasitism
strategies. Consequently, both partners are inicoof interest from an evolutionary point of
view. What about other traits ? “Physiology”’-rethtgaits appear to be relatively poorly
affected by the virus except for locomotor actiwvititich is reduced by 45%. This may result
from an energetic cost induced by the replicatibthe virus, which may reduce the energy
available for the insect movement. One surprisiegult concerns the egg-load. How to
explain the observed increase of egg-load in Lbiédted females ? Is it an adaptation of
the parasitoid, in response to virus infection mradaptation (another way to manipulate the
reproductive behaviour of the parasitoid) of theigito increase its own transmission or is it?
To address this question, we modified the modedtl usestudy the evolution and the
manipulation of superparasitism (Gandsral.in prep). In this model each parasitoid female
is born with a fixed number of eggs and lacks thiétg to mature additional oocytes later on
(i.e., strictly proovigenic parasitoid). The initiegg load may be modified by the presence of
the virus (either caused by a manipulation induzgthe virus or by a plastic response of the
host) andEz and E refer to the egg load at emergence of infected amdfected females,
respectively. The evolution of the egg load of pigenic parasitoid species, like any other

life history trait, can be viewed as a resourcecation problem. Producing more eggs will
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divert resources from other important life histargits. In our model we consider various
trade offs between egg load and the probabilityeofergence, and adult survival. The
evolutionarily stable (ES) resource allocationtstyg is the one that balances the benefits and
the costs of producing more eggs.

This model can be used to study the evolution of legd in the absence of a virus
manipulating the behaviour of the females. In #irmple scenario we recovered the main
result of Rosenheim (1996) that the evolutionasiighle egg load increases with the rate of
oviposition in order to avoid the risk of egg liatibn (i.e. the probability to exhaust its total
number of eggs before dying). We can also usentlmdel to consider the situation where a
virus manipulating the superparasitism behavioumpriesent in the population (and has
reached an endemic equilibrium). In this case, faasitoid population becomes
heterogeneous. Some individuals are uninfected &ade a Ilow probability of
superparasitism, while other individuals are indelcby the virus and have large probabilities
of superparasitism. We use our model to analyderdiit scenarios depending on the ability
of the parasitoid females to adopt plastic straeith regard to viral infection.

First, we consider that the egg load of the femalesnly determined by the female
but not by the virus. If egg load is allowed todmnditional on the infectious status (ie, two
different egg loads may be expressed, dependinvghether or not the female is infected), we
found that the ES egg load is to increase egg-daeh the female is infected. This is due to
the fact that infected females lay a higher numiifeeggs because they also lay eggs in
already parasitized hosts (because females infdayethe virus are assumed to always
superparasitize). They thus have a higher chandseioig egg limited (to run out of eggs
before dying) than uninfected hosts, and this iy Wiy evolve higher egg loads. Second, if
the egg load is assumed to be a fixed strategyeenident on whether or not the female is

infected) we found that the evolution of the pamdi egg load is mainly driven by the
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selection acting on infected parasitoids becaushebften large prevalence of the virus in
the population (due to high rates of vertical andZontal transmission). As a consequence,
the unconditional ES strategy is close to the domtal ES strategy of infected females, and
is thus increased by the presence of the virulsarpbpulation.

Then we also considered the scenario where thelat) of infected females is
actually governed by the virus, not the parasitdithen the virus is allowed to manipulate
parasitoid egg load we find that it always incread® number of eggs above the ES level in
the absence of the virus. Thus the fact that iefe¢éemales otf.. boulardi tend to have a
higher egg load than uninfected females could Ipagned by two adaptive scenarios. Under
the first oneL. boulardifemales have evolved the ability to increase tbgg-load only when
they are infected. Indeed, infected wasps have@laehirate of oviposition (and higher risk of
egg limitation) than uninfected ones due to the imdation of superparasitism. It is thus
adaptive for infected females to produce more dggseduce the risk of egg limitation
(increased by superparasitism). This situation tbhosresponds to adaptive phenotypic
plasticity of the parasitoid. Under the second aden this increase of egg load is induced by
a manipulation of the virus. For the virus, higlegg load is also adaptive because it offers
additional opportunities of vertical and horizontednsmission. This increase in egg load
would thus correspond to another side of the mdaijon of the parasitoid phenotype by the
virus. The only way to distinguish between the witernatives would require an examination
of the mechanism responsible for the shift in egggl For example, one could demonstrate
that it is a conditional response if it was possild see a change in egg load in exposed-but-
not-infected females (see Minchella 1985 for a lsimexperiment in snails and trematodes).

Interestingly, thus, in contrast with our analysfsthe evolution of superparasitism,
the analysis of this model does not allow us tcewheine if the higher egg loads are an

evolutionary response of the host or a manipulabigrthe virus. This results from the fact
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that there is no real conflict over the evolutidntlus trait between the parasitoid and the
virus. Given that the virus manipulates the sup@agiasm of infected females, both partners
benefit from increasing the egg load above thella@vehe absence of the virus. Another
consequence of this alignment of interests canebe svhen the parasitoid and the virus are
allowed to coevolve. The optimal egg load strategie the virus and of the uninfected
females tend to be closer after coevolution. Agtiig contrasts with the adaptive dynamics
of superparasitism (Gandat al. 2006), where coevolution increases the differdretaveen

the virus and the parasitoid strategies (figure 1).

6. Evolution in relation to the frequency of horizantal vs vertical transmission

The mode of transmission of a pathogen has long lbeeognized as a critical feature to
consider in order to understand and predict itdugm (Ewald, 1987). It is clear that for a
parasite with strict vertical transmission, hostl garasite fithess are strongly correlated and
any parasite feature that decrease host fitnesbavitounter selected. Consequently, vertical
transmission is usually associated with low virgleor even mutualism (see however chapter
X for the special case of reproductive parasitefwever, when a parasite is horizontally
transmitted, host and parasite fitness are no mrelated and selection may promote highly
virulent parasites, if increased virulence favotmansmission. In the LbFV/Lboulardi
system, both transmission modes may occur. Furitrermdepending on ecological
conditions such as the ratio parasitoids/hosts, dpportunities of horizontal or vertical
transmission may vary. Indeed, if this ratio is I@@ts of hosts for few parasitoids), then there
will be few superparasitism and low horizontal saassion opportunities, whereas if this
ratio is high (lots of parasitoids for few hostspportunities for horizontal transfer may be
high (we will see later that this simple view igtbacaricatural). This raises the question of

the consequence of such ecological changes onvtiletien of LbFV, and in particular on
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the evolution of superparasitism behaviour. Basethe model described in section 3 and in
(Gandonet al, 2006), we studied the ESS of superparasitisnm@fmanipulating virus, as a
function of th, which measures the probability afrihontal transmission between infected
and uninfected parasitoids sharing the same hogefparasitism). Note that in the model, we
assumed that the outcome of the competition betwieerresident and the newly arrived
parasitoid larva (and their possible viruses asded) is determined very rapidly.
Consequently, the model does not keep track ofrpapasitized hosts because in those hosts,
soon after superparasitism, only a single larval (& possible virus) remains alive. In the
model, parasitized hosts thus regroup hosts that haen parasitized once or several times.
We identified two situations, depending on the ealof epsilon, which measures the
probability that a viral strain A replaces a resid@ral strain B during the short period where
both strains compete within the same superparaditiost (superinfection). Because we do
not have any indication to date on the value oflepsn reality, we derived the ESS of
superparasitism fa=0, which corresponds to the case where no supetioh can occur and
€=0.5, which correspond to the situation where asupmerary virus strain can outcompete
the resident virus in 50 per cent of the cases.

First, in figure 3, it can be noted that below ataie value of th (0.2), the virus cannot
maintain in the wasp population. This is due to thet that at each generation, infected
females produce only 95% infected offspring duthincomplete vertical transmission. We
have clear indications that vertical transmiss®nary efficient but imperfect (Varaldi et al.
2006c¢). In the absence of horizontal transmissioany fithess advantage to being infected,
because uninfected females will obviously produ@8% uninfected females, the frequency
of infection in the whole population should deceely a factor 0.95 from one generation to
the next until disappearance. This verbal argunibnt see Lipsitchet al, 1995 for a

modelisation of this simple problem) shows thathwitt other compensating mechanism the
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virus cannot maintain in populations. The mechansmmpensating for this incomplete
vertical transmission is precisely the horizontahsmission, but in this situation (th<0.2), it
is not sufficient to compensate the incompleteigarttransmission and the virus is ousted
from the population.

In the simplest situation where=0 (no superinfection), increasing the probabilday
horizontal transfer (starting from 0.20) decreases ESS of superparasitism for the virus
(black line figure 3a). This result may sound cewintuitive because it means that even if
the probability of horizontal transfer is increaseithe virus is selected for lower
superparasitism, although superparasitism is prlgcibe mechanism necessary for horizontal
transfer. The explanation lies in the fact thairamease in th has important epidemiological
consequences. Increasing the probability of hotedamansfer leads to a better diffusion of
the virus between unrelated parasitoids and comselyuto higher prevalence at the
epidemiologic equilibrium (greys shadings in thgufie). Furthermore, an increase in the
virus prevalence leads to an increase of the agfoegof wasp eggs insiderosophilalarvae
and thus to a decrease in the proportion of paadithosts (with or without virus). Thus,
increasing the probability of horizontal transmissihas two main consequences. First, it
decreases the number of parasitized hosts andlithiis the benefits of superparasitism.
Second, it increases the prevalence of the virusngnthose hosts that are parasitized. This
also selects against superparasitism when epsilbes@use no horizontal transmission can
take place in this situation. Thus both these &fgo in the same direction and explain why a
small increase in th can lead to a decrease iB$superparasitism of the virus.

In contrast, if some superinfection is allowed.(ee0) the pattern can be very different
because horizontal transmission can take place #wbe parasitoid already present in the
host is infected by another strain of the virusstiall parameter sets led to higher ESS values

with €=0.5 than withe=0. This result makes sense since with.5 an already parasitized host
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represents a potential wasp to colonize for a mutaias even if it is already infected by a
resident virus (contrary to the case wher@). This leads to an increase in the payoff from
superparasitism from the virus point of view. Thasult also confirms that increasieglso
increases the intensity of the conflict of interestween the parasitoid and the virus (see also
fig 6¢c and 6d in Gandoat al, 2006 and figure 1). Witk=0.5, the ESS of superparasitism
takes a humped shape, with an increase for lowapgree (or low probability of horizontal
transmission) and a subsequent decrease for hpgéealences (high probability of horizontal
transmission). The interpretation of this resustoalmplies the correlative change in the viral
prevalence. For low probability of horizontal tremission (but >0.2), the virus maintains at
relatively low frequency (below 20%), and therelags of opportunities for horizontal
transfer. Conversely to the case where0, increasing the probability of horizontal
transmission also increases the opportunities forizbntal transmission even at the
epidemiologic equilibrium (where the prevalencechess its equilibrium value) because one
viral strain can replace another one within thethdhis selects for higher superparasitism
until a critical prevalence value is reached (ab2Q% with this parameter set) where the
environment starts to saturate with the virus (Whieduces the proportion of parasitized hosts
due to egg aggregation), reducing drastically ghootunities for viral horizontal transfer (at
the epidemiologic equilibrium) and also reducing tipportunities for vertical transmission
during superparasitism. Consequently, this sefectseeduced superparasitism.

When we fixed the probability of horizontal transsion (th), and varied the value of tv
(probability of vertical transmission), the integpation was much simpler (figure 3b). Here
again, there was a minimal value for tv for theusito maintain in the population (0.65).
Above this threshold, the viral prevalence incrdas®notonously with an increase of tv. As
expected, the ESS for the virus was high when tlows and decreased afterwards. This

pattern was observed for both situatioessO( ande=0.5). In part 3, we have shown that the
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virus is selected for higher ESS values of supagptsm than the parasitoid (except in some
peculiar combination of parameter sets, eg tv=1&ut). In other words, the virus reduces
the fitness of the parasitoid due to the wastageggs induced by the manipulation (classical
cost of superparasitism). Consequently, increasinglso increased the correlation of the
fitness of both the virus and the parasitoid, tredticing the conflict of interest. This selects
for a reduction of the ESS of the virus. In thecsplecase where tv=1, the virus is selected to
adopt the same strategy as the parasitoid (withghrameter set, the ESS for the parasitoid

was to never superparasitize, not shown). Howewes, is true only withe=0, ie when no

superinfection is allowed. With superinfectiogxQ.5), the conflict of interest between the
virus and the parasitoid still holds.

The model shows three important features of theM/bFboulardi system. The first is the
importance of epidemiologic feedbacks. It was patérly visible when we varied the
probability of horizontal transmission. Indeed gredictions were counter-intuitive due to the
indirect effect (i.e. epidemiological effect) of amcrease in th, through a decrease in the
number of parasitized hosts, and an increase impiiealence of the virus in the parasitoid
population. Paradoxically, within a population witlyh intensity of superparasitism and high
viral prevalence, the frequency of horizontal tfansnay be lower than within a population
with fewer superparasitism but lower viral prevalenHowever this conclusion is deeply
influenced by the superinfection parametej. (In this model, we were interested in
epidemiologic equilibrium. However, the relativentidbution of horizontal and vertical
transmission in the course of the invasion proadssige a lot, with strong contribution of
horizontal transmission at the beginnig and a redaavith an increase in prevalence. This
problem has been addressed in a general contekipsitch et al, 1996. Thus, highly
manipulative strains are selected for at the beggrof the invasion process and less

manipulative at the epidemiologic equilibrium. Ahet conclusion that can be drawn from

- 357 -



the model, is that the value taken by the superiithe parametere] is critical. In both
figures 3a and 3b, we found that increasingtrongly increased the ESS of superparasitism
and also modified the form of the relation betw&S8 and th. It is evident that the value of
this parameter needs to be estimated in this systeonder to predict correctly the ESS in

natural populations.

7. Experimental evolution in relation to transmisson type (horizontal or vertical)

The previous section showed how transmission tiipeiZontal or vertical) is a critical point
governing the evolution of the virus-induced supeagitism phenotype within natural
populations. In this section, we describe an expent in which we manipulated the
transmission of the virus, either forcing it toespd vertically but not horizontally or forcing it
to spread exclusively horizontally. Contrary to thedel described above, this experiment did
not include any epidemiological feed-back but cadiked whether changing the transmission
mode will select for alternative viral strategi€ur prediction was that forcing the virus to
propagate exclusively by vertical means shouldcsdier lower superparasitism strategy,
whereas forcing horizontal transmission shouldddl@a higher superparasitism strategy. In
standard rearing conditions, 3 females are usguhtasitize about 150 hosts in each vial. In
these conditions, moderate superparasitism do q&analdi et al, 2005a). Consequently,
when the females are infected, it is likely thathbgertical transmission (from mother to
offspring) and horizontal transmission occur (honital transmission may occur if one viral
strain is able to replace one other strain insideDrosophilalarva, ege>0 in the previous
model). However, in standard rearing tubes, if we anly a single female, then only vertical
transmission will occur. Conversely, we can provimsts already parasitized by uninfected
females to (superparasitizing) infected femalesnaximise horizontal transfer. Under this

condition, the offspring of uninfected females nicome infected at the next generation. In
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this species, the reproduction is arrhenotokougheaogenesis (males are haploid and
obtained from unfertilized eggs whereas femalesdipéoid and obtained from fertilized
eggs). It is very simple to be sure thak transmission events are horizontal, by taking
advantage of the fact that unfertilized femaled willy lay sons whereas fertilized females
will lay sons and daughters. Consequently, by exigososts first to uninfected and fertilized
females and subsequently to virgin infected females have the certainty that all infected
female offspring is obtained through horizontalngf@r. Based on this idea, we did the
following experiment using an infected strain amgfing from Sienna, Italy (described in
Varaldi et al, 2003, see table 2). One hundred unparasitredophilamelanogastetarvae
were offered to 3 fertilized infected females iargtard rearing tubes. At each generation,
three emerging females were randomly selected bmdet to mate and used to maintain the
line. Ten independant replicates were done in [grdlt each generation, the superparasitism
phenotype of two females emerging from the tubes vested according to a standard
procedure (female isolated on terosophila melanogateiarvae, see Varaldit al. 2006b for
details). This condition constitutes the controhditions where both vertical and horizontal
transmission are likely to occur, because somerpapasitism occurs (table 2). A second
modality forcing vertical transmission was perfodnehere single female was provided with
100 unparasitized hosts. To allow a selective m®d¢e occur, we did 30 independant tubes,
mixed all the emerging offspring (from all 30 tupes each generation, and randomly
selected 30 (fertilized) females to establish teet generation. The idea was that a virus that
induces a low fitness cost and especially that aedufew superparasitism will be selected
since the infected wasp will not waste its egg¢selif-) superparasitism and will contribute
more to the pool of emerging wasps. At each géioerathe superparasitism phenotype of
one female per line was tested. Finally, we pra¥i@® hosts already parasitized by an

uninfected fertilized female to 10 virgin infectei@males. In this condition, harsh
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superparasitism occurs (table 2), favouring hotiabtransfer. To standardize the whole
number ofDrosophilalarvae in the tubes for the three modalities {altof one hundred), we
added 40 unparasitizeBrosophila larvae to the 60 (super)parasitized hosts. From th
emerging wasp offspring, two females were useaest their superparasitism phenotype and
10 virgin females were used to continue the prdtgagain they were provided 60 hosts
already parasitized by an uninfected fertilized d&h Eight independent lines were done
(horizontal).

The controls (3 fertilized females for 100 hostépwed the expected superparasitism
phenotype with a mean number of eggs per hostselestwwo and four (figure 4). Also, the
horizontal transfers that were expected in the rnmyddnorizontal” were evident, since the
mean number of eggs per hosts was 1.54 and 4.63pazed with the phenotype of the
uninfected line (mean=1.07, N=5). The superpasasipphenotype was tested in all three
modalities (control, strict vertical, strict horizt@al) starting from the third generation of
selection (from generations 3 to 6). On these dhtag was evidence of between-generation
variations (F(3,199)=9.81, p<0.0001), but no evadenof the type of transmission
(F(2,199)=0.27, p=0.75) and no interaction betwgeneration and the type of transmission
(F(6,199)=2.12, p=0.052). As a conclusion, thers m@ evidence of evolution in this dataset.
Several hypothesis can be formulated to explamdbsence of response. The first is that the
selective differential is not sufficient to obseraechange in only 6 generations because of
sampling errors. This explanation probably holds tlee vertical transmission modality,
because only 30 females out of around 180 (eatineo30 tubes produced around 60 females)
were randomly selected at each generation to aomtine experiment. Consequently, even if
a female contributed more than the others to theleemerging population (because its virus
was more benevolent, induced less superparasitsamnjpling errors may have cancelled the

initial overrepresentation of this peculiar virdeag. However, this explanation is unlikely to
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hold for the horizontal transmission modality sinae each generation, 10 wasps were
randomly selected in a pool of only about 20 emmgydemales. This low number of emerging
females (we recall that only 60 hosts were supeagié@zed in this modality) was due to the
fact that when strong superparasitism occurs (&sthe case in this modality, see table 2),
both the host and the parasitoid incur high risklghg during the development (Varaleli

al., 2005a). This phenomenon constitutes a poterdktl to the spread of highly manipulative
strains and may explain part of the absence oforespin the horizontal modality. Finally,
one trivial hypothesis that may explain the absesfcany selective response neither in the
vertical nor the horizontal modality is that thevas no sufficient genetic variability of the
virus at the beginning of the experiment and thatation alone did not generate enough

polymorphism in the course of the experiment.

8. Other viruses in theDrosophila-parasitoid community

Due to their very diverse genomic structure (DNANAR single or double stranded) and to
their high mutation rates, no simple systematichod$ (such as PCR-based) are available to
detect the presence of viruses or even to detecherhbers of a given family. However,
several viruses have been regularly discoveredeireral Drosophila species, especially
Drosophila melanogastert is reasonnable to think that most of theseisgs have been
discovered becaud® melanogasteis a model system since the beginning of tH& @ntury
and has been extensively studied from all aspettgsobiology (including immunity).
L’Heritier and Teissier (1937) for instance discmgthe sigma virus because certain strains
showed atypical (virus-induced) CO2 sensitivity.cB&ly, molecular techniques have also
provided additional means to reveal their presefoe.instance, Aslingt al. (1995) were
interested in comparing the transcriptomes bf melanogastereither “uninfected” or
“challenged” with a pathogenic bacteria in orderd@entify immunity-related genes. They did

found the induction of an anti-microbial peptidet ihey also detected an induced-band
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presenting sequence similarity with viruses. Theyann fact discovering a new ssRNA virus
(picorna-like) apparently asymptomatic, called Nenmais (Habayeket al, 2006). The virus
was first detected in a huge quantity of fly stodist it was later found that a technical bias
led to an overestimatation of its prevalence (Habagt al, 2007). Table 3 presents a
comprehensive list of the identified viruses infiegtDrosophilaspecies. One striking pattern
is that all of them are RNA viruses (or likely te,bwhen no genomic information are
available), although othéiptera are infected by DNA viruses (Gratz, 2004). Thigsising
pattern remains unexplained. Understanding theodgichl reason for this (if any) may
provide exciting insights on the enigmatic obsaorathat the major virus genomic structures
are clearly non-uniformly distributed among the miaranches of hosts (Koonat al, 2008).
One other feature drosophilaviruses that can be underlined is the diversitirarfismission
modes with strictly horizontally transmitted virgséor instance DCV), strictly vertically
transmitted viruses (for instance sigma virus) aindses presenting both transmission modes
(virus P and virus A). A remarkable feature of mos$tthese viruses is that they have
relatively mild pathologic effects on their hoskEar instance, although DCV virus is highly
pathogenic when articificially injected, Thomas 14% and Gomariz-Zilber & Thomas-
Orillard (1993) found that under natural infectiooutes (larval feeding on contaminated
substrat), DCV reduces only slightly the survivBlawvae and even induces an increase in the
number of ovarioles and on adult longevity. Theedé@ary virus sigma does not affect
fertility, female longevity, but reduces egg viatyil (Fleuriet 1981a) and overwintering
survival probability (Fleuriet 1981b). Sigma viralso induces CO2 sensitivity iBrosophila
exposed for a while to CO2 die instead of recoggefiom sleep. However, the ecological
significance of this phenotype is probably negligisince CO2 concentrations never reach
such high concentration in the wild. It providesMever a convenient way to identify infected

flies, allowing population-level investigations (®gham et al, 2008a; Banghanet al,
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2008b; Carpentest al, 2007).

A rough estimate of the overall viral prevalencedbmosophila melanogastenas been given
by Brun & Plus (1980). They found that among 49 yapons originating from Europe,
Africa, North and South America, 19 populations everfected by at least one virus (39%).
More detailed investigations have been done on &igirus. The hereditary sigma virus
showed a frequency of up to 65% in some French lptpos (Fleuriet, Periquet, 1993),
while a recent study revealed that sigma virus weesent in 5 populations out of 12
originating from Greece, UK, Polynesia, USA, Kengpain and Austria, with frequencies
reaching 15% (Carpentet al, 2007). These relatively high frequencies makentpetential
factors influencing the ecology and evolution aditthosts. It is interesting to note that in the
aphid Acirtosiphon pisumseveral maternally transmitted bacterial secondaymbionts
(facultative endosymbionts) reach high prevalermé (ot fixation) in natural populations
(Oliver et al, 2006). The ecological factors explaining thestdbution has been elusive for a
while. However, it has been shown that the secgnsigmbionts may increase the fitness of
their aphid host in certain environments, becabsy tonfer resistance against heat stress,
resistance to fungal pathogens, adaptation to plastt or protection against parasitoids
(Hamiltonella defenga However, they may be costly under alternativesirenments
(Russell, Moran, 2006; Olivest al, 2007), providing an explanation for their intedrae
frequencies. In addition, secondary symbionts nenebt from natural horizontal transfer for
instance during copulation (Moran et al. 2006),ofaing the spread of infection and the
occurrence of co-infection. There is evident sintikes between both model systems (aphid
secondary symbionts ari@fosophilaviruses) and we can ask whether some of thesesesru
have anything to do with the adaptation Dfosophila to their local environment, and
especially to the presence of parasitoids. On sk@e, it is interesting to note that the

protective effect conferred Byamiltonella defens#o its aphid host is probably caused by the
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presence of specific toxins encoded by its baghbage (Degnan, Moran, 2008).

It is clear that the parasitoids attackingosophilaspecies have received much less attention
thanDrosophila To our knowledge, the only virus described teedatDrosophilaparasitoid

is LbFV, apart from virus-like particles (VLPs) thrmay have a viral evolutionary origin. We
argue that this apparent asymetry betwBeasophila and their parasitoids is probably a
sampling bias, and we suspect that several othasipaid viruses will be described in the
near future. New molecular tools that are now aWdd, especially high throughput
sequencing (Marionet al, 2008; Veraet al, 2008) allowing for metagenomic analysis (Cox-
Fosteret al, 2007), will provide evidence of new infectiousdér heritable viruses in
parasitoids. We can mention that another RNA vitage been fortuitously discovered in the
Lepidoptera parasitoid wasygenturia canescensising transcriptomic analysis exactly the
same way as was discovered DresophilaNora virus (Reineke, Asgari, 2005). Finally it has
been recently found that bacterial symbiont canferoprotection against virus infection,
suggesting possible interactions between virus lzaxterial endosymbiont (Hedges al,
2008; Teixeiraet al, 2008). This result is particularly interestingic@ the phylogeny of
Leptopilina species reveals that dleptopilina species are infected by the endosymbiont
Wolbachia(see chapter X), at the exceptionLoboulardiwhere was found the manipulating

virus (Allemandet al, 2002).

9-CONCLUSION

Viruses are ubiquitous. ThBrosophilaparasitoids community is not an exception and
several (RNA) viruses infectinQrosophilaspecies have been identified and we discovered a
probably DNA virus in the parasitoid wakpptopilina We suspect that new viruses will be
discovered in the near future especially in papadst because the sampling effort have been

low up to now. Viruses may reach high prevalencenatural populations and are thus
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important players in the ecology and evolution bkit hosts and on host-parasitoid
interactions. Their possible ecological and evohdry implications is illustrated by the
LbFV/parasitoid interaction. Indeed, this virus &fieally affects a critical foraging
component of the wasp (superparasitism), allowegvirus to be horizontally transferred and
to spread within wasp population, reaching higlydiencies. The behaviour of most of the
females of a population may then be deeply modifigas indirectly selects for different
superparasitism strategies in uninfected femalad ), and also for higher investment in the
egg-load of infected females (part 5). Becausé o virus and the parasitoid share some
fitness components due to vertical transmissioecifip parasitoid virus combination may be
the target of selection, possibly leading to copaalidon and evolutionary innovation. From
this respect, the discovery of LbFV may providdghss into the symbiogenesis at the origin
of polydnaviruses that protect parasitoids from thest immune response. Future
investigations will target the molecular mechanisalowing it to maintain in wasp
populations (superparasitism manipulation), theegeal response of their hosts and the

ecological consequences on interspecific interastio
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LbFV effect refs
survival 0 1
> |size 2% 1
% development speed +3% 1
©  |egg-load +11% 1
S |sex-ratio 0% 1
locomotor activity -45% 1
superparasitism +++ 3
‘g circadian rhythm 0% 2
5 perception of host odours by females 0% 2
_Gc“; female searching paths 0% 2
a female inter-specific discrimination 0% 4
male detection of pheromones 0% 2

Table 1 : Effect of LbV on several general traitgl behavioural traits. 1: Varaleti al,
2005a; 2: Varaldet al, 2006a; 3: Varaldet al, 2003; 4: this study.
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Tests

hosts wasps Niines | e
.1 100 ] 3 fertilized
unparasitized ] fermales
control | 2] = | 10 2
34 (-] ¢ 2.3 4 8 ¥
B 100 1 fertilized
- zq iti E female
vertical . _.ﬂ unparasitized D 30 1
] oo
60 parasitized by )
horizontal =] a NS fertilized f 1 10 virgin females 8 2

<1 || female =]

T a9

table 2: Description of the experimental setupedich cell is indicated the frequency
distribution of wasp eggs insid@rosophilalarvae (left column: before infected wasp(s) were

added, right column: after infected wasp(s) weneaeed).
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Table 3: Viruses infecting Drosophila species.

1: Landés-Devauchellet al. 1995 ; 2: Shweét al, 2002; 3: Chungt al, 1996; 4: Johnson,
Christian, 1998; 5: Plust al, 1976; 6: Habayebt al, 2007; 7: Plugt al. 1981 ; 8 : Lopez-
Ferberet al, 1989 ; 9 : Fleuriet 1981a ; 10 : Fleuriet 19814 ;; Teninge®t al. 1979 ; 12 :
Thomas 1974, 13 : Gomariz-Zilber 1993, 14 : Jay$das, 1975; 15 David & Plus 1971 ;
16: Brun & plus 1980 ; 17: Fleuriet, Periquet, 1998 : Louiset al, 1988

virus host genome family genome ref H |V transmission effects refs prevalences ref
structure sequence genome effects prev
no effect on fertility, female
6477bp : " )
incomplete vertical through male and longevity, sexual selection and
Sigma D.melanogaster SSRNA- rhabdoviridae (ref er?bank 1 0 1 female gametes (meiotic egg viability; reduced survival of | 9,1 up to 60% 17
X991062) distorter) eggs and overwintering survival
(and CO2 sensitivity)
6603bp (in 2 never
segments, ref| horizontal (contact) anoxia sensitivity reduction in observed
DXV D.melanogaster dsRNA birnaviridae genbank 23 1 0 apparently not vertical survival (sometimes 11 under
NC_004177, PP Y asymptomatic) natural
NC_004169) conditions
Dicistrioviridae positive (larval mortaln':y but 6
D. melanogaster (picornavirus- 9264bp ref horizontal by feeding (adults adults have mare ovarioles, 12,13, | populations
virus C e ssRNA " genbank 4 1 0 developmental duration shorter, il I 16
specific (16) like or larvae) 14 infected out
. NC_001834 females more heavy). Very
superfamily) . o of 49
pathogenic when injected.
icornavirus- horizontal by contact and fitness reduction (survie, egg-
virus P D.melanogaster SSRNA P ? 5 1 1 ingestion and vertical by + €99 15 ?

like superfamily young females laying)

horizontal by contact and

D. mel but not only ? 5 1 1 ingestion and vertical by low pathogeny 5 ?

picornavirus-

virus A ssRNA

(16) like superfamily young females
icornavirus- 11908bp ref
Nora D.melanogaster ssRNA Iil?e superfamil genbank 6 0 1 vertical probably no signs ?
P Y| NC_oo7919
reovirus F D. mel but not only dsRNA? reovirus ? 7 1 0 horizontal by conta_ct, no signs 16 ?
(16) apparently not vertical
virus G D. mel but not only RNA > 2 1 o horizontal by conta_ct, no signs 16 2
(16) apparently not vertical
around
DSV D. simulans dsRNA reoviridae 8410bp (at 8 0 1 hereditary mainly maternal modlﬁcaFlon of cutlcule.(brlstle) 18 ?
least 8 negative effects on fitness
segments)
Iota virus D. immigrans RNA _plcornawrus_» ? 0 1 transovarian no signs. Iljduce €02 sensitivity 16 up to 100% 16
like superfamily in D. mel
RS virys | D-@nanassaeD. ? ? ? ? ? 16 ?

montium
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