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Vue d’un peu loin, une association
mutualiste présente les deux carac-
teres du ménage parfait, fidélité et
bonne entente |...]

C. Combes, Interactions Durables, p 466.



Les problemes de couple dans les symbioses némato-bactériennes parasites
d’insecte.

Résumé : Les nématodes entomopathogenes Steinernema sont associés symbiotiquement a des bactéries
du genre Xenorhabdus. Leur cycle de vie comprend deux phases : une phase libre, dans le sol, ou les
nématodes portent leurs symbiotes dans le tube digestif, et une phase parasite, dans 1’insecte, ou les deux
partenaires se multiplient cote a c6te. Le bilan fin de I'interaction, globalement bénéfique pour les deux
partenaires, a été peu étudié pour le moment.

Dans un premier temps, nous avons abordé ces symbioses d’un point de vue colits-bénéfices pour le
nématode afin d’identifier les pressions de sélection agissant sur son investissement dans la symbiose.
Nous montrons que 1’association est a la fois bénéfique (reproduction en phase parasitaire) et coliteuse
(mortalité en phase libre) pour le nématode, en proportion de sa charge symbiotique. Ces corrélations
engendrent un compromis survie-reproduction pour le nématode, médié par ses symbiotes. Selon les
conditions environnementales, elles pourraient éventuellement déstabiliser 1’association, et, notamment,
altérer sa spécificité.

Dans un second temps, nous avons donc exploré la spécificité de ces associations dans la nature et
au laboratoire. Lors d’un échantillonage de terrain, nous avons retrouvé la spécificité de ces associations
largement décrite par ailleurs. Au laboratoire, la réassociation expérimentale entre nématodes et bacté-
ries non natives montre que le spectre des bactéries retenues est plus étroit que le spectre des bactéries
bénéfiques. De plus, des différences de modalités d’association apparaissent entre especes de nématodes,
qui suggerent que la correspondance nématode - bactérie ne serait pas aussi stricte que prévu.
Mots-clés : symbiose, mutualisme, coiit, compromis, investissement, spécificité, Steinernema, Xeno-
rhabdus.

Relationship problems in entomopathogenic nematode-bacteria couples.

Abstract : Entomopathogenic nematodes from Steinernema genus are symbiotically associated with
Xenorhabdus bacteria. Their life cycle comprises two phases : a free stage in the soil, where bacteria
are carried inside nematodes’ gut and a parasitic stage in the insect, where both partners are separated
and multiply in parallel. For nematodes, benefits are clear during the parasitic stage while costs prevail
during the free stage.

We first tried to measure the balance between costs and benefits in these symbioses to identify selec-
tive pressures acting on nematode’s symbiotic investment. We showed that nematodes endure costs to
the association in free stage in terms of survival, these costs increasing with bacterial load. On the other
side, nematodes benefit from the symbiosis in proportion of bacterial load in parasitic stage in terms
of reproduction. These two antagonistic effects lead to a trade-off between nematodes’ survival and re-
production which is mediated by their bacterial symbionts. Thus, depending on the environment, these
correlations could challenge association stability. It could also impact the way the specificity of these
associations evolves.

In a second part, we addressed the question of symbiosis specificity in natura as well as in laboratory.
Field samples confirmed the already-known constancy of association between a nematode species and
a bacteria species all over the world. Experimental re-associations between two nematode species and
foreign bacteria showed differences between retention and benefit specificities as well as inter-specific
variability. Thus the one-to-one association between nematode and bacteria species may not be as strict
as previously thought.

Keywords : symbiosis, mutualism, cost, trade-off, investment, specificity, Steinernema, Xenorhabdus.
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Introduction



Contexte général

La compréhension des mutualismes est un champ de recherche tres fertile en biologie évo-
lutive. Les symbioses mutualistes' sont des interactions durables a bénéfices réciproques im-
pliquant des organismes d’especes différentes. Les interactions durables peuvent se répartir sur
un continuum parasitisme—symbiose mutualiste en fonction du bilan global bénéfices—colts de
I’interaction pour chaque partenaire. Ce bilan est positif pour les deux partenaires du coté du
mutualisme et négatif pour I’un des partenaires du c6té du parasitisme. Un point important de
la définition des mutualismes est qu’on considere un bilan global, et quelques études ont mis en
évidence I’existence de cofits dans les interactions mutualistes. Par exemple, la jacinthe d’eau
Pontederia cordata consacre 3% de son budget énergétique a la production de nectar consommé
par ses pollinisateurs (Harder and Barrett 1992) ; Citrus volkameriana, lui, dépense 37% de son
budget carbone pour entretenir ses champignons mycorhiziens (Peng et al. 1993). Malgré ces
colts, les mutualismes semblent tres répandus dans la nature, au point que Janzen (1985) estime
que tout organisme sur Terre est impliqué dans au moins une interaction mutualiste au cours de
sa vie. Considérées dans un cadre strictement darwinien, les symbioses mutualistes posent donc
probléme : comment deux organismes d’especes différentes peuvent-ils durablement entretenir
des relations bénéfiques pour le partenaire mais coliteuses pour eux-mémes ? Ceci est a priori
en contradiction avec I’égoisme darwinien selon lequel «Comme il nait beaucoup plus d’in-
dividus de chaque espece qu’il n’en peut survivre, [...] il se produit souvent une lutte pour la
vie» (Darwin 1859). Les symbioses mutualistes, loin d’€tre un chemin de roses, résultent en fait
d’un équilibre (fragile ?) entre les cofits et les bénéfices pour chaque partenaire, chacun ayant
intérét a augmenter les seconds et 2 minimiser les premiers. Les conflits d’intéréts y sont la
regle, a tel point que les symbioses mutualistes sont aussi définies comme des parasitismes réci-
proques régulés (d’apres Combes 1995 ; 2001 ; Hacskaylo 1972). D’ailleurs, plusieurs exemples
de passage d’une interaction parasitaire a une interaction mutualiste (et réciproquement) ont été
démontrés. llustrons le premier cas : une souche californienne de Wolbachia qui diminuait la
fécondité de son hote Drosophila simulans de 15-20% il y a vingt ans, I’augmente maintenant
de 10% par rapport a celle des mouches non infectées (Weeks et al. 2007). Réciproquement,
I’évolution de la mycohétérotrophie montre a quel point une association mutualiste, la myco-
rhize?, peut étre détournée a leur profit par certaines plantes, qui deviennent des puits de carbone
parasitant les plantes autotrophes alentour par champignon interposé (Leake 1994).

Les conflits d’intéréts entre partenaires sont déterminants pour I’évolution de la nature de
I’interaction et peuvent méme la déstabiliser a 1I’échelle évolutive. Se pose alors la question
de la stabilité des mutualismes. En effet, malgré I’existence de ces conflits d’intéréts, certaines
symbioses mutualistes sont supposées €tre tres anciennes, ce qui suggere 1’existence de forces

stabilisatrices. La riposte en est un exemple : elle consiste a imposer un cofit supplémentaire

'Nous précisons symbioses mutualistes afin d’éviter toute confusion avec le terme anglo-saxon «symbioses»
qui, conformément au sens originel (de Bary, 1879) et étymologique (du grec olv, avec et Blog, vie), désigne les
interactions durables en général, sans préjuger de leur nature mutualiste ou parasitaire.

Dans ces associations, le champignon apporte 2 la plante de I’eau et des sels minéraux en échange de matiere
organique.



aux individus qui exploitent le partenaire. Ces sanctions envers les tricheurs ont été notamment
décrites sur les systemes Yuccas-Tegeticula (Pellmyr and Huth 1994) et Fabacées-Rhizobium
(Kiers et al. 2003). La description fine des cofits et bénéfices d’une interaction pour chaque
partenaire est donc cruciale pour comprendre sa stabilité et son évolution.

La mise en évidence des conflits d’intéréts est difficile car le colit qui leur est associé est
masqué par les bénéfices de I’association mutualiste. Pour cette raison, rares sont les études
qui ont évalué, sur un méme systeme biologique et dans une méme expérience, les cofits et les
bénéfices afin d’accéder a ce bilan global (voir par exemple Peng et al. (1993)). La premicre
partie du présent travail apporte quelques €léments de réflexion a ce sujet : nous montrons que
la symbiose étudiée ici est a la fois bénéfique et coliteuse pour un des partenaires et que le bilan
de I’interaction, globalement positif, varie en fonction des conditions environnementales.

Dans ce qui précede, on a considéré des symbioses obligatoires pour les deux partenaires,
«verrouillées», les velléités d’exploitation de I'un étant contrées par les sanctions de I’autre,
sans échappatoire possible. Mais on peut aussi imaginer des interactions dans lesquelles les
conflits d’intéréts ameneraient un partenaire a quitter 1’autre, relachant ainsi la spécificité. Ainsi,
des pollinisateurs peuvent abandonner une plante héte s’ils trouvent une source de nectar plus
importante ailleurs (Bronstein 1995). Le méme mécanisme pourrait agir dans les symbioses
mutualistes : si I’hdte exploite son symbiote de maniere excessive, cela peut inciter ce dernier
a changer d’hote. Réciproquement, un symbiote trop gourmand peut se voir sanctionné par
I’hdte, éventuellement au profit d’une souche moins cofiteuse : contre-sélectionner des parte-
naires peu efficaces ou trop coliteux est déja un pas vers la spécificité. Comprendre la stabilité
d’une interaction mutualiste nécessite donc non seulement de connaitre les colts et bénéfices
pour les partenaires, mais aussi d’appréhender la spécificité de 1’association. La spécificité en
elle-méme pose un probleme d’un point de vue évolutif : pourquoi fermer la porte a des parte-
naires potentiels et se spécialiser sur un seul ? Cette question peut tre ramenée au contexte plus
général de la spécialisation écologique, pour laquelle, empiriquement, « il existe autant de fac-
teurs affectant [son] évolution que de cas de spécialisation» (Ravigné 2003). Assez bien étudiée
chez les insectes phytophages, la spécialisation semble notamment favorisée par les adaptations
hotes-spécifiques, 1’existence de compensations sur 1’adaptation aux habitats, la compétition
intraspécifique pour 1’acces a la nourriture ou I’abondance et la visibilité des plantes-hotes (V.
Ravigné citant Jaenike (1990)). Ces mémes facteurs pourraient étre invoqués pour expliquer,
dans les interactions durables, I’évolution de la spécialisation sur un partenaire, appelée dans
ce cas spécificité. En effet, la spécificité peut étre favorisée si augmenter les performances avec
un partenaire entraine une diminution des performances avec un autre, si chacun reste coincé
dans sa niche parce que toutes sont occupées ou si le partenaire actuel est le plus abondant. Tou-
tefois, dans les symbioses mutualistes, la variabilité dans I’espace et le temps du bilan cofits-
bénéfices pour chaque partenaire pourrait favoriser une spécificité modérée, qui autoriserait un
changement de partenaire en cas de dégradation des relations. La deuxieme partie de ce travail
explorera la spécificité d’association d’un point de vue écologique (chapitre 1) et expérimental

(chapitre 2). Je terminerai par des considérations générales visant a faire converger les deux



axes d’étude, investissement et spécificité, et proposerai quelques perspectives a ce travail.

Modele biologique

Pourquoi les nématodes entomopathogenes ?

L’évaluation des coflits et bénéfices d’une association requiert la comparaison des perfor-
mances de I’hdte avec et sans symbiote. L’approche expérimentale de la spécificité exige quant
a elle de pouvoir réassocier un hote avec différents symbiotes non natifs. Ceci amene naturel-
lement a travailler sur une symbiose facultative pour au moins un partenaire, du point de vue
duquel on se placera pour évaluer les cofits, les bénéfices et la spécificité de I’association. Les
complexes némato-bactériens étudiés ici cumulent plusieurs avantages qui en font un modele de
choix pour aborder expérimentalement I’évolution des symbioses : partenaires cultivables sé-
parément et a colit raisonnable, cycle de vie rapide, nombreux couples nématodes-bactéries au
sein du genre considéré, facilité de conservation, faible encombrement... L’approche évolutive
de ce modele a été initiée par Mathieu Sicard (Sicard 2003), en these dans 1’équipe Interactions

de 2000 a 2003 et poursuivie par moi-méme dans ce travail.

Qui est qui ?

On connait deux genres de nématodes entomopathogenes : Steinernema (du nom de son
découvreur, Steiner 1923) et Heterorhabditis (Poinar 1976). Ces nématodes sont tous deux des
Rhabditidae (de pdB3d0c, baguette), taxon paraphylétique® (Blaxter et al. 1998). Les genres Stei-
nernema et Heterorhabditis sont phylogénétiquement éloignés, les premiers étant branchés plus
basalement que les seconds (Blaxter et al. 1998). Ils sont respectivement associés a des bactéries
des genres Xenorhabdus (de Eévoc, hote) et Photorhabdus (de pwT0O¢, lumicre, de nombreuses
Photorhabdus étant bioluminescentes), toutes deux des Entérobactéries*. Photorhabdus, qui
était inclus dans le genre Xenorhabdus et n’a acquis son propre statut de genre que récemment
(Boemare et al. 1993), et Xenorhabdus sont des genres freres au sein des Entérobactéries.

Ces nématodes sont ubiquistes : ils ont été trouvés sur tous les continents sauf en Antarc-
tique (Griffin et al. 1990). Les nématodes du genre Heterorhabditis semblent préférer les sols
sableux (Hominick 2002) ; les préférences écologiques des Steinernema varient entre especes,
des prairies aux foréts en passant par les champs cultivés. Ils sont traditionnellement qualifiés
de parasites généralistes car capables d’infecter de trés nombreux insectes en conditions de la-
boratoire (Laumond et al. 1979). Ce résultat doit étre considéré avec précaution : les conditions
d’infestation en laboratoire sont probablement plus favorables que dans la nature, ce qui pourrait
élargir artificiellement le spectre d’hotes.

Plusieurs équipes ont essayé de priver des nématodes Heterorhabditis de leur symbiote, par

exemple afin d’utiliser les nématodes aposymbiotiques comme témoins négatifs pour comparer

311 faudrait y inclure les Strongylidés, parasites de Vertébrés, et les Diplogastéridés, nématodes libres, pour que
ce taxon devienne monophylétique.
4Cette famille de bactéries Gram ™~ comprend notamment le colibacille, les salmonelles et 1’agent de la peste.



les traits d’histoire de vie des nématodes associés versus non-associés. Ces tentatives se sont
révélées peu fructueuses : les stades infestants obtenus sont incapables de tuer 1’insecte et de
s’y reproduire (Han and Ehlers 2000). La symbiose est donc obligatoire pour ce nématode.
Chez certaines especes du genre Steinernema, au contraire, des stades infestants dépourvus de
bactéries sont cultivables sur I’hote insecte Galleria mellonella (Lepidoptera : Pyralidae) ; c¢’est

pourquoi mes expériences ont été conduites sur ce genre de nématodes.
Qui fait quoi ?

reproduction des nématodes
PHASE multiplication des bactéries lutte a mort :

les toxines des deux partenaires
PARASITE (dans et la multiplication bactérienne
I’insecte)

tuent I’insecte

libération des
bactéries

réassociation
des partenaires

Ple) S Stades
~_ 3 Infestants (IJs)

PHASE LIBRE (dans le sol)

FI1G. 1 — Cycle de vie des complexes Steinernema - Xenorhabdus (dessin N. Le Brun).

Le cycle de vie des complexes Steinernema-Xenorhabdus comporte deux phases (Figure
1):

— une phase libre, dans le sol, ou les stades infestants du nématode (troisiemes stades

larvaires) portent leur symbiote bactérien dans leur tube digestif,

— une phase parasite, dans I’insecte, ou les deux partenaires, nématodes et bactéries, se

multiplient c6te a cote.

1. Phase libre. Les nématodes trouvés a I’état libre dans les sols sont des troisiemes stades
larvaires spécialisés en stades infestants (équivalents des dauer larvae chez Caenorhabditis
elegans). Contrairement aux troisiemes stades larvaires qui restent dans I’insecte’, les stades in-
festants ont des organes sensoriels et une musculature plus développés, une double cuticule®, un
tube digestif fermé aux deux extrémités et dont les tissus sont altérés et des canaux excréteurs
moins nombreux (Poinar and Leutenegger 1968). Ces différences anatomiques sont a relier aux
différences de mode de vie des stades infestants versus intra-insecte : vie libre sans prise alimen-
taire pour les premiers, confinée dans la ressource insecte pour les seconds. Les stades infestants
portent les symbiotes bactériens (extracellulaires) dans un diverticule du tube digestif appelé vé-
sicule de Bird et Akhurst. Cette vésicule est présente chez tous les Steinernema recensés a ce
jour (mais pas chez les Heterorhabditis), et 1a présence de bactéries symbiotiques n’est pas né-

cessaire a son développement (Bird and Akhurst 1983). Cette singularité anatomique n’est donc

SCeux-ci muent en quatriéme stades larvaires, puis en adultes qui se reproduisent.
La cuticule du deuxieme stade larvaire (L2) n’est pas exuviée.



pas le résultat d’une réponse plastique a la présence des bactéries, mais bien le signe d’une co-
évolution entre les deux partenaires. Les stades infestants (IJs”) peuvent survivre plusieurs mois
dans le sol (Kung et al. 1990 ; Koppenhoefer and Fuzy 2003).

F1G. 2 — Stades infestants (IJs) de Steinernema carpocapsae associés a Xenorhabdus nematophila.
Le symbiote bactérien a été transformé avec un plasmide codant la Green Fluorescent Protein ce qui
permet de visualiser la vésicule des nématodes. La vésicule mesure environ 30 um de long par 7 de
large (Flores-Lara et al. 2007). Longueur d’un stade infestant : environ 0,5 millimetre. Microscope a
fluorescence Leica, gracieusement prété par I. Hernandez et B. Romestand, Laboratoire Ecosystémes
Lagunaires, UMR 5119.

2. Infestation. Plusieurs signaux émanant des insectes® attirent les stades infestants de né-
matodes : dioxyde de carbone (O’ Halloran 2003), composés cuticulaires volatils (Grewal et al.
1997), vibrations (Torr et al. 2004). Quand ils rencontrent un hote insecte dans le sol, les néma-
todes I'infestent par les voies naturelles (bouche ou anus).

3. Lutte a mort. C’est vraisemblablement le contact avec le bol alimentaire de I’insecte qui
induit la perte de la cuticule L2 des nématodes (Sicard et al. 2004a). Les bactéries présentes a
la surface des stades infestants et dans 1’espace séparant les cuticules L2 et L3 déclenchent la
réponse immunitaire de 1’hote insecte : production de peptides antimicrobiens et activation de

la cascade phénol-oxydase (Brehélin et al. 1989). Cette réponse immunitaire élimine les conta-

7 Afin d’éviter I’ambiguité de 1’abréviation francaise L3 (qui désigne simplement les troisiémes stades larvaires
sans autre précision), nous préfererons 1’abréviation anglo-saxonne 1Js (pour Infective Juveniles) pour désigner les
stades infestants de nématode.

80u de leur environnement : une étude a montré qu’un sesquiterpéne d’origine végétale, le (E)-3-caryophylléne,
produit lors d’une attaque des racines de mais par 1’insecte brouteur Diabrotica virgifera, attire le nématode ento-
mopathogene Heterorhabditis megidis. La plante recrute ainsi les ennemis de ses ennemis sur les lieux de I’agres-
sion (Rasmann et al. 2005).



minants tégumentaires du nématode. Les nématodes percent la paroi intestinale de 1’insecte et
ingerent de ’hémolymphe, ce qui déclenche la libération des symbiotes bactériens par défé-
cation (Poinar 1966). Les deux partenaires, nématodes et bactéries, produisent alors diverses
toxines qui immuno-dépriment I’insecte en s’attaquant a la fois a ses défenses cellulaires et
humorales (voir Encadré 1 et Figure 3). Ils provoquent la mort de 1’insecte en 48-72h (Akhurst
1980). Ceci les rapproche des parasitoides, qui tuent leur hote plus rapidement que des parasites

«classiques», ce qui réduit la durée de I’interaction a 1’échelle des organismes.

Encadré 1. Lutte entre 1’insecte et le couple némato-bactérien.
L’agressé : I'insecte.

Le systeme immunitaire des insectes présente deux types de défenses :
clature utilisée ici est celle de Ribeiro and Brehélin (2006) sur les Lépidopteres) :

des microparasites. Ils participent également a I’initiation de I’encapsulement,

du reste de 1’organisme,

cytotoxiques (quinones).

tidoglycannes de la paroi bactérienne.

— des défenses humorales :

électrostatique et y forment des pores,

I’encapsulement (Lavine and Strand 2002),

— des défenses cellulaires, dont les acteurs sont les différents types d’hémocytes (Ia nomen-

— les granulocytes, spécialisés dans la phagocytose, interviennent en cas d’infection par

— les plasmatocytes, acteurs de I’encapsulement, sont impliqués dans la défense contre les
parasites de grande taille par rapport a la taille de I’insecte. IIs s’agglomerent au contact

du corps étranger en plusieurs couches de cellules, et la capsule ainsi formée isole I’intrus

— les oenocytoides synthétisent la phénoloxydase, libérée dans I’hémolymphe par la lyse
de ces cellules. Cette enzyme intervient dans la mélanisation apres encapsulement : la
capsule s’impregne de mélanine, substance inerte qui paracheve son isolement du milieu

intérieur de I’insecte. La cascade de mélanisation, de plus, fait apparaitre des produits

Ces cellules contiennent diverses enzymes (protéases, lysozyme) qui hydrolysent les pep-

— peptides anti-microbiens cationiques, synthétisés par le corps gras (équivalent fonc-
tionnel du foie) et induits lors de I’agression bactérienne (notamment au contact des li-
popolysaccharides (LPS) de la paroi bactérienne). Les plus connus sont les défensines et

les cécropines, qui adherent a la membrane bactérienne (électronégative) par interaction

— diverses voies de signalisation dont la cascade pro-phénoloxydase, similaire au systeme
du complément chez les Vertébrés. Cette voie active la sécrétion d’opsonines, molécules

proches des lectines qui se lient aux motifs bactériens et facilitent la phagocytose et
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— des Pattern Recognition Receptors (PRRs) qui reconnaissent des molécules microbiennes
conservées. Leur expression est stimulée par I’infection bactérienne et conduit a 1’acti-
vation des hémocytes et a la sécrétion d’antimicrobiens. Certains sont sécrétés, d’autres

membranaires ou cytoplasmiques.

L’agresseur : le couple nématode-bactérie.
La bactérie

L’agression du systeme immunitaire de 1’insecte porte sur ses deux composantes, cellulaire et

humorale :

— contre I'immunité cellulaire : induction de nécroses, d’apoptose des hémocytes (Vigneux
et al. 2007), désorganisation du cytosquelette ; inhibition de la phagocytose par Photorhab-
dus luminescens grace a un effecteur similaire a celui de 1’agent de la peste (Brugirard-
Ricaud et al. 2005), inhibition de 1’encapsulement par inhibition d’une phospholipase in-
ductrice d’une voie conduisant a I’agrégation des hémocytes (Kim et al. 2005),

— contre I’immunité humorale : inhibiteurs de 1’expression des peptides anti-microbiens (Ji
and Kim 2004 ; Park et al. 2007) et des voies de signalisation.

De plus, les bactéries Photorhabdus échappent a la réponse immunitaire précoce de I’insecte

en produisant A72¢, une molécule signal nécessaire a la résistance aux especes réactives de

I’oxygene (Krin et al. 2006). Ces dérivés de 1’oxygene sont cytotoxiques et produits par le

systeme immunitaire de I’insecte, notamment lors de la mélanisation de la capsule.
Le nématode

Un facteur immuno-dépresseur détruisant les protéines immunitaires de I’insecte a été identi-
fié chez S. carpocapsae par Goetz et al. (1981). D’autre part, un peptide thermo-sensible de
70 kDa est présent chez cette méme espece et provoquerait, par injection, la mort de I’insecte
(Simoes 1994). Chez Steinernema glaseri, une protéine du glycocalyx” du nématode inhibe
chez I’insecte I’encapsulement et la phagocytose (Wang and Gaugler 1999). Plus récemment,
Brivio et al. (2006) ont montré que les lipides cuticulaires de Steinernema feltiae inhibent

I’action d’une protéine de I’hémolymphe qui induit I’expression des peptides antimicrobiens.

“Al pour Auto Inducer, cette molécule étant également un signal de quorum-sensing qui intervient dans la
formation de biofilms (Krin et al. 2006).

PManteau glycoprotéique et glycolipidique recouvrant, entre autres, 1’hémimembrane externe de cellules
animales, la paroi de certaines bactéries et la cuticule des nématodes (environ 5 nm d’épaisseur chez C. elegans).
Particulierement abondant au niveau des épithélia, il est impliqué dans 1’adhésion et le pouvoir invasif de certains
pathogenes.
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FI1G. 3 — Cinétique bactérienne dans I’insecte apres injection expérimentale de 800 cellules
de Xenorhabdus nematophila dans une chenille de Spodoptera littoralis (Sicard et al. 2004a).
La décroissance initiale de la population bactérienne correspond 2 la clairance'®par le systéme
immunitaire de I’insecte.

1Le mot clairance est la traduction du terme anglais clearance, qui désigne 1’aptitude d’un organe ou d’un
tissu a éliminer d’un fluide de I’organisme une substance déterminée. Nous 1’utilisons ici au sens large pour dési-
gner 1’aptitude d’un systeme (le systtme immunitaire) a éliminer de I’hémolymphe des organismes (les bactéries
pathogenes).
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4. Multiplication parallele des deux partenaires. Les nématodes muent en quatriemes
stades larvaires (L4), puis en adultes gonochoriques qui se reproduisent. Deux ou trois gé-
nérations de reproduction sexuée ont lieu dans I’insecte, pendant lesquelles les nématodes se
nourrissent des tissus de 1’insecte métabolisé€s par leurs bactéries symbiotiques et des bactéries
elles-mémes (Poinar and Thomas 1966). Les bactéries continuent leur multiplication et enva-
hissent complétement le cadavre de I’insecte. Les bactéries symbiotiques sécretent des antibio-
tiques a spectre large (toxiques envers d’autres genres de bactéries, Paul et al. 1981 ; Akhurst
1982 ; Mc Inerney et al. 1991) et d’autres a spectre étroit : les xénorhabdicines, toxiques en-
vers d’autres especes de Xenorhabdus (Thaler et al. 1995), voire envers d’autres souches de
la méme espece que la souche productrice (Tabart 2003). Elles sécretent également des sub-
stances toxiques envers des nématodes (Samaliev et al. 2000 ; Webster et al. 1998 ; voir Hu
et al. (1999) ; Han and Ehlers (1999) et Sicard et al. (2007) pour des études sur Photorhabdus),
possibles manifestations d’une évolution en partie mue par la compétition entre couples.

5. Recrutement du symbiote et sortie. Les nouvelles L2 formées avalent quelques bacté-
ries qui, cette fois, ne seront pas digérées : elles initieront la colonisation de la vésicule et seront
a I’origine du chargement symbiotique transporté par les nématodes libres (Martens et al. 2003).
Ces L2 deviennent des L3 qui, au lieu de muer en L4 puis en adultes, arrétent leur développe-
ment et se transforment en stades infestants (cf ci-dessus). Le signal induisant I’arrét de déve-
loppement est inconnu mais deux mécanismes sont plausibles : déplétion des ressources dans
le cadavre d’insecte et forte densité des nématodes (Popiel et al. 1989). Ces nouveaux stades
infestants, qui portent les bactéries symbiotiques dans leur tube digestif, sortent du cadavre
décomposé et regagnent le sol a la recherche de nouveaux hotes. La bactérie qui ressort de I'in-
secte est la descendante de celle qui y est entrée!!, ¢c’est pourquoi la transmission est qualifiée
de pseudo-verticale. Pseudo seulement car, les nématodes étant gonochoriques, au moins deux
individus de sexes opposés doivent entrer dans le méme individu insecte pour que I’infestation
fonctionne. Si les deux nématodes sont de souches différentes, cela peut entrainer une compé-
tition entre nématodes et entre bactéries dans I’insecte. La bactérie gagnante (un seul clone le
plus souvent, Martens et al. (2003)) peut ainsi étre transmise a d’autres nématodes que son par-
tenaire natif. A une plus large échelle phylogénétique, ces transferts horizontaux se retrouvent

dans la non-congruence des phylogénies des nématodes et des bactéries (Sicard 2003).

Une symbiose mutualiste ?

Nous avons vu précédemment que les interactions durables s’échelonnent sur un continuum
parasitisme-mutualisme en fonction du bilan cofits-bénéfices pour chaque partenaire. Les as-
sociations symbiotiques entre nématodes entomopathogenes et bactéries sont connues depuis
1980 (Akhurst 1980) mais 20 ans se sont écoulés sans que personne ne se penche sur la nature
de I'interaction. Mathieu Sicard, en theése dans 1’équipe Interactions de 2000 a 2003, a expéri-

mentalement privé certaines especes de nématodes de leur symbionte bactérien afin de comparer

Le temps de doublement de X. nematophila dans 1’hémolymphe d’insecte est de 2h30 (Herbert and Goodrich-
Blair 2007). Si on consideére que la plupart des nématodes sortent du cadavre 14 jours apres infestation, environ
140 générations séparent les bactéries entrantes des bactéries sortantes.
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les traits d’histoire de vie des nématodes avec versus sans leur partenaire. Il a ainsi montré que
I’association est bénéfique (voire obligatoire) pour le nématode (Sicard et al. 2003). En effet, le
nématode se reproduit beaucoup mieux avec sa bactérie que sans chez Steinernema carpocap-
sae et S. scapterisci (Figure 4). Plus précisément, il réussit plus d’infestations'? et produit plus
de descendants en présence du symbiote. Une autre espece de nématodes, S. riobrave, est inca-
pable de se reproduire sans ses symbiotes, tout comme il avait été montré précédemment pour

S. glaseri (Akhurst 1986) : 1a symbiose est obligatoire pour ces deux especes de nématodes.

p=0.001 p=0.003 p<0.001 (x 7) p=0.036 (x 1.3)

80
|

1e+05
|

60
I

8e+04
I

40
I
nombre 1Js
6e+04
I

proportion dinfestations réussies
4e+04
|

20
I

2e+04
I

0

L
0e+00

L

APO SYM APO SYM APO SYM APO SYM
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FIG. 4 — Reproduction de Steinernema carpocapsae et S. scapterisci associés (SYM) ou non (APO) a
leur symbiote (Xenorabdus nematophila et X. innexi respectivement). A. Réussite parasitaire : propor-
tion d’infestations donnant des stades infestants viables. B. Succes reproductif médian : médiane du
nombre de descendants par infestation réussie. Le chiffre entre parenthéses indique le rapport des succes
reproductifs des nématodes sym- et aposymbiotiques. D’apres Sicard et al. (2003).

Morgan et al. (1997) ont par ailleurs montré que la bactérie X. nematophila est incapable
de survivre plus de quelques jours dans le sol, et qu’elle ne s’y multiplie pas. Elle serait proté-
gée dans son vecteur nématode qui la transporte d’insecte en insecte, seuls milieux de culture
naturels connus pour ces bactéries. La symbiose est de ce fait obligatoire pour la bactérie, qui
semble incapable d’atteindre seule ses sites de multiplication.

Lassociation est donc a bénéfices réciproques : c’est un mutualisme. Toutefois, plusieurs
indices suggerent que les bactéries peuvent étre cofiteuses pour les nématodes.

Tout d’abord, Sicard et al. (2003) ont observé une tres grande variabilité dans le nombre de
symbiotes portés par nématode. Ils ont montré que S. carpocapsae, qui semble tres dépendant
de son symbiote pour la reproduction, porte beaucoup plus de bactéries que S. scapterisci,
qui en est moins dépendant. Les auteurs suggerent que les nématodes tendent a porter moins
de bactéries lorsque I’interaction est facultative que lorsqu’elle est tres bénéfique. Leur étude
contient un contre-exemple : S. riobrave, qui porte en moyenne une bactérie par 1J et pour
qui la symbiose est obligatoire dans les conditions expérimentales considérées. Toutefois, cette
hypothese d’une relation positive entre charge symbiotique et étroitesse de I’association pourrait
suggérer que porter le symbiote est coliteux pour le nématode.

Deuxiemement, les mémes auteurs ont observé que des bactéries du genre Xenorhabdus,

mutualistes envers leur nématode natif, peuvent inhiber la reproduction d’une autre espece de

12Une infestation est réussie lorsque le cadavre d’insecte émet des stades infestants vivants.
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Steinernema (Sicard et al. 2004b). Ainsi, ces bactéries sont bénéfiques pour certains nématodes
et pathogenes pour d’autres au sein méme du genre Steinernema.

Enfin, I’argument le plus décisif provient d’une mesure directe du colit chez Steinernema
carpocapsae (Mitani et al. 2004). Elle montre (i) que la survie des nématodes porteurs de bac-
téries est inférieure a celle des nématodes privés de leurs bactéries et (i) que ce colit en survie
dépend de la température a laquelle sont soumis les stades infestants du nématode : il est détecté
au dessus de 25°C mais pas en dessous de 15°C.

Le tableau ci-dessous résume cette section.

bénéfices colits
pour le pour la bactérie pour le  pour la bactérie
nématode nématode
Phase parasite | reproduction ? ? surinvestissement

dans les toxines ?

Phase libre ? protection et trans- | mortalité ?
port

TAB. 1 — Bilan des coiits et bénéfices de I’association symbiotique pour chaque partenaire selon la phase
du cycle de vie. Le tableau est symétrique : le nématode retire des bénéfices de 1’association en phase
parasite et rencontre des colits en phase libre, et c¢’est I’inverse pour la bactérie. Les points d’interrogation
indiquent que cofits et bénéfices pourraient co-exister pour un méme partenaire dans une méme phase du
cycle, mais qu’ils sont difficiles a détecter et inconnus pour le moment.

Une symbiose spécifique ?

Les symbioses némato-bactériennes sont traditionnellement qualifiées de spécifiques car,
partout dans le monde, chaque espece de nématode est trouvée associée a la méme espece de
bactéries (Boemare et al. 1997). Trois observations nuancent cette vision sans doute trop sim-
plificatrice. Premierement, chaque espece de nématodes n’est certes associée qu’a une espece
de bactéries, mais la réciproque est fausse : Xenorhabdus bovienii, par exemple, est associée
a plusieurs especes de nématodes dont Steinernema feltiae, S. kraussei, S. affine et S. sichua-
nense (Akhurst and Boemare 1988 ; Boemare 2002 ; Mracek et al. 2006). Deuxiémement,
de facon plus générale, les phylogénies des nématodes et de leurs bactéries symbiotiques ne
sont pas exactement congruentes, ce qui prouve I’existence de transferts horizontaux, donc de
changements de partenaires (Sicard 2003). Par exemple, S. carpocapsae, branché basalement
dans la phylogénie des Steinernema, est associé a X. nematophila, branchée basalement dans la
phylogénie des Xenorhabdus, alors que son espece soeur, S. scapterisci est associée a un Xeno-
rhabdus branché moins profondément que X. nematophila dans la phylogénie des Xenorhabdus.
M. Sicard suspecte une acquisition secondaire du symbiote de S. scapterisci par transfert apres
perte du symbiote originel (Sicard 2003 p. 78). Troisiemement, des expériences de réassocia-

tions artificielles entre nématodes et bactéries montrent que seules les bactéries de la méme
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espece que le symbiote natif sont retenues par les stades infestants de Steinernema carpocapsae
et S. scapterisci (Sicard et al. 2004b ; 2005). En revanche, ces mémes études montrent aussi que
d’autres especes de bactéries que le symbiote natif améliorent la reproduction des nématodes,
par rapport a la reproduction des individus aposymbiotiques. Ces études font apparaitre deux
niveaux de spécificité dans les symbioses némato-bactériennes :

— une spécificité de rétention, qui indique quelles bactéries sont retenues dans la vésicule
du nématode et transmises a la descendance (via le compartiment insecte) lors de 1’infes-
tation suivante,

— une spécificité de reproduction, qui indique quelles bactéries augmentent la proportion
d’infestations réussies par les nématodes et leur nombre de descendants en comparaison
avec les nématodes dépourvus de bactéries.

Les trois points précédents montrent que la spécificité de rétention est grande. Le dernier

montre que la spécificité de bénéfices I’est moins : d’autres bactéries que le symbiote natif

peuvent améliorer la reproduction du nématode.

Objectifs de la these

Grace aux travaux de mes prédécesseurs, les bénéfices a 1’association sont plutot bien
connus chez ces couples némato-bactériens. Reste a explorer le co6té obscur de la symbiose : ses
colits, ses compromis'?, forces potentiellement déstabilisantes et importantes évolutivement. Ce
sera la mon objectif premier, qui fera I’objet de la premiere partie de cette these. Plus précisé-
ment, nous nous efforcerons de répondre aux questions suivantes :

Le colt de 'association pour le nématode est-il plus fort pour les es-
péces qui portent plus de symbiotes ?

— premiére partie, chapitre 1.

Ce travail préliminaire permettra de valider, a 1’échelle inter-spécifique, I’hypothese d’un

colit augmentant avec la charge symbiotique.

Au sein d’'une espéce, le colt en terme de survie du nématode est-il
plus fort pour les individus qui portent plus de symbiotes ? De méme, le
bénéfice en terme de reproduction est-il plus fort pour les individus qui
portent plus de symbiotes ? Si oui, la corrélation négative entre survie
et reproduction qui résulte des précédentes est-elle retrouvée chez les
nématodes privés de bactéries ?

— premiere partie, chapitre 2.

3Le terme compromis est pris comme traduction du terme anglo-saxon trade-off, et désigne I’ensemble des
contraintes physiologiques reliant deux traits de vie, ou encore la courbe de compensation qui délimite 1’espace
des phénotypes possibles.
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Dans cette expérience, nous examinerons les variations de cofits, bénéfices et charge symbio-
tique a tres petite échelle, entre individus au sein d’une méme souche, afin d’entrer dans les

rouages fins de la symbiose et de s’affranchir des difficultés des études comparatives.

Le deuxieme objectif de la these est d’explorer la diversité et la spécificité de ces symbioses
d’un point de vue €cologique et expérimental. Plus précisément, nous nous pencherons sur les
questions suivantes :

Quelles espéces de nématodes entomopathogénes se rencontrent
localement autour de Montpellier ? A quelles souches de bactéries sont-
elles associées ? Peut-il y avoir co-occurence entre plusieurs especes
de nématodes, donc possibilité de compétitions ?

— deuxieme partie, chapitre 1.

Cet échantillonage de terrain dans 1I’Hérault et le Gard permettra d’identifier différents milieux

occupés par les nématodes et d’évaluer la spécificité naturelle des associations.

La spécificité de rétention est-elle une régle générale chez les néma-
todes entomopathogénes ? La spécificité de reproduction démontrée a
I'échelle inter-spécifique se retrouve-t-elle a I'échelle intra-spécifique ?

— deuxieme partie, chapitre 2.

Les variations de bénéfices, cofits et charge symbiotique seront cette fois examinées a plus large
échelle phylogénétique. Deux especes de nématodes, Steinernema carpocapsae et S. feltiae se-
ront réassociées avec diverses bactéries appartenant ou non a la méme espece que le symbiote
naturel. Nous accederons ainsi aux spécificités de rétention, de bénéfices et de colits aux échelles

inter-spécifique et intra-spécifique, inter-souche.

Pour atteindre ces objectifs, il nous faudra (i) infester expérimentalement des insectes avec
des nématodes, en les réassociant a des bactéries natives et non natives et (ii) mesurer les traits
d’histoire de vie (reproduction, survie, nombre de symbiotes par nématode) des couples ainsi

formés. Les protocoles de ces expériences sont donnés ci-apres (dessinatrice : N. Le Brun).
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Méthodes expérimentales
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Obtention de nématodes aposymbiotiques

‘ /(;CTQ; chenille de Galleria melonnella
N\ l (Lépidopteres, Pyralidae)
Infestation par au dernier stade larvaire
des IJs
symbiotiques
\ 84h 2 24°C
dissection
des
chenilles
Amplification : mortes
infestation de
chenilles avec
les 1Js produits
_ incubation
solution 3 semaines Q
contenant les 3 24°C
ceufs stériles prélevement
0 ensemencement sur des femelles
milieu TSA au foie gravides de nématode

e

broyage des femelles
dans I’eau de Javel
a2,5%

N

rincage des ceufs
dans du PBS stérile

Pour priver des nématodes de leur bactéries, on infeste des chenilles avec des nématodes symbiotiques.
Apres incubation, les chenilles sont disséquées dans du Ringer et les femelles de nématodes, gravides,
sont prélevées. Ces femelles sont reconnaissables par leur grande taille (environ 2 cm de long) et par
la présence d’oeufs. Apres un broyage délicat qui libere les oeufs et deux ringages dans du Ringer
stérile, les oeufs en solution stérile sont déposés sur un milieu TSA au foie. Les boites sont observées
régulierement pour détecter, suite a I’éclosion des oeufs, I’apparition de troisiemes stades larvaires, qui

seront utilisés pour infester des chenilles (amplification de la souche aposymbiotique).
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Cycle expérimental : infestations-recombinaisons

Infestation .
stades infestants

dépot des 1Js de nématodes
sur le papier filtre

er filt I pae chenille de
papler e 0 Lo 3 Galleria melonnella
# l (Lépidopteres, Pyralidae)
] b au dernier stade larvaire
microtube

Ji

24 a72h a24°C
dans I’obscurité

Recombinaisons
nématodes -

bactéries

conservation des 1Js

en boite de culture
cellulaire a 8°C

injection des bactéries
dans les chenilles 24h apres

leur infestation par des
cadavre

- 1Js aposymbiotiques
d’insecte Posy 1

[ g

dispositif de récolte

Les stades infestants de nématodes sont mis en contact avec une chenille de G. melonnella. Pour

réassocier un nématode avec une bactérie, on infeste les insectes avec des nématodes aposymbiotiques

et on injecte la suspension bactérienne dans les chenilles 24h apres I’infestation par les nématodes. Le

dispositif de récolte, constitué d’une «ile» recouverte d’un tissu, permet aux nématodes émergeant du

cadavre de se déplacer dans le tissu mouillé puis dans 1’eau entourant I’1le, ou ils sont faciles a récolter.
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Mesure de la reproduction

Les deux composantes de la reproduction sont la réussite parasitaire et le succes reproductif.
La réussite parasitaire a une date t est la proportion d’infestations qui ont émis des néma-
todes vivants a cette date. Elle peut étre concue comme une probabilité de se reproduire. Elle
est mesurée en observant, a la date voulue, les dispositifs de récolte pour détecter la présence
de stades infestants.

Le succes reproductif est le nombre de stades infestants €émis par infestation réussie. Il est
mesuré deux mois apres infestation en diluant un petit volume de la récolte (boite de culture
cellulaire) dans une boite de Petri quadrillée et en le comptant, sous loupe binoculaire, avec
un compteur manuel. Le compte de la boite de Petri est ramené au volume total de la récolte

afin d’obtenir le nombre total de nématodes produits par le cadavre d’insecte.

Mesure de la survie

Stades infestants (IJs) de Steinernema carpocapsae associés a Xenorhabdus nematophila.
Chez cette espece, un stade infestant fait environ 550 pum de long (Hominick et al. 1997). Le
nématode du haut a une morphologie typique de mort : raide, épais et granuleux. Le nématode
du bas est vivant.

Pour chaque estimation de survie, 1000 a 1200 1Js sont mis dans des petites boites de Petri
quadrillées a 24°C, et le nombre de nématodes morts et vivants est compté apres différentes

durées (deux semaines a quatre mois selon I’espece de nématodes).
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Mesure de la rétention : nombre de bactéries portées
par nématode

N\

eau de Javel

a2,5% 2 ringages e

dans PBS stérile

p
exuviation broyage des
& b 1Js pendant
e 5 minutes
Lg— >
“, < ;-\ \/

cuticule L3

cuticule L2 &
= 3
— dilution
v \/ \/ du broyat

0.5 0,1 0,02

100 a 500 IJs

étalement sur
milieu NBTA

‘._.. incubation _comptage des

48h 4 28°C " colonies

Un lot de 100 a 500 stades infestants de nématodes est désinfecté dans de 1’eau de Javel, ce qui permet
d’éliminer la cuticule L2 non exuviée et de désinfecter superficiellement la cuticule L3. Apres deux
ringages dans du Ringer stérile, les nématodes sont resuspendus dans du Phoshpate Buffer Saline et
broyés dans un Potter pendant cinq minutes. Le broyat est ensuite dilué et les dilutions sont étalées sur
milieu NBTA qui permet de distinguer les colonies de Xenorhabdus (bleues) de celles des autres bac-
téries (rouges). Apres incubation, les colonies bactériennes sont comptées, les comptes des différentes

boites moyennés et le tout est ramené a la quantité de bactéries portée par un stade infestant.
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Premiere partie

De P’investissement dans le couple, ou

comment travailler plus sans gagner plus
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Chapitre 1
Ou le symbiote peut s’avérer coliteux

Nous avons vu en introduction que plusieurs indices suggerent, chez les nématodes, un coit
a porter les bactéries : charge symbiotique variable entre especes de nématodes, toxicité bacté-
rienne envers des nématodes non-partenaires... Dans les mutualismes, les colts a 1’association
sont tres difficiles a détecter car ils sont le plus souvent masqués par les bénéfices. Les né-
matodes entomopathogenes ont un cycle de vie en deux phases : une phase parasite, ou les
bénéfices sont clairs pour le nématode (meilleure reproduction, voir Sicard et al. 2003) et une
phase libre, ou ils le sont moins. Nous allons donc plut6t chercher les cofits a I’association dans
cette dernicre phase, car alors ils risquent moins d’étre masqués par des bénéfices. C’est ce qu’a
fait précédemment Mitani et al. (2004) sur Steinernema carpocapsae. Le trait caractéristique
des nématodes en phase libre est leur survie ; les auteurs ont donc comparé la survie de néma-
todes porteurs de bactéries (symbiotiques) avec celle de nématodes privés de leur symbiotes
(aposymbiotiques), et ce a différentes températures. Ils ont détecté une sur-mortalité des néma-
todes symbiotiques a 25°C et 30°C, mais pas de sur-mortalité a 5°C ni a 15°C. Ceci conforte
I’hypothese d’un cofit a porter les bactéries pour le nématode. L’ absence d’effet a température
modérée indique toutefois que ce colit est probablement faible en conditions naturelles.

Notre objectif, dans la continuité des travaux de Mathieu Sicard sur la comparaison des
bénéfices entre especes de nématodes (Sicard et al. 2003), est de comparer les coflits entre ces
mémes especes. Pour cela, nous avons obtenu des nématodes de deux especes : Steinernema
carpocapsae, qui porte en moyenne 50 bactéries par nématode et Steinernema scapterisci, qui
porte en moyenne moins d’une bactérie par nématode. Pour chaque espece, nous avons comparé
la survie a 24°C de nématodes symbiotiques et aposymbiotiques. Nos résultats montrent que S.
carpocapsae survit moins bien avec sa bactérie que sans, donc qu’il subit un cofit a porter des
bactéries. Ce colit est indétectable chez S. scapterisci, ce qui suggererait -avec toutes les pré-
cautions que la comparaison inter-spécifique et le faible nombre d’especes étudiées imposent-

que le cofit est 1i€ au nombre de bactéries portées.
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Abstract Steinernema species are entomopathogenic nem-
atodes associated with Xenorhabdus bacteria. The life cycle
of these associations is composed of two stages: (1) a free
stage in the soil, where infective juveniles (1Js), which carry
bacteria in their guts, search for new insect hosts; and (2) a
parasitic stage, where the IJs infect insects, release their
Xenorhabdus symbionts and reproduce in order to produce
new IJs. Previous studies clearly showed benefits to the
association for several Steinernema species during the
parasitic stage. Nevertheless, no study has so far explored,
during the free stage, the existence of costs or benefits to
the association for different Steinernema. Here, we com-
pared the survival of both symbiotic and aposymbiotic 1Js
in two nematode species: (1) Steinernema carpocapsae-
exhibiting 1Js that carry a high number of Xenorhabdus
cells in their guts; and (2) its closely relative species, S.
scapterisci-exhibiting 1Js, that carry very few Xenorhabdus
cells in their guts. We showed that the bacterial symbionts
were costly for S. carpocapsae by increasing 1Js’ mortality
but not for S. scapterisci. This difference in cost induced by
bacteria to IJs during the free stage could be correlated with
the difference in the numbers of bacteria carried by IJs of
each nematode species.
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Introduction

Steinernema nematodes are symbiotically associated with
Enterobacteriaceae of the genus Xenorhabdus. The lifecycle
of these associations is composed of two stages: (1) the free
stage, where infective juveniles (IJs), which carry bacteria
in an intestinal vesicle, search for insect hosts in the soil;
and (2) the parasitic stage, where 1Js infect the insect,
release their Xenorhabdus symbionts, develop into adults
and reproduce in order to produce new IJs. All the tested
Steinernema species demonstrated increased fitness during
the parasitic stage when associated with their specific
Xenorhabdus symbiont (Sicard et al. 2003). Nevertheless,
some appeared less dependent on their native symbiont to
reach an optimal fitness than others. For example, Stei-
nernema scapterisci reproduced 1.3 more with its bacterial
symbiont than without, whereas S. carpocapsae reproduced
sevenfold more with its bacterial symbiont than without.
Moreover, S. scapterisci, which was less dependent on
its native symbiont to reproduce optimally within the
insect hosts than S. carpocapsae, also transported a
smaller amount of native symbionts within its intestinal
vesicle: S. scapterisci harbours around 0.07 bacteria per 1J,
whereas S. carpocapsae harbours around 50 bacteria per 1J
(Sicard et al. 2003). On the other hand, a previous study
mentioned the existence of possible extra mortality for
symbiotic IJs compared to aposymbiotic IJs of S. carpo-
capsae after long-term storage at 25°C (Mitani et al. 2004).
This suggests that while bacteria are always beneficial to
the nematodes during parasitic stage, they could represent a
cost during free stage. In this paper, we measured this
potential cost in the two previously mentioned species of
nematodes. For that purpose, we compared mortality of
symbiotic 1Js to that of aposymbiotic ones. From this, we
can draw a more complete picture of the relationship of
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these two nematodes species with their respective bacterial
symbionts.

Materials and methods

Aposymbiotic 1Js of S. carpocapsae (strain SK27) and S.
scapterisci (strain SE61) were obtained as previously
described by Sicard et al. (2003). Aposymbiotic, as well
as symbiotic nematode, strains are maintained in the
laboratory by successive experimental infections of last
instars of Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae). In
order to obtain new emergences of aposymbiotic and
symbiotic IJs of both nematode species, sets of 20 to 25
G. mellonella were infected as previously described by
Sicard et al. (2003). After 3 days at 24°C, all insects were
dead. Cadavers were then placed into ‘White traps’ at 24°C
in order to collect offspring (i.e. IJs) emerging from each
infestation (White 1927). After 2 months, for each
nematode species, aposymbiotic and symbiotic 1Js were
separately pooled and placed into culture flasks in order to
adjust nematode density to ~6,000 IJs/ml. At this time and
for each of the four groups (aposymbiotic and symbiotic S.
carpocapsae and aposymbiotic and symbiotic S. scapter-
isci), the percentages of dead IJs were assessed indepen-
dently in five samples of 100 pl. Dead 1Js were easy to
distinguish from alive larvae because they exhibited typical
curved and granular appearance and did not response to a
tactile stimulus with a fine needle. Data were analysed
using the general linear models routine in R software (Team
2005), assuming binomial distribution for residuals.

Fig. 1 Mortality of aposymbi-
otic (4PO) and symbiotic (SYM)
1Js for two Steinernema species.
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a S. carpocapsae strain SK27, -
b S. scapterisci strain SE61
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Results

The mortality of S. carpocapsae 1Js was significantly higher
for symbiotic nematodes (median = 6.1%) than for aposym-
biotic ones (median = 0.23%; F=147.31, p<0.0001). For S.
scapterisci, the mortality of 1Js did not significantly differ
between symbiotic (median = 11.58%) and aposymbiotic
(median = 11.68%; F=0.4696, p=0.49; see Fig. 1).

Discussion

Sicard et al. (2003) showed that S. carpocapsae and S.
scapterisci do not carry the same number of bacteria per 1J,
and that the benefit they get from their bacterial symbionts
is different. The comparison of mortalities between apo-
symbiotic and symbiotic 1Js of S. carpocapsae and S.
scapterisci revealed yet another difference between this two
model systems: Xenorhabdus cells seemed to induce a cost
for S. carpocapsae by increasing mortality of 1Js, whereas
such a cost was not detected for S. scapterisci. It has been
previously shown that Xenorhabdus cells slowly multiply
into IJ vesicle (Martens et al. 2003; Sicard et al. 2003).
Such a multiplication certainly demands nutrients. The
nutrients for bacteria can only come from nematodes as
they are locked up in the worms without contact with the
exterior. As IJs do not feed, their resources are limited. We
can thus suspect that 1Js that carry more Xenorhabdus cells
lose more resources to maintain their symbionts than IJs
that carry less Xenorhabdus cells. As S. carpocapsae 1Js
harbour 700-fold more bacteria per 1J than S. scapterisci,
the cost of bacterial symbionts is certainly higher for S.
carpocapsae than for S. scapterisci. This could explain the
significantly higher mortality observed in symbiotic S.
carpocapsae 1Js compared to aposymbiotic IJs of the same
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species and the insignificancy of the same comparison for
S. scapterisci. The existence of both costs and benefits of
symbiosis is crucial in an evolutionary context because it
could lead to trade-offs between different life history traits
of the nematode. A high amount of bacterial cells in the IJs
could, indeed, be at the same time costly in free stage but
beneficial in parasitic stage. Such a trade-off could, in turn,
explain why the amount of Xenorhabdus cells harboured in
s is so variable among Steinernema species.
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Chapitre 2
Ou Pinvestissement est a double tranchant

Les bénéfices a I’association pour le nématode (reproduction) sont plus importants pour
Steinernema carpocapsae, qui porte en moyenne 50 bactéries par nématode, que pour S. scap-
terisci, qui porte en moyenne moins d’une bactérie par nématode (Sicard et al. 2003). Le colt
a I’association (mortalité) est également plus fort chez Steinernema carpocapsae que chez S.
scapterisci (chapitre 1). Les comparaisons inter-spécifiques nécessitent de controler les effets
de la phylogénie afin de séparer la part de variation due a I’environnement de celle due a I’his-
toire des especes, c’est pourquoi on ne peut tirer de conclusion hative de ces deux études, qui
ne portent que sur trois et deux especes respectivement. Toutefois, ces données suggerent une
relation entre reproduction, survie et charge symbiotique chez le nématode. Afin de la tester
proprement, nous nous sommes placés a 1’échelle intra-spécifique ce qui nous affranchit de la
contrainte phylogénétique. Nous avons choisi Steinernema carpocapsae comme modele d’étude
car (i) c’est chez cette espece que les colits et bénéfices sont les plus clairs (Sicard et al. 2003)
et (i1) le nombre de bactéries portées est variable entre individus et dans le temps chez cette
espece (Flores-Lara et al. 2007). Nous avons testé la corrélation entre bénéfices (reproduction)
et rétention d’une part, entre cofits (mortalité) et rétention de 1’autre chez les nématodes sym-
biotiques. Nos résultats montrent, aux effets parentaux et environnementaux pres, que ces deux
corrélations sont positives : plus les nématodes portent de bactéries, mieux ils se reproduisent
et plus ils meurent vite. Nous avons également testé, chez les nématodes symbiotiques et apo-
symbiotiques, la corrélation résultante, i.e. celle qui lie mortalité et reproduction. Positive chez
les nématodes symbiotiques, elle est indétectable chez les nématodes aposymbiotiques. Ainsi,
les symbiotes induisent chez les nématodes qui les portent un compromis survie-reproduction
absent chez les nématodes non associés : I'investissement du nématode dans le transport des
bactéries est a la fois bénéfique (en phase parasitaire) et coliteux (en phase libre). Tous ces ef-
fets sont d’autant plus forts que les conditions environnementales sont défavorables et que le

succes reproductif des parents est faible.
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In this work, we investigate the investment of entomopathogenic Steinernema nematodes (Rhabditidae) in their symbiotic asso-
ciation with Xenorhabdus bacteria (Enterobacteriaceae). Their life cycle comprises two phases: (1) a free stage in the soil, where
infective juveniles (1Js) of the nematode carry bacteria in a digestive vesicle and search for insect hosts, and (2) a parasitic stage
into the insect where bacterial multiplication, nematode reproduction, and production of new IJs occur. Previous studies clearly
showed benefits to the association for the nematode during the parasitic stage, but preliminary data suggest the existence of
costs to the association for the nematode in free stage. lJs deprived from their bacteria indeed survive longer than symbiotic ones.
Here we show that those bacteria-linked costs and benefits lead to a trade-off between fitness traits of the symbiotic nematodes.
Indeed 1Js mortality positively correlates with their parasitic success in the insect host for symbiotic 1Js and not for aposymbiotic
ones. Moreover mortality and parasitic success both positively correlate with the number of bacteria carried per 1), indicating that

the trade-off is induced by symbiosis. Finally, the trade-off intensity depends on parental effects and, more generally, is greater

under restrictive environmental conditions.

KEY WORDS: cost, life-history traits, mutualism, Steinernema carpocapsae, symbiosis, Xenorhabdus nematophila.

Mutualisms are widespread in nature, concern a wide range of liv-
ing organisms, appeared several times independently and probably
played a major role in the history of life (Bronstein 1994, 2001;
Menge 2000). Mutualistic symbioses are commonly defined as
long-lasting interspecific associations with reciprocal benefits: the
global outcome of the interaction is positive for the two partners.
This is classically demonstrated by breaking up the association.
There is reciprocal benefit if each partner has higher fitness when
associated with the other. This is called proximate response by
de Mazancourt et al. (2005) (see Smiley [1986] and Faeth and
Sullivan [2003] for experimental evidences). However, even if the
global outcome is positive, the association may be costly for one
or the two partners because of investment or exploitation (Harder
and Barrett 1992; Johnson et al. 1997; de Mazancourt et al. 2005).

For example, competition for a resource produced by one of the
partners but exploited by both may lead to conflict of interests be-
tween partners (Johnson et al. 1997). Divergent interests can thus
arise, leading to mitigated outcomes. In fact long-lasting inter-
specific interactions range from mutualism to parasitism with all
possible intermediates. The global outcome and thus the nature of
a particular interaction is sometimes uneasy to assay (Herre et al.
1999) as costs and benefits vary continuously.

These costs and benefits are not necessarily expressed on
the same fitness components. An increased investment in symbio-
sis might therefore have antagonistic consequences, increasing
fitness through one of its component but decreasing it through
another one. In such a situation, if the investment in symbiosis
is variable, we would expect a trade-off between the two fitness

© 2008 The Author(s) . Journal compilation © 2008 The Society for the Study of Evolution.
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components. This trade-off would be absent in organisms that are
deprived from their symbionts. It could thus be considered as a
by-product of symbiosis.

Trade-offs between fitness traits are of primary importance in
an evolutionary context for two main reasons. First, they constrain
the evolution of the symbiosis: as both traits negatively correlate,
investment in symbiosis cannot increase indefinitely. This chal-
lenges the stability of the association, which can eventually break
up. Second, trade-offs can explain the coexistence of contrast-
ing strategies in natural populations (Charnov 1982; Fynn et al.
2005). This may happen at interspecific as well as intraspecific
scales with different species/genotypes adopting different solu-
tions along the compensation curve linking both traits.

For example, contrasting association types with two oppo-
site reproduction and survival strategies have been described in
Steinernema entomopathogenic nematodes (Sicard et al. 2003;
Emelianoff et al. 2007). Steinernema species (Nematoda: Rhabdi-
tidae) are entomopathogenic nematodes symbiotically associated
with Enterobacteriaceae from the genus Xenorhabdus. They are
ubiquitous (Hominick 2002) and infest a wide range of insects
(Laumond et al. 1979; Poinar 1979). Infective Juveniles (IJs) are
soil-dwelling third-stage larvae whose development has been ar-
rested (dauer larvae); they are nonfeeding and carry their bacterial
symbionts into a special intestinal organ called vesicle (Bird and
Akhurst 1983). After entering an insect host by natural openings,
nematodes release their bacterial symbionts into the hemolymph
(Fig. 1). Both partners of the symbiosis secrete toxins against in-
sect’s immune system and bacteria multiply, provoking septicemia
(Goodrich-Blair 2007); all these mechanisms contribute to insect
death within 48 h. Nematodes then feed on bacteria and metabo-
lized insect tissues and reproduce into the insect for two or three
generations. Newly formed 1Js recruit a few bacterial cells in their
vesicle, leave the insect cadaver, and disperse in the soil.

Previous studies have shown that both partners benefit from
the association. First, Steinernema nematodes reproduce more in
parasitic stage when associated with their symbiotic bacteria than
without (Sicard et al. 2003). On the other hand, bacteria cannot
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Figure 1. Life cycle of Steinernema-Xenorhabdus symbioses
(drawing kindly provided by N. Le Brun).

survive more than a few days in the soil if they are not carried by
anematode (Morgan et al. 1997). The association between Stein-
ernema and Xenorhabdus therefore matches the classic definition
of mutualism. However other works have shown that nematodes
survival in free stage is reduced when associated to their sym-
biotic bacteria (Mitani et al. 2004; Emelianoff et al. 2007). This
cost of the association for nematodes is possibly due to a compe-
tition between both partners on energetic reserves of nonfeeding
1Js (Herbert and Goodrich-Blair 2007).

At the interspecific level these benefits and costs are higher
for Steinernema carpocapsae nematode, which carries on average
100 bacteria per 1J, than for S. scapterisci, which carries on average
less than one bacteria per 1J (Sicard et al. 2003; Emelianoff et al.
2007). Suppose now that the number of bacteria carried is variable
among individuals within a single species. Then, similarly to what
happens at the interspecific scale, one could expect that individual
1Js with higher bacterial load reproduce more in parasitic stage
and die earlier in free stage than conspecific 1Js carrying fewer
bacterial cells. Reproduction would therefore be traded off against
survival via the number of bacteria they carry.

Although fitness traits have already been compared between
symbiotic and aposymbiotic nematodes, the natural variation of
these traits and their potential correlation in symbiotic nematodes
have never been studied so far. In this work we will use the nat-
ural variability of symbiotic load to try to correlate it with other
life-history traits of nematodes. Steinernema carpocapsae will be
chosen as experimental system as it is well studied and exhibits
great interindividual variability of bacterial load (50 to 250 bac-
teria per 1J, Flores-Lara et al. 2007). If our hypothesis is valid,
nematodes deprived of their symbionts (hereafter aposymbiotic)
should experience weaker or no trade-off at all. We will take ad-
vantage of the fact that aposymbiotic IJs can be experimentally
produced in S. carpocapsae and that they can reproduce in labo-
ratory conditions. We therefore use aposymbiotic IJs as a negative
control in our experiment. In both aposymbiotic and symbiotic 1Js
we will measure reproductive success and mortality, try to corre-
late these two fitness traits to the number of carried bacteria and
test for the existence of a trade-off.

Materials and methods

BIOLOGICAL MATERIAL

1Js of S. carpocapsae strain SK27 (Plougastel, Brittany, France)
and their native bacterial symbiont, Xenorhabdus nematophila
strain F1 are both available in the laboratory. IJs can be kept alive
during a couple of months at 8°C in the dark. Bacteria can be
separately stored in 15% glycerol at —80°C. The parasitic cycle
of the association can be performed in laboratory conditions using
Galleria mellonella (Lepidoptera, Pyralidae) as an experimental
insect host. Galleria mellonella has been chosen because it is
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highly permissive to entomopathogenic nematodes, thus reducing
the risk of confounding effects due to host resistance.

As mentioned above, we will use aposymbiotic 1Js as control.
To obtain those, symbiotic IJs have been experimentally deprived
of their bacteria as explained by Sicard et al. (2003). The associ-
ation S. carpocapsae SK27-X. nematophila F1 has been kept for
25 years in the laboratory. It is therefore well adapted to laboratory
conditions. This suppresses the risk of confounding effects due to
maladaptation and response to selection that have already been
observed in Steinernema feltiae strains recently sampled from
wild populations. Nematodes have been maintained by succes-
sive experimental infections of G. mellonella last instar larvae.
This maintenance method provokes a genetic bottleneck for nema-
todes at each generation. Genetic polymorphism is thus probably
very weak in our nematode pool. This means that the phenotypic
variance we will measure can be considered as resulting from
phenotypic plasticity.

EXPERIMENTAL DESIGN

In this experiment we compared the relation between the mortality
and reproduction of nematodes that carry bacteria (symbiotic) and
others that do not (aposymbiotic). All the nematodes we used to
run both symbiotic and aposymbiotic treatments originate from the
same ancestral pool of aposymbiotic individuals. Nematodes of
the symbiotic treatment were obtained by reassociating ancestral
aposymbiotic nematodes to bacteria from a single ancestral clone.
Indeed, as we use aposymbiotic IJs as a control in this experiment,
it is crucial that the unique difference between apo- and symbiotic
treatments is the presence of bacteria in nematodes. From these
ancestral nematodes (generation G) we derived 36 lines for each
treatment (Fig. 2). Each of these lines was made of the offspring of
a single infection. All the life-history traits we studied were then
measured on this first generation of nematodes (hereafter G),
which was thus the focal generation of our experiment. Details on
the methods used to construct the G lines and to estimate their
traits are given in the following sections. For each G line we
measured the average number of bacteria carried by a nematode
(hereafter named retention) and tried to relate this quantity to
the 1Js mortality and to their reproductive success. Reproductive
success was estimated by initiating 50 new infections for each G
line, which therefore constitute a second generation of nematodes
(hereafter G,). The proportion of successful G, infections is the
parasitic success of the G; line from which they were initiated;
the average number of nematodes produced by a successful G,
infection is the reproductive rate (RR) of the corresponding G
line. In addition to these measurements, we took into account
parental influences on G individuals by estimating their parents’
fitness. RR of the parents of G lines, that is, of the G individuals
that were used to build these G lines, was chosen as an estimation
of their fitness (Fig. 2).
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Figure 2. Experimental design and life-history traits of G1 nema-
todes. RR, reproductive rate. Parasitic success of G lines is the
proportion of infections that G4 lJs achieve as parents, that is, the
proportion of successful G, infections among the 50 we made for
each G4 line. Parasitic success of each G1 line was thus measured
on generation G;. Similarly, RR of G4 lines is the offspring number
they produce as parents, that is, the average number of G, individ-
uals per line. Thus it was also counted on generation G,. Parental
RR of G4 lines, that is, RR of Gy nematodes, is the number of G,
individuals in each line, and was thus counted on generation G.

OBTENTION OF LINES BY EXPERIMENTAL INFECTIONS
AND REASSOCIATION WITH BACTERIA

To realize an infection, 20 aposymbiotic 1Js from the ancestral
pool (Gy) were deposited in a 1.5-mL microtube containing a
piece of filter paper. A Galleria larva was then introduced in each
microtube and the nematodes and the insect were incubated to-
gether at 24°C for 72 h. Cadavers were then placed into “White
traps” (White 1927) so that newly emerging IJs (G ) escape from
the insect and migrate to the water of the trap in which they were
easy to collect.

To experimentally reassociate aposymbiotic nematodes with
their bacterial symbionts, we injected 20 .l of a bacterial sus-
pension (about 2000 bacterial cells), prepared following Sicard
(2003), into the Galleria larvae we infected with nematodes 24 h
earlier. These insects were then reincubated at 24°C. After 24 h
they were all dead and placed into White traps at 24°C.

One week postinfection those 72 White traps (i.e., the 36
infections for each treatment) were observed daily to check emer-
gence of IJs. Newly emerged 1Js (G) were collected for further
measurements five days after the first observation of IJs in the wa-
ter. This was done to limit the time 1Js spend at 24°C, which could
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affect further measurements. The collected nematodes were then
kept at 8°C in cell culture flasks and the White traps were filled
again with clean water and put at 24°C for five further weeks at
least to collect all the 1Js that emerge later.

LIFE-HISTORY TRAITS MEASUREMENTS

Mortality measurement

For each line of the two treatments, death rate was measured on
G Us. Dead and alive 1Js were distinguished on the basis of their
morphology. Dead IJs have a typically curved and granular appear-
ance and do not respond to a tactile stimulus (Mitani et al. 2004;
Emelianoff et al. 2007). For each line 1200 G 1Js were placed
into a grid-drawned petri dish one week after their collection. The
first count of alive and dead 1Js was made. Petri dishes were then
placed at 24°C and further counts on the same dish were made 8,
12, and 16 weeks after the initial measurement. From these mea-
sures the proportion of survivors (P;) was calculated at each time
i and a death rate was estimated using linear regression of log(P;)

as a function of time.

Retention measurement

To evaluate the number of bacteria carried per 1J, three independent
pools of 500 IJs were taken from each G line 13 days at most after
they were collected. Each pool was then disinfected, rinsed, and
the 500 1Js it contained were crushed together to liberate bacterial
symbionts following the method of Sicard et al. (2003). A 100
w1 of the 1/100 diluted suspension was then streaked onto NBTA
plates (31 g Nutrient Agar, 2.5 mg Bromothymol Blue, 1 L sterile
H,0) supplemented with 0.0025 %o (w/v) Triphenyl Tetrazolium
Chloride (three dishes per replicate) and incubated at 28°C for
48 h. For each pool the number of bacteria per 1J was estimated
by counting colony forming units (CFU) on each dish and using
the mean of the three dishes counts. Retention for each line is the
average of the three 500-1Js pools.

Reproduction measurements
To evaluate the parasitic success of each G line, 50 G, infections
were produced for each G, line. G, infections were obtained as
described above, that is, using 20 1Js per infected Galleria. After
their death, Galleria were placed into White traps and the emer-
gence of 1Js (G,) was checked after 14 and 28 days at 24°C. For
each date the parasitic success is the percentage of successful in-
fections, that is, infections leading to emergence of 10 IJs at least.

To evaluate the RR five successful G, infections were ran-
domly chosen. Total number of IJs from each infection was es-
timated by counting IJs under binocular microscope on a grid
drawn on a petri dish. The mean of the five samples was taken as
measurement of the mean RR of the line.

These two reproduction measurements were replicated on
another set of G, infections that was initiated two months later

with 8 1Js per Galleria instead of 20 in the previous set of mea-
surements. The 1Js we used for this measurement were kept at
8°C during these two months whereas those used for the first
measurement were not. As this storage period can affect bacterial
load (Flores-Lara et al. 2007), we measured retention again at the
same time when we initiated the second set of G, infections. As
analyses using the second-retention measurement yielded similar
conclusions than those using the first-retention measurement, we
only present the latter in following sections.

Parental reproductive rate

Parental RR corresponds to RR of G individuals that served to
produce the 72 G lines. It is estimated as the total number of G
1Js in each of the 72 lines. For each line it includes the number
of 1Js initially collected in the cell culture flasks at 8°C plus the
1Js later emitted by the insect cadaver in the ‘White trap” at 24°C.
Nematodes were counted two months after infections, as explained
above.

STATISTICAL ANALYSIS

Data were analyzed using R statistical software (Team 2006).
Parasitic success were analyzed using a general linear model as-
suming binomial distribution for residuals (logistic regression). A
Cauchy link function was chosen because it proved to best fit our
data. Effects were tested using a chi-square distribution. RR was
analyzed using linear regression. Death rates were log transformed
and analyzed using a linear model.

Results

EFFECT OF RETENTION ON REPRODUCTION
COMPONENTS

‘We analyzed parasitic success using a generalized linear model as-
suming binomial distribution of residuals, which includes parental
RR, retention, and their interaction as explanatory variables. We
found that the parasitic success is influenced by a negative inter-
action between parental RR and retention (Table 1A). This inter-
action means that the effect of retention on parasitic success dif-
fers between nematodes whose parents had a high RR and those
whose parents had a low RR. Because of this negative interaction
between parental RR and retention, the analysis of simple effects
should be considered with caution. We therefore analyzed infec-
tions with high (prolific lines) and low (unprolific lines) parental
RR separately. Prolific lines come from parents with RR above
the median parental RR; unprolific lines come from parents with
RR below the median parental RR. We did not detect any effect
of the explanatory variables on the parasitic success in prolific
lines (Table 1B). On the opposite, simple effects of parental RR
and retention are detected in unprolific ones, the latter being very
strong (see Fig. 3A and Table 1C): parasitic success increases with
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Table 1. Effects of parental reproductive rate and retention on parasitic success with 20 and 8 IJs. Results are from an analysis of variance
(ANOVA) using a generalized linear model: (A) Global analysis, (B) Prolific lines only, (C) Unprolific lines only. Degrees of freedom are the
same for all infection conditions. df = degrees of freedom. *This effect is lost when the lowest retention line is omitted. {This effect is
lost when the highest retention line is omitted. P-values significant at the alpha = 0.05 level are in bold.

20 1Js 8 1Js
day 14 day 28 day 14 day 28
Source df  Deviance P Deviance P Deviance P Deviance P
A. Global
Parental RR 1 28.018  <0.0001* 31.430 <0.0001* 1.331 0.249 2.893 0.089
Retention 1 86.818  <0.0001* 95.832  <0.0001* 30.704 <0.0001* 67.119 <0.0001*
Parental RR x retention 1 9.359 0.002* 4.629 0.031* 48.089 <0.0001 26.898 <0.0001*
Residuals 33 63.581 41.690 90.765 71.744
B. Prolific lines
Parental RR 1 0.0120  0.9129 0.0609  0.8051 0.326  0.568 0.741 0.389
Retention 1 1.9867  0.1587 0.8805  0.3481 6.025 0.0147 1.229  0.268
Parental RR x retention 1 0.0337 0.8544 0.6184 0.4316 0.474 0.491 0.129 0.719
Residuals 15 29.3111 19.6815 44.840 31.928
C. Unprolific lines
Parental RR 1 6.386 0.012* 12.208 0.0005* 9.232  0.002* 7.017  0.008*
Retention 1 88.730  <0.0001* 98.135 <0.0001* 74.263 <0.0001 94.031 <0.0001
Parental RR x retention 1 11.063 0.001* 1.425 0.233 0.153 0.696 0.000  0.988
Residuals 14 25.679 20.578 35.569 32.686

retention in unprolific lines. However this effect is mainly due to
a unique unprolific line with low retention (2.6 bacteria per 1J)
and low parasitic success (40%): it is lost when this extreme line
is omitted.

To test if the effect of retention on parasitic success depends
on environmental factors we used more restrictive infection condi-
tions. To this purpose we reestimated parasitic success following
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the design previously explained but using 8 1Js instead of 20 to
infect Galleria and produce generation G,. Here again we ana-
lyzed prolific and unprolific lines separately because of a strong
interaction between parental RR and retention (Table 1A). Under
these more restrictive infection conditions, retention has an unex-
pected negative effect on parasitic success of prolific lines at day
14 (see Table 1B and Fig. 3B). However this effect is only due to a
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Figure 3. Parasitic success (day 14) of symbiotic nematodes as a function of their retention. (A) 20 lJs’ infections; (B) 8 IJs’ infections. Each
point corresponds to a line and the logistic regression curve is represented for each of the two types of lines. Diameter of the points is

proportional to parental reproductive rate.
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unique line with very high retention (260 bacteria per 1J) and low
parasitic success (53 %) : it disappears when this line is omitted.
This effect also disappears at day 28 (Table 1B). For unprolific
lines parasitic success is positively linked with retention at day 14
as well as at day 28 (Table 1C). More importantly this effect per-
sists even when omitting the low-retention line (chi-square, df =
15, P =0.009 and P = 0.033 at day 14 and 28, respectively).

The negative interaction between retention and parental RR
can be better understood by introducing a quadratic effect of re-
tention in the previous model. When this is done, the interac-
tion between parental RR and retention is no longer significant
(Table 2). Additionally, we found a significant quadratic effect of
retention on parasitic success each time the interaction between
parental RR and retention was significant in the previous analysis
(20 IJs’ parasitic success: chi-square, df=33, P = 0.001 at day 14
and P = 0.007 at day 28). The linear effect of retention, when
present, is maintained in these analyses (20 1Js’ parasitic success:
chi-square, df=34, P < 0.0001 at both dates). These two explana-
tory variables, parental RR by retention interaction and quadratic
effect of retention, therefore probably explain the same part of the
total variation.

The linear effect of retention is positive whereas its quadratic
effect is negative. This means that parasitic success increases with
retention up to a threshold above which it levels off or even de-
creases. This could produce an interaction between parental RR
and retention when the quadratic effect is ignored if retention is
lower in unprolific lines than in prolific ones. The effect of reten-
tion would indeed be stronger in unprolific, low-retention, lines
than in prolific, high-retention, ones. Prolific lines effectively tend
to carry more bacteria than unprolific ones (on average 128 and
106 bacteria per 1J, respectively) but the difference is not signifi-
cant (Student’s, r = 1.5134, df=34.196, P = 0.1394).

None of the factors was found to have a significant effect
on RR, for both 20 IJs and 8 IJs infections and whether or not
the extreme line is included. The number of bacteria a nematode
carries therefore seems to determinate its ability to infect an insect,
but not the number of offspring it produces. This conclusion holds,
of course, when analyzing the RR of symbiotic IJs alone, in which
retention varies from 2.6 to 260.4 bacteria. If aposymbiotic IJs are
included in the analysis, we find a significant effect of retention
on RR as aposymbiotic 1Js produce fewer 1Js than symbiotic ones
(Fisher, F| 70 = 388.04, P < 0.0001 and F; 7, = 367.6, P <
0.0001 with 20 and 8 1Js, respectively). Once the infection is
successfully initiated, a very small initial number of bacteria is
sufficient to improve nematodes’ RR.

EFFECT OF RETENTION ON MORTALITY
A linear model explaining mortality with parental RR, retention,
and their interaction was used here. Because of a significant neg-

ative interaction between retention and parental RR, we analyzed
prolific and unprolific lines separately as explained above (see
Table 3 and Fig. 4). For prolific lines we did not detect any signif-
icant effect in this model. Conversely, retention has a significant
positive effect on death rate in unprolific lines (Table 3), even
when the lowest retention line is omitted (Fisher, F'| 14 = 7.9104,
P = 0.01383 in this latter case).

ANALYSIS OF CORRELATIONS BETWEEN
REPRODUCTION COMPONENTS AND SURVIVAL

Here we analyzed parasitic success using a generalized linear
model to explain parasitic success as a function of parental RR,
log-transformed death rate, and their interaction. We detected a
positive effect of death rate on 20 IJs parasitic success only when
the lowest retention line was included. We found strong and robust
effects of death rate on 8 1Js parasitic success.

Parasitic success with 8 IJs is affected by a negative interac-
tion between parental RR and death rate at day 14 as well as at
day 28 and whether or not the extreme line is included. We there-
fore analyzed prolific and unprolific lines separately. On prolific
lines we did not detect any significant effect at any date. On the
contrary, we detected a positive effect of death rate on unprolific
lines at day 14 (see Table 4A and Fig. 5SA) even when omitting
the lower retention line (chi-square, df=15, P = 0.012). At day
28 death rate has a positive effect on parasitic success (see Table
4B and Fig. 5B) but it only relies on this extreme line.

The positive relation between death rate and parasitic suc-
cess of unprolific lines is lost when introducing retention prior
to death rate in the model at both dates (Table 4C; day 28: chi-
square, df=14, P = 0.540). Moreover the effect of retention is
highly significant for both dates (chi-square, df=15, P < 0.0001).
This suggests that the part of the variance explained by death rate
could also be almost fully explained by retention. The results on
aposymbiotic nematodes confirm this: the relation between para-
sitic success and death rate is negative (chi-square, df=33, P =
0.049) (Fig. 5B) and is lost when one single line with extremely
low death rate is omitted.

To clarify the negative interaction between parental RR and
death rate, we introduced a quadratic effect of death rate in the
model explaining parasitic success with parental RR and death
rate as done in the first section of Results. However the situa-
tion seems more complex than previously. Indeed a significant
quadratic effect (of death rate) is also detected but this time, in-
cluding a quadratic effect of mortality is not sufficient to make the
interaction term not significant.

We do not detect any effect of death rate on RR neither with
20 1Js nor with 8 IJs, which is consistent with the absence of
effect of retention on RR. This is also the case for aposymbiotic
nematodes.
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Table 2. Effects of parental reproductive rate, linear and quadratic effects of retention on 8 1Js’ parasitic success. Results are from an
ANOVA using a generalized linear model. df, degrees of freedom.*This effect is lost when the lowest retention line is omitted. P-values

significant at the alpha = 0.05 level are in bold.

day 14 day 28

Source df Deviance P Deviance P
Parental RR 1 1.331 0.249 2.893 0.089
Retention (linear) 1 30.704 <0.0001* 67.119 <0.0001*
Retention’ (quadratic) 1 71.309 <0.0001 43.551 <0.0001
Parental RR x retention 1 0.010 0.920 0.017 0.897
Parental RR x retention® 1 0.648 0.421 1.106 0.293
Residuals 31 66.887 53.968

DiSCUSSion ians (Tuttle and Ryan 1981), birds (Dhondt 2001), fish (Winkel-

SURVIVAL TRADES-OFF AGAINST REPRODUCTION IN
SYMBIOTIC NEMATODES

We found a positive relation between unprolific nematodes’ par-
asitic success (i.e., reproduction) and death rate (see Table 4 and
Fig.5). Nematodes cannot maximize these two fitness components
at the same time: they either invest more resources in survival
at the expense of reproduction, or invest more in reproduction
to the detriment of survival. Despite difficulties to detect them,
numerous studies have suggested the existence of such survival—
reproduction trade-offs in a wide range of organisms: angiosperms
(Rohmeder 1967), mammals (Clutton-Brock et al. 1982), amphib-
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Figure 4. Log-transformed death rate of symbiotic nematodes as
a function of their retention. Each point corresponds to a line and
the linear regression curve is represented for each of the two types
of lines. Diameter of the points is proportional to parental repro-
ductive rate.
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man 1996), insects (Partridge and Farquhar 1981; Kriegsbaum
1988; Ellers 1996), rotifers (Snell and King 1977), viruses (de
Paepe and Taddei 2006). Thus negative correlation between sur-
vival and reproduction seems rather frequent in nature. Another
study on entomopathogenic nematodes found a trade-off between
infection rate (i.e., installation of adult nematodes into the insect)
and 1J longevity in S. feltiae (Crossan et al. 2007).

The novelty of our work is to relate this trade-off to the sym-
biotic state of the considered organism. In our study, the positive
mortality—reproduction correlation is the result of two positive
correlations: between retention and parasitic success on one hand,
and between retention and mortality on the other. Furthermore this
positive mortality—reproduction correlation is found in symbiotic
individuals but not in aposymbiotic ones. These results support the
idea that the trade-off between nematodes’ fitness traits is linked
to, and probably induced by, their symbiotic association with bac-
teria. This makes clear that symbiotic associations have strong
consequences on partners’ life-history traits and response to en-
vironment. Crossan et al. (2007), in their study on S. feltiae, did
not mention the symbiotic association of this nematode species
with Xenorhabdus bovienii bacteria (Boemare et al. 1997) or re-
late their results to the symbiosis. We cannot directly compare our
experiment to theirs as they used selected lines and thus showed a
genetic trade-off, whereas we only have the phenotypic part of the
trade-off. Nevertheless, as our work shows that symbiotic bacteria
modify nematode fitness traits, it would have been interesting to
know how the symbiotic status, and potentially the retention of
nematodes changed over the course of selection.

THE INTENSITY OF THE TRADE-OFF DEPENDS

ON ENVIRONMENTAL EFFECTS

Both benefit (parasitic success) and cost (mortality) of carrying
bacteria are affected by parental influences. Indeed the positive
effects of retention on parasitic success and death rate are only
detected for unprolific lines, that is, lines coming from parents



SYMBIOTIC SURVIVAL-REPRODUCTION TRADE-OFF

Table 3. Effects of parental reproductive rate and retention on log-transformed death rate. Results are from an ANOVA using a linear
model: A. Global analysis, B. Unprolific lines only. P-values significant at the alpha = 0.05 level are in bold.

Source df SS MS F P

A. Global
Parental RR 1 0.41129 0.41129 4.3639 0.0447*
Retention 1 0.61786 0.61786 6.5557 0.0154*
Parental RR x retention 1 0.95114 0.95114 10.0920 0.0033
Residuals 32 3.01591 0.09425

B. Unprolific lines
Parental RR 1 0.52331 0.52331 7.4985 0.0160*
Retention 1 1.83303 1.83303 26.2654 0.0002
Parental RR x retention 1 0.02752 0.02752 0.3943 0.5402
Residuals 14 0.97704 0.06979

df, degrees of freedom; SS, sum of squares; MS, mean square.*This effect is lost when the lowest retention line is omitted.

with poor RR. As genetic polymorphism of both nematode and
bacteria pools is weak, the (parental) RR variability is likely to be
mainly environmental. Poor parental RR could denote suboptimal
infection progress and affect nematode health. Nematode physical
condition thus interplays with the advantage they retire from the
symbiosis: the benefit of being associated results from an interac-
tion between both partners. Moreover their physical condition also
partially determines the cost they pay in free stage: the eventual
better physical condition of prolific lines would be consistent with
the undetectable cost (mortality) of high retention for these lines.
Our results therefore suggest that the environmental conditions at
birth determine to which extent nematodes will benefit from, and
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pay-off for, the association with bacteria, and thus to which extent
they will experience the trade-off.

More generally, the effects of retention on parasitic success
and mortality are stronger in less-favorable conditions, and so
is the trade-off. Indeed these effects are more robust with 8 IJs
than with 20 IJs infections. Moreover they are greater at day 14
than at day 28. Finally the cost in free stage is detected at 24°C
but not at 8°C (data not shown). Infesting with many IJs and
having time to emerge from host’s cadaver can be considered
as nonlimitative experimental conditions. On the opposite,
limited number of 1Js, short-timing, and high temperature may
act as restrictive conditions that make the trade-off easier to
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Figure 5. Eight IJs parasitic success of nematodes at day 14 (A) and day 28 (B) as a function of their (log-transformed) death rate. Each
point corresponds to a line and the logistic regression curves are represented. For symbiotic lines, diameter of the points is proportional

to parental reproductive rate.
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detect. These variations in trade-off strength are consistent with
previous studies showing that negative correlations between
fitness components are harder to detect in favorable conditions
(de Laguérie et al. 1993; Tinbergen et al. 1985).

In the wild, unfavorable conditions for nemato-bacterial as-
sociations consist in low insect hosts density for example. Alter-
natively, available hosts can be small sized or have strong immune
defenses. Thus the differential trade-off strength we observed in
this experiment could also occur in the field, with various environ-
ments eventually selecting for contrasting survival-reproduction
strategies.

UNDERLYING MECHANISMS: EFFECT OF SYMBIOTIC
LOAD ON FITNESS TRAITS

The 36 lines we studied varied greatly in terms of the number of
bacteria they carry. This number ranges from 2.6 to 260 bacteria
per 1J according to the line. This variation is probably the cause
of the trade-off that we detected.

We indeed found that symbiotic nematodes that carry many
bacteria face higher mortality than those that carry few. This is
consistent with the fact that symbiotic nematodes face higher mor-
tality than aposymbiotic ones (Student’s, t = 2.846, df=71.991,
P = 0.0058, see also Mitani et al. [2004] and Emelianoff et al.
[2007]). Underlying mechanisms are yet unknown but several hy-
potheses are plausible. The cost for the nematodes could be due to

Table 4. ANOVA table for generalized linear model of 8 lJs’ para-
sitic success of unprolific lines as a function of parental reproduc-
tive rate and log-transformed death rate: (A) day 14, (B) day 28,
and (C) day 14, model including retention prior to death rate. df,
degrees of freedom. *This effect is lost when the lowest retention
line is omitted. P-values significant at the alpha = 0.05 level are in
bold.

Source df  Deviance P

A. day 14

Parental RR 1 9.232  0.002*
Log(death rate) 1 72.231 <0.0001
parental RR x log(death rate) 1 12.879 <0.0001
Residuals 14 24.874

B. day 28

Parental RR 1 7.017 0.008*
Log(death rate) 1 87.662 <0.0001*
Parental RR x log(death rate) 1 12.066 0.001*
Residuals 14 26.989

C. day 14, including retention

Parental RR 1 9.232  0.002*
Retention 1 74.263  <0.0001
Log(death rate) 1 2.392 0.122
Parental RR x retention 1 1.059 0.303
Parental RR x log(death rate) 1 8.102  0.004
Residuals 12 24.168
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bacterial toxins secreted into the vesicle and/or defense cost of ne-
matodes against bacteria, but there is no evidence in favor of these
hypotheses until now. A competition for nutrients between bacte-
ria and nematodes would be an alternative explanation. Indeed 1Js
do not feed at all during the free stage (Poinar and Leutenegger
1968) but the bacteria they carry in their intestine multiply slowly
(Martens et al. 2003; Sicard 2003; Sicard et al. 2004). The nu-
trients required for this growth should thus be deducted from the
total IJs’ reserves in proportion to the number of bacteria carried.
Thus, the more bacteria nematodes carry, the less reserves they
would have left to survive, and so the higher the cost they would
pay in free stage.

We also found that parasitic success increases with retention
in unprolific lines. This is to our knowledge the first report of
benefits increasing with the amount of symbionts in a mutualis-
tic association. This is consistent with the fact that aposymbiotic
nematodes succeed in infecting insects five to six times less often
than symbiotic ones (20 1Js’ parasitic success: 15% against 97%
for symbiotic nematodes, 8 1Js’ parasitic success: 14% instead of
85%, chi-square, df =70, P < 0.0001 in both cases). This benefit of
carrying bacteria is detectable on parasitic success, that is, the pro-
portion of successful infections, but not on RR, that is, the number
of emitted IJs. Succeeding in infecting an host requires that IJs pen-
etrate, install into host, overwhelm its immune system, and start re-
producing. Bacteria therefore seem to play a positive role in these
early steps of infection. This is consistent with the fact that Galle-
ria are killed in 60 h or more by aposymbiotic nematodes, whereas
symbiotic ones kill them in 48 h only. Additionally the benefit of
carrying bacteria is stronger when parasitic success is measured
at day 14 than later on (see Table 1). Conversely, emitting many
offspring requires that nematodes exploit efficiently the resources
provided by the host, which does not seem to be affected much
by the number of bacteria initially introduced into the host (even
though nematodes’ life cycle seem to be accelerated in the pres-
ence of bacteria: first release of offspring 17 days after infection in-
stead of 12 for symbiotic IJs, Fisher, F | 70 =57.377, P < 0.0001).

An additional argument supports the hypothesis of the impor-
tance of bacteria in the early stages of the infective process. Sym-
biotic 1Js almost always succeed in infecting when 20 1Js are put
in contact with a Galleria; parasitic success is weaker when only 8
1Js are used. This is a dose effect, and this effect is much weaker in
aposymbiotic than in symbiotic nematodes. The dose that matters
here seems therefore to be the dose of bacteria, rather than the dose
of nematodes. This difference is actually accentuated in our exper-
iment by the drop of retention during the two months separating
20 IJs and 8 IJs infections, consistently with Flores-Lara et al.
(2007). It would be interesting to test this dose effect on earlier
steps of lifecycle (e.g., killing of the insect, bacterial overrunning
of insect cadaver) and to relate it to action scale of pathogenic
molecules as suggested in Schmid-Hempel and Frank (2007).
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Conclusion

We showed that entomopathogenic nematodes endure a survival—
reproduction trade-off linked to the presence of their bacterial
symbionts, and that the intensity of the trade-off depends on envi-
ronmental effects. Genetic variability of nematode pool was small
enough to consider that we controlled for it, thus the observed
variability of traits is due to phenotypic plasticity. This pheno-
typic trade-off implies underlying physiological constraints on
symbiosis investment. As far as genetic determinism of key life-
history traits is not yet shown, exact evolutive consequences of this
trade-off remain unknown. Further experiments are needed to test
if there is a genetic component in the determinism of those traits.
In particular, if genetic variability is detected on retention, we
would expect from our results that retention correlates positively
to parasitic success and mortality between genotypes, resulting in
a genetic trade-off.
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De nombreuses études ont mis en évidence les bénéfices a I’association dans les mutua-
lismes. En revanche, la détection des colts est beaucoup plus difficile car ils sont masqués par
le bilan global de I’interaction, positif pour chaque partenaire. Quelques travaux expérimentaux
ont montré 1’existence de tels colits : colit en carbone des champigons mycorhiziens (Johnson
et al. 1997), colit en nectar (Harder and Barrett 1992) ou en graines (Janzen 1979) des pollinisa-
teurs. Quant a I’exploration des compromis, trés étudiés dans les interactions hdtes-pathogenes’,
elle en est pour le moment a ses balbutiements dans les mutualismes. A ma connaissance, une
seule étude, impliquant la symbiose plante-fourmis, s’est penchée sur cette question (Rutter
and Rausher 2004). Dans ce systeme, les fourmis assurent la protection de la plante contre les
insectes herbivores en échange de bénéfices nutritifs (sucres des nectaires extra-floraux). Les au-
teurs ont comparé 1’expression du trait mutualiste de la plante (la quantité de nectar extra-floral)
entre trois traitements : (i) en ’absence de fourmis (bénéfices supprimés), (i) en I’absence de
tout insecte (bénéfices et colits supprimés) et (iii) en présence de tous les insectes (témoin).
IIs montrent (i) que la production de nectar est cofiteuse, mais que le cofit est indétectable en
absence d’herbivores, (i1) que les bénéfices augmentent avec la quantité de nectar produite sans
atteindre de plateau et (iii) qu’en présence des fourmis, les bénéfices surpassent les cotits. En
revanche, ces cofits et bénéfices ne conduisent pas a la stabilisation de la quantité de nectar a
une valeur d’équilibre intermédiaire : I’éventuel compromis n’est pas détecté. La gamme de
variation explorée n’est peut-€tre pas assez large, elle pourrait €tre manipulée par sélection ar-
tificielle. Alternativement, la variabilité spatiale et temporelle des cofits et bénéfices serait telle
qu’elle empécherait la plante d’atteindre un optimum de quantité de nectar.

La difficulté de détecter des colits et des compromis dans les symbioses mutualistes est
peut-étre celle de trouver des modeles expérimentaux appropriés. En ce sens, les nématodes
entomopathogenes apparaissent comme un systeme biologique commode pour ce type d’étude.

Le chapitre précédent a montré que, pour un nématode, porter beaucoup de bactéries est a
la fois bénéfique en phase parasitaire et coliteux en phase libre. La quantité de bactéries portées
peut étre considérée comme une mesure de 1’investissement du nématode dans la symbiose.
Nous avons vu que cet investissement n’est pas forcément payant, ceci dépend de nombreux
facteurs, environnementaux notamment. Une question émerge maintenant : dans quelle mesure
peut-on remplacer un symbiote qui ne se montre plus assez bénéfique, ou qui est trop coliteux ?

Quelques associations mutualistes montrent la possibilité des changements de partenaires,
sans qu’il soit toujours ais€ de les relier a une modification du bilan cofits-bénéfices de 1’asso-
ciation. Par exemple, la succession de champignons ectomycorhiziens observée lors de la fer-
meture d’une prairie colonisée par une forét serait plutot due a une adaptation aux contraintes
changeantes du milieu (niche libre au début, puis augmentation de la compétition entre cham-
pignons, puis adaptation au substrat particulier qu’est la litiere) qu’aux variations des cofits et

bénéfices de la symbiose (Shaw and Lankey 1994). En revanche, d’autres exemples de chan-

'Le compromis virulence-transmissibilité, notamment, sert de cas d’école pour les travaux théoriques et expéri-
mentaux. Particulierement bien explorés chez les microparasites de micro-organismes (de Paepe and Taddei 2006)
commodes expérimentalement (cycle de vie court, faible encombrement...), ces compromis commencent aussi a
I’étre chez les macroparasites (Kover and Clay 1998).
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gement de partenaire sont plus directement liés a ces colits et bénéfices. Pour citer une asso-
ciation mutualiste non durable?, des pollinisateurs peuvent abandonner une espéce de plante
s’ils trouvent une meilleure source de nectar ailleurs (Bronstein 1995). Terminons par deux
exemples de symbioses mutualistes. Des expériences de translocation sur le cnidaire corallien
Montastraea annularis, qui recrute ses xanthelles dans le milieu environnant, ont montré qu’il
modifie son cortege symbiotique en fonction de I'intensité lumineuse. Ainsi, les xanthelles de
type A et B, adaptées aux fortes intensités lumineuses, sont éliminées des individus transloqués
a plus grande profondeur au profit de xanthelles de type C, adaptées aux faibles intensités lumi-
neuses (Rowan et al. 1997). Enfin, tres récemment, Yates et al. (2008) ont montré que le trefle
(Fabacées) est capable de sélectionner une souche de Rhizobium fixant efficacement 1’azote
méme si I’abondance des tricheurs dans le sol est cent fois plus importante !

Ces exemples montrent que 1’hdte peut «choisir» son partenaire en fonction des bénéfices
qu’il lui procure et des cofits qu’il lui impose. Est-ce aussi le cas chez les nématodes entomopa-
thogenes ? Allons le vérifier expérimentalement, avec auparavant un petit détour sur le terrain

pour tester la spécificité des associations nématode-bactéries dans la nature.

2Elle I’est a I’échelle évolutive, mais pas a 1’échelle du cycle de vie des protagonistes compte tenu de la durée
des visites.
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Deuxieéme partie

De la fidélité dans les couples, ou comment

aller voir ailleurs quand ’autre y va
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Chapitre 1

De la diversité et de la spécificité dans la

nature

Plusieurs études de terrain sur la répartition des nématodes entomopathogenes ont montré
que, partout dans le monde, une espece de nématode est toujours retrouvée associée a la méme
espece de bactérie (voir Boemare et al. (1997) pour revue). Aucune étude de ce type n’a, a ce
jour, été menée en France métropolitaine. L’article qui suit est le fruit d’un échantillonage de
terrain a proximité de Montpellier. 11 confirme la spécificité d’association déja observée précé-
demment (Akhurst 1983) et le fait que la bactérie Xenorhabdus bovienii s’associe a plusieurs
especes de nématodes. Dans deux des sites testés, nous avons trouvé a la fois un Steinernema et
un Heterorhabditis, ce qui ouvre la possibilité de compétitions entre ces deux nématodes sur le

terrain.
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Abstract

Isolation and identification of native nematode-bacterial associations in the field are necessary for successful control of endemic
pests in a particular location. No study has yet been undertaken to recover and identify EPN in metropolitan France. In the
present paper, we provide results of a survey of EPN and their symbiotic bacteria conducted in Hérault and Gard regions in
Southern France. Molecular characterization of isolated nematodes depicted three different Steinernema species and one Heteror-
habditis species, H. bacteriophora. Steinernema species recovered were identified as: S. feltiae and S. affine and an undescribed
species. Xenorhabdus symbionts were identified as X. bovienii for both S. feltiae and S. affine. Phylogenetic analysis placed the
new undescribed Steinernema sp. as closely related to S. arenarium but divergent enough to postulate that it belongs to a new
species within the “glaseri-group”. The Xenorhabdus symbiont from this Steinernema sp. was identified as X. kozodoii. All Het-
erorhabditis isolates recovered were diagnosed as H. bacteriophora and their bacterial symbionts were identified as Photorhabdus
luminescens. Molecular characterization of these nematodes enabled the distinction of two different H. bacteriophora strains. Bac-
terial symbiontic strains of these two H. bacteriophora strains were identified as P. luminescens ssp. kayaii and P. luminescens ssp.
laumondiii.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Entomopathogenic nematodes; Steinernema; Heterorhabditis; Photorhabdus; Xenorhabdus; Host-symbiont specificity; Molecular phylogeny;
Symbiosis

1. Introduction most of the nematode species cannot be re-associated with

non-native bacterial species (Akhurst, 1983; Sicard et al.,

Nematodes in Steinernematidae and Heterorhabditidae
are obligate insect pathogens that are symbiotically associ-
ated with Enterobacteriacea bacteria from the genera
Xenorhabdus and Photorhabdus, respectively. This symbi-
otic nematode-bacterial mutualism is highly specific, as

" Corresponding author. Fax: 433 (0)5 49 454015.
E-mail address: mathieu.sicard@univ-poitiers.fr (M. Sicard).

0022-2011/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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2004). Entomopathogenic nematodes (EPN) are widely dis-
tributed throughout the world and have a wide range of
insect hosts (Hominick, 2002). They are considered as
one of the most relevant non-chemical alternatives to insect
pest control due to their high reproductive potential, ease
of mass production and their harmlessness to vertebrates
and plants (Burnell and Stock, 2000; Gaugler, 2002). How-
ever, introduction of EPN as biocontrol agents in one par-
ticular site requires prior knowledge of their occurrence
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and proper identification of native species. Introduction of
exotic EPN may (i) induce exclusion of the local popula-
tions and/or species, thus eroding natural diversity and
(i1) be inefficient towards local insect pests as they may
not be adapted to local environmental conditions (Miller
and Barbercheck, 2001). Most surveys on EPN have
mainly focused on the characterization and identification
of the nematodes but not of their bacterial symbionts.
However, several studies have shown that parasitic success
of EPN relies on their specific bacterial partners (Poinar
and Thomas, 1966; Sicard et al., 2003). Moreover, adapta-
tion of a nematode strain to its environment is probably
related to its association with its specific bacterial strain.
Therefore, proper identification and characterization of
nematodes’ bacterial symbionts are also of crucial impor-
tance in an EPN-based biocontrol perspective. Many sur-
veys have been conducted to address nematodes diversity
in Europe (see Campos-Herrera et al., 2007 for review)
but no study has been conducted so far in metropolitan
regions of France. In the present study we provide results
of an EPN and symbiotic bacteria survey conducted in
Hérault and Gard, Southern France.

2. Materials and methods
2.1. Regions sampled

Hérault and Gard regions have a Mediterranean climate
(hot and dry summers with mild winters). Inland landscape
is a patchwork of cultivated fields, meadows and small-
shrubbed moors. The coast (South) is sandy with dune
string and swamps. Northern parts of regions sampled
exhibit calcareous relief with climactic oak forest on hills
and meadows in valleys.

2.2. Sampling strategy

We sampled 25 locations in Hérault and Gard (Fig. 1).
Of these 25 locations, 11 were non-agricultural areas
(mostly sandy beaches and oak forests) and 14 were culti-
vated fields (vine or vegetable). To our knowledge, no
EPN-based biocontrol treatment has ever been reported
in any of the cultivated fields sampled. Locations consist
in 100 m? areas in which each of the 50 sample points
(see below) was 0.5 m distant from the nearest.

2.3. EPN isolation

EPN were recovered directly from the soil using a modi-
fied Galleria-trap technique consisting in placing a last instar
larvae of Galleria mellonella (Lepidoptera, Galleriidae) into
a0.5 ml Eppendorftube pierced with 1 mm diameter holes as
described by Kehres et al. (2001). At each location, 50 Galle-
ria-traps were placed at three depths in the soil: 0, 10 and
20 cm, thus each site was tested with 150 Galleria-traps.
The traps were left in the soil for 72 h before removal. Once
in the laboratory, each tube was opened and dead insects
were placed into White traps at 24 °C in the dark to collect
emerging infective juveniles (1Js) (White, 1927). Insects that
did not die during the soil baiting were kept in the laboratory
for 1 week at room temperature. After their death, they were
also placed in White traps. Infective juvenile nematodes were
collected after emerging from the insects.

2.4. Identification of nematode species

According to the color of the infected G. mellonella
cadavers, nematodes were sorted out as Steinernematids
(cream, ocre color) or Heterorhabditids (red, burgundy

H Hérault
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Msdi‘lerral:lean
Sea
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du-Rhéne
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Sea

negative location

H. bacteriophora sirain 1
H. bacteriophora sirain 2
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Steinernema sp.

10 20 km
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Fig. 1. Geographical distribution of sampled locations in Gard and Hérault and distribution of the different nematode species.
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color). Molecular characterization of nematodes consid-
ered analysis of sequence data from the large subunit
(LSU or 28S) of rDNA for Steinernema and the internal
transcribed spacer region (ITS) of rDNA for Heterorhabd-
itis (Hominick et al., 1997; Stock et al., 2001). We therefore
sequenced and aligned partial sequence of 28S rDNA (695
nucleotides) for Steinernema nematodes and partial
sequence of ITS rDNA (660 nucleotides) for Heterorhabd-
itis nematodes. Molecular analysis was performed on adult
females because their large size provided an appropriate
amount of DNA. For this purpose, G. mellonella larvae
were infected with IJs from each location to obtain adult
females. Dead insects were dissected 3 days after infection
and five nematode females were taken and put in alcohol
70°. Females were then crushed in an extraction buffer
(Sicard et al., 2001) and the 28S or ITS region was ampli-
fied by PCR with primers described, respectively, in Hom-
inick et al. (1997) and Stock et al. (2001). The amplified
products were purified with the ExoSAP-IT kit (Amersham
Biosciences). They were then sequenced with Big Dye Ter-
minator reaction Mix (Applied Biosystems). Sequencing
reactions were electrophoresed on an ABI 3130 XL auto-
mated sequencer (Applied Biosystems). Chromatograms
were visually checked and sequences were aligned manually
using BioEdit software (DNAstar Lasergene software,

Madison, WI, USA; http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
bioedit.html). Multiple alignments of sequences obtained
with either (i) GenBank 28S rDNA sequence from Steiner-
nema species or (ii) GenBank ITS sequences from Heteror-
habditis species gene sequences were obtained using
CLUSTAL W included in the BioEdit software. We then
performed a maximum parsimony phylogenetic analysis
on these alignments using Phylo_win software (Galtier
et al., 1996). Bootstrap analysis was carried out with
1000 datasets. The phylogenetic analyses provided further
support for species definition.

2.5. Extraction and identification of new bacterial isolates

For each location, bacteria were extracted from a pool
of 500 freshly emerged 1Js. To evaluate the bacterial
amount contained in one IJs pool, the 5001IJs were
immersed 10 min into a sterile Ringer solution with 10%
w/vol sodium hypochloride to avoid any external contam-
ination from the tegument. The IJs were then rinsed twice
in sterile Ringer and crushed in 1 ml of sterile PBS buffer
lacking Mg®" and Ca®" salts (8 g NaCl, 0.2 g KCl, 1.15 g
Na,HPO,, 0.2 g KH,PO,, 11 H,O sterile). One hundred
microliters of the suspension was then streaked onto
NBTA medium (Akhurst and Boemare, 1988). The Petri

Table 1
Relationship between habitat type, proportion of locations where EPN were found and nematode-bacterial complexes characterization
Vegetation/crops Proportion of Nematode species Bacterial symbiont species Locations
location with EPN (GenBank Accession No.) (GenBank Accession No.)
Beaches 4/4 H. bacteriophora strain 1 P. luminescens ssp. kayaii Aresquiers, Maguelone, Espiguette, Grand
(EU180069) (FR41) (EU190979) Travers
Steinernema sp. X. kozodoii (FR48) Espiguette, Grand Travers
(EU177771) (EU190977)
Meadow 2/6 H. bacteriophora strain 1 P. luminescens ssp. kayaii Melgueil
(EU180069) (FR41) (EU190979)
S. feltiae (AF331906) X. bovienii (FR44) Saint Gély
(EU190978)
Negative locations - Blandas, Saint Martial, Montpellier,
Puéchabon
Non-agricultural 2/2 H. bacteriophora strain 2 P. luminescens ssp. laumondii Lansargues 1 (Montagné)
field (EU180070) (FR42) (EU190980)
S. affine (AF331899) X. bovienii (FR43) Lansargues 2 (Chabaud)
(EU190976)
Organic vine 7/8 H. bacteriophora strain 2 P. luminescens ssp. kayaii Montcalm
(EU180069) (FR41) (EU190979)
H. bacteriophora strain 2 P. luminescens ssp. laumondii Aimargues 1 (Valescure)
(EU180070) (FR48) (EU190980)
Steinernema sp. X. kozodoii (FR48) Aigues-Mortes 1 (Jarras), Aigues-Mortes 2
(EU177771) (EU190977) (Bosquet)
S. feltiae (AF331906) X. bovienii (FR44) Aigues-Mortes 3 (Grand Corbiere),
(EU190978) Castries, Aimargues 2 (Petit Malherbe)

Negative location

Other organic 0/3 -
agricultural
fields

Oak forest 0/2 -

Beauvoisin

Quissac, Lansargues 3 (Proust), Aniane

Frouzet, Puéchabon

The names and/or the accession numbers of nematode and bacterial reference strains registered in GenBank are between brackets.
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dishes were incubated at 28 °C for 48 h. Colony Forming
Units were then counted and some of them were taken
for molecular analyses. The 16S rDNA gene sequences
were obtained as previously described in Tailliez et al.
(2006). Multiple alignments of the 16S rDNA gene
sequences were obtained using CLUSTAL W included in
the BioEdit software and the distance tree was calculated
using the Kimura 2-parameter model and the neighbour
joining method included in the PAUP software (Swofford,
2003). Bootstrap analysis was carried out with 1000 data-
sets. The phylogenetic analyses led to bacterial species
assignation of the new isolates or to define the closest spe-
cies previously described.

3. Results
3.1. Isolation and identification of EPNs

EPNs were recovered from 15 locations onto 25 tested in
all habitats sampled: beaches, meadow, non-agricultural
field, organic vine except for oak forest and vegetable
organic fields (Table 1). Overall, four different nematode
species were found (Table 1). Heterorhabditis was encoun-
tered in eight localities (Fig. 1). ITS sequences led to assign
all samples to the species H. bacteriophora. Nevertheless,
we observed two different H. bacteriophora strains which

undoubtedly differed by four different sites on the ITS
sequences (Fig. 2). Three different species of Steinernema
were also recovered and identified as S. feltiae, S. affine
and one undescribed Steinernema sp. which assigned to
the “glaseri-group” on the basis of morphological criteria.
Phylogenetic analyses showed that this new species is clo-
sely related to S. arenarium within the Clade V according
to Nadler et al. (2006) (Fig. 3). This nematode strain exhib-
ited 2.4% variability on 28S rDNA and 13.5% on ITS with
S. arenarium. Co-occurrences between the undescribed Ste-
inernema sp. and H. bacteriophora strain 1 were observed
twice on beaches (Fig. 1).

3.2. Extraction and identification of new bacterial isolates

The two H. bacteriophora strains encountered in this
survey were associated with two different isolates of
Photorhabdus luminescens subspecies. The first strain of
H. bacteriophora was associated with P. luminescens ssp.
kayaii in all locations whereas the second strain of H. bac-
teriophora was associated with P. luminescens ssp. laumon-
dii in two locations and with P. luminescens ssp. kayaii in
another one. For both strains of H. bacteriophora extrac-
tion of bacteria from pool of 500 IJs gave more than
1000 colony forming units (CFU). Each of the three Stein-
ernema species sampled was associated with a distinct
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Fig. 2. Comparison of the ITS sequences from the two strains of Heterorhabditis bacteriophora.

Please cite this article in press as: Emelianoff, V. et al., Isolation and identification of entomopathogenic nematodes and ..., J. Inver-
tebr. Pathol. (2008), doi:10.1016/].jip.2008.01.006




V. Emelianoff et al. | Journal of Invertebrate Pathology xxx (2008) xxx—xxx 5

100 r— S. ﬂ/fine
b S. intermedium
100 S. anatoliense
H S, websteri
—— 5. diaprepesi
p OEI p—— S. puctoricense
100 Steinernema undescribed species
2 82 S. arenarium
100 S. cubanum
S. longicaudum
ﬂ 100 S. hermaphroditum
ﬂ 75 { S. scarabaei
A S. karii
100l 78 S. kraussei
- 100 S. oregonense
88 S. feltiae
e 5. kushidai
S. rarum
I_ S. bicornutum
38 S. riobrave
—
S. abassi
S. monticolum
100 S. siamkayai
S. carpocapsae
S. scapterisci
C. elegans

Fig. 3. Strict consensus of most parsimonious tree inferred by maximum
parsimony analyses of each individual LSU data set. Bootstrap values
(percentages of 1000 replicates) are shown at nodes. Nematodes found in
our study are in bold font.

Xenorhabdus isolate. Thus, S. feltiae and S. affine were both
associated with different X. bovienii isolates (see Fig. 4 and
Table 1). For these two nematode species, extraction of
bacteria from pool of 5001Js gave between 20 and
50 CFU. The undescribed Steinernema sp. (found in four
different locations in this survey) was found to be associ-
ated with an isolate of X. kozodoii close to the strain SaV'
associated with S. arenarium (Fig. 4). For this nematode
species, extraction of bacteria from pool a 500 IJs-pool
gave less than 10 CFU.

4. Discussion

To our knowledge, this study provides the first charac-
terization of entomopathogenic nematodes and their sym-
biotic bacteria in metropolitan France (Hérault and
Gard). In the prospected area, each nematode species was
associated with a distinct bacterial isolate belonging to dif-
ferent Xenorhabdus or Photorhabdus species or subspecies.
Our results strengthen the hypothesis of a strong specificity
in the symbiotic interactions between EPN and bacteria.
Thus, all over the world, each nematode species is always
found to associate with the same bacteria species wherever
the sampling is made. In our study, nematode-bacterium
entomopathogenic complexes were found in very diverse
habitats confirming again the wide plasticity to ecological

parameters of these organisms. Previous surveys have
reported the presence of EPN in oak woodlands and forest
(Stock et al., 1999; Sturhan and Liskova, 1999; Tarasco
and Triggiani, 2005; Stock and Gress, 2006). However, in
this study, no EPN was encountered in oak forests habi-
tats. In Hérault and Gard, entomopathogenic complexes
were found in organic cultured vines suggesting that such
complexes could play a role in regulation of insect popula-
tions in these locations and that native biodiversity of EPN
should be taken into account prior to any EPN-based bio-
control program. Molecular characterization of EPNs led
to the determination of one Heterorhabditis species and
three different Steinernema species. Nematode diversity
observed in this study is close to the diversity reported in
previous studies in Northern Spain which constitutes the
closest area already sampled and also the most similar in
terms of climate and soil (Garcia del Pino and Palomo,
1996; Campos-Herrera et al., 2007). In Northern Spain,
five different Steinernema species and H. bacteriophora
were sampled. S. feltiae and S. affine, which are considered
as the most common species in Europe, were found both in
Southern France and in Northern Spain (Hominick, 2002).
H. bacteriophora was also found in both regions confirming
its abundance in Southern Europe (Hominick, 2002). All
Heterorhabditis sampled belong to H. bacteriophora spe-
cies. Nevertheless, ITS sequences variability led to the def-
inition of two different strains within H. bacteriophora
(Fig. 2). Both H. bacteriophora strains harbour many
Photorhabdus cells (more than 1000 bacterial cells for
500 IJs). Molecular characterization of these symbionts
showed that the strain 1 of H. bacteriophora was always
associated to P. luminescens ssp. kayaii while the strain 2
of H. bacteriophora was associated to P. luminescens ssp.
laumondii in two locations and to P. luminescens ssp. kayaii
in another location (Table 1). Moreover, these two different
strains of H. bacteriophora seem to have preferential habi-
tats. Indeed H. bacteriophora strain 1 was mainly found on
beaches, whereas H. bacteriophora strain 2 were never
found in such habitats (Fig. 2). These preferential habitats
suggest that the different H. bacteriophora strains would be
adapted to distinct biotic (insect hosts, competitors, etc.)
and abiotic (soil, salinity, etc.) factors. Molecular charac-
terization of Steinernematidae bacterial partners showed
that each Steinernema species was associated with a differ-
ent Xenorhabdus isolate. As previously described, S. feltiae
and S. affine are both associated with two different strains
belonging to the species X. bovienii (Fig. 4) (Boemare, 2002;
Tailliez et al.,, 2006). Bacterial phylogenetic analysis
showed that the X. bovienii (FR44) isolated from S. feltiae
is closer to X. bovienii (DSM4766") previously isolated
from S. feltiae in Australia than to X. bovienii (FR43) iso-
lated from S. affine in the present study (Fig. 4). This result
suggests specificity between nemato-bacterial partners with
limited horizontal transfers of symbionts between S. feltiae
and S. affine even if they harbour bacterial strains from the
same bacterial species. The third Steinernema species found
is phylogenetically related to S. arenarium but divergent
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Fig. 4. Distance tree of bacterial symbionts (Xenorhabdus and Photorhabdus). The tree was constructed using the 16S rDNA gene sequences, the Kimura
2-parameter model and the neighbour-joining module of PAUP software (Swofford, 2003). Bootstrap values (percentages of 1000 replicates) are shown at
nodes. Dashed lines indicate unreliable links between groups and unique sequences. Bar represents 1% sequence divergence. The phylogenetic positions of
the different bacteria found in the different nematode species from the present study are indicated in bold.

enough to speculate that it belongs to a new species within
the “glaseri-group”. The Xenorhabdus isolates obtained
from this Steinernema sp. belongs to the species X. kozodoii
(Tailliez et al., 2006) and is closely related to SaV" associ-
ated with S. arenarium and to the ESOI associated with an
undescribed nematode species from Northern Spain
(Fig. 4). All along our survey, the number of bacteria iso-
lated from infective juveniles is highly different between
Heterorhabditidae and Steinernematidae. Indeed, Heteror-
habditidae harboured more than 1000 P. luminescens cells
per 500 IJs while all Steinernematidae harboured less than
50 Xenorhabdus bacterial cells per 500 IJs. The very small
number of colonies obtained from Steinernema species
after extraction from 500 IJs suggests that most of these
IJs do not harbour any bacterial cell. Similarly, very small

bacterial loads were previously found in S. scapterisci, S.
riobrave and S. glaseri (Akhurst, 1986; Aguillera et al.,
1993; Bonifassi et al., 1999; Sicard et al., 2003). On the
opposite, the most studied Steinernematidae: S. carpocap-
sae appears as an exception with more than 20,000 X
nematophila cells per 500 IJs (Vivas and Goodrich-Blair,
2001; Sicard et al., 2003). Bacterial number in IJs seems
to be a major determinant of nematode fitness and life-his-
tory traits. Indeed, recent studies have compared several
traits of S. carpocapsae (large bacteria number) and S.
scapterisci (small bacteria number) (Sicard et al., 2005,
2006; Emelianoff et al., 2007). Authors showed that S.
scapterisci was less dependent on its bacterial symbiont to
reproduce in the insect than S. carpocasae. Moreover, S.
scapterisci was more able to reproduce with foreign Xenor-
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habdus strains—even if it could not re-associate with
them—than S. carpocapsae. Such an ability to reproduce
with foreign Xenorhabdus strains could be an advantage
in interspecific competition which seems to be not that rare
in nature (Koppenhofer et al., 1996; Miller and Barber-
check, 2001).
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Chapitre 2

De la robustesse des couples sur ’ile de la

tentation

Les types d’associations différent entre especes au sein du genre Steinernema :

— S. carpocapsae porte beaucoup de bactéries (environ 100 par 1J), ne retient que des
souches de Xenorhabdus nematophila, bénéficie beaucoup de la symbiose et en paie le
prix (Sicard et al. 2003 ; 2004b ; Emelianoff et al. 2007 ; 2008),

— S. scapterisci porte tres peu de bactéries (en moyenne 0,07 par 1J), bénéficie peu de la
symbiose et n’en paie pas le prix (Sicard et al. 2003 ; 2004b ; Emelianoff et al. 2007) ;
les résultats sur les bactéries qu’il est capable de retenir sont contradictoires (Grewal et al.
1997 ; Sicard et al. 2005),

— 8. riobrave porte peu de bactéries (environ une par 1J) et bénéficie «infiniment'» de la
symbiose, obligatoire pour lui (Sicard et al. 2003),

— in vitro, S. glaseri semble moins spécifique que S. carpocapsae : il peut se reproduire
avec, et retenir, d’autres bactéries que son symbiote naturel (Akhurst 1983 ; Dunphy
et al. 1985).

— in vitro, S. feltiae ne retient que son symbiote mais peut se reproduire avec d’autres
souches de Xenorhabdus (Akhurst 1983). Le deuxieme point est confirmé par des données
préliminaires in vivo (Sicard, non publié).

L’ objectif de I’expérience qui suit est de relier les différences de traits d’histoire de vie des as-
sociations naturelles aux différences de spécificité. Nous avons exploré ceci chez deux especes
radicalement différentes : S. carpocapsae et S. feltiae. X. nematophila, le symbiote du premier
nématode, n’est associé qu’a lui alors que X. bovienii, le symbiote de S. feltiae, est également
associé a d’autres especes de nématodes. Cette différence de spécificité du symbiote envers le
nématode a-t-elle, réciproquement, son pendant en terme de spécificité du nématode envers le

symbiote ? C’est ce que nous avons testé ici a I’échelle interspécifique, en réassociant expéri-

Pour ce type d’interaction, on parlerait plutdt de dépendance acquise suivant de Mazancourt et al. (2005). Ces
auteurs entendent par dépendance acquise la perte de performance d’une population en absence du partenaire due
a son adaptation a la présence du partenaire. Ici la perte de performance concerne une fonction vitale d’un point de
vue évolutif : la reproduction ; les nématodes seuls pouvaient se reproduire avant de devenir totalement dépendants
de leurs bactéries pour assurer cette fonction.
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mentalement chaque espece de nématode avec d’autres especes de Xenorhabdus que I’espece
native. Nous avons mesuré les traits d’histoire de vie habituels (reproduction, survie, nombre de
bactéries portées) et les avons corrélés avec la distance phylogénétique séparant symbiote natif
et symbiotes non-natifs comme dans Sicard et al. (2004b). D’ autre part, la diversité des souches
de X. nematophila et X. bovienii disponibles au laboratoire nous a permis d’aborder une question
supplémentaire. En recombinant chaque espece de nématode avec différentes souches de bacté-
ries de la méme espece que le symbiote naturel, on peut tester, en intra-spécifique, inter-souches,
I’existence de la corrélation négative survie-reproduction détectée en intra-souche (voir chapitre
2 de la premiere partie). A cette différence prés toutefois : les traits ne seront pas mesurés sur les
mémes générations. On pourra seulement conclure que les bactéries qui favorisent le plus la re-
production des nématodes sont aussi celles qui affectent le plus (ou le moins) leur survie, et non
que les nématodes qui se reproduisent le mieux sont aussi ceux qui survivent le moins. Chaque
point de la corrélation sera une souche de bactérie, un environnement bactérien dans lequel se-
ront mesurés les traits du nématode, un peu a la maniere d’une norme de réaction. L’expérience

étant en cours, les parties Résultats et Discussion du manuscrit sont tres incompletes.

53



Projet d’article : Specificity and its consequences in

entomopathogenic nematode-bacteria symbioses

Elodie Chapui§ Vanya Emelianoff, Valérie Paulmier, Nathalie Le Brun,
Sylvie Pages, Mathieu Sicard and Jean-Baptiste Ferdy
Institut des Sciences de I'Evolution de Montpellier
c.c. 63 CNRS-UM2 UMR 5554
Université de Montpellier 2, Place Eugéne Bataillon
34095 Cedex 05 Montpellier, France

T These two authors contributed equally to this work.

Corresponding author:

Vanya Emelianoff
E-mail: vanya.emelianoff@gmail.com
Tel: +33-4-67144227
Fax: +33-4-67143622

Abstract

In this work we investigate specificity in symbioses betwS&inernemaematodes andenorhab-
dusbacteria. The life cycle of these symbioses comprises tvasgst (i) a free stage in the soil,
where Infective Juveniles (1Js) of the nematode carry biacie a digestive vesicle and search

for insect hosts, and (ii) a parasitic stage into the inséare bacterial multiplication, nematode



reproduction and production of new 1Js occur. Previousistugave shown that the association
benefits to the nematode during the parasitic stage: parasdcess of nematodes significantly
increases when they are associated to their bacteria. Hlba$een shown that benefits dis-
appear and 1Js do not retain bacteria when nematodes arane@ptally re-associated with
bacteria that are phylogenetically distant from the natiuabiont. Thus, the association seems
to be specific, at least iSteinernema carpocapsaadS. scapteriscon which the study has
been conducted.

Here we analyzed the link between phylogenetic distancedset native and foreign bacte-
ria and (i) bacterial load in the vesicle, (ii) benefits of #yenbiosis for two nematode species:
S. carpocapsaandsS. feltiae To this aim we experimentally re-associated nematodésdifit
ferentXenorhabdustrains isolated (i) from the san8teinernemapecies and (ii) from other
Steinernemavith various phylogenetic relatedness. We found a negatweelation between
bacterial load and phylogenetic distance between natidef@reign bacteria on both nema-
tode species, suggesting that bacterial retention by Iggeasific. InS. carpocapsaearasitic
success negatively correlates with phylogenetic disthet@een native symbionts and foreign
ones, consistently with previous works. We did not detegtagnificant correlation between
S. feltiaés parasitic success and bacterial phylogenetic distaecause of a huge parasitic suc-
cess variability between bacterial strains witbianorhabdus bovienspecies. These results
suggest thab. carpocapsae-X. nematophaadS. feltiae-X. boviensymbioses work very dif-
ferently concerning benefits specificity during insectsggéism.

Keywords: mutualism, benefits, recognition, phylogeny, life-hrgtaits, SteinernemaXenorhab-

dus

Introduction

Organisms that are specialized on few resources have besenilmgg in various taxonomi-
cal groups such as bacteria, herbivorous (Yotoko et al. 808 predatory insects (Huffaker
and Caltagirone 1986; Tauber and Tauber 1987), gastroptals €t al. 1989) or mammals
(Mc Eachern et al. 2006). Still, the reason why these speatiesot exploit a wider range
of resources remains unclear. Food specialization is shdsky when resource abundance is
unpredictable because of environmental stochasticity.

A central point in the theoretical literature on this issséhat the performance a species



achieves on a specific resource could trade-off againsteitfomnance on another resource.
Such trade-offs have been demonstrated on organisms wasserces are organic molecules
(e.g. bacteria) as well as on organisms whose resourcedhta@earganisms (see Rana et al.
2002, for predatory insects). Whether a species evolveartbleing a specialist or conversely
exploits a wide range of resources depends on the shape dfatie-off. If the trade-off is very
steep, it is impossible for a species to exploit many ressuvath efficiency. In such a case,
specialists can be favored by selection.

Specialization has also been described between partnéosgiiasting interactions (see,
for example, Gemmill et al. 2000 for parasitic symbioses 8athmerer et al. 2008 for mutu-
alistic ones). This specialization can be interpreted iwithe same theoretical framework as
specialization on a resource. Specializing on a partigéaotype of symbionts is indeed a way
to capture an efficient partner (Douglas 1998). But additideatures arise in the context of
symbioses because the resource on which a species mighdlseeis itself evolving. Speci-
ficity can then be considered as a side-effect of a long commmsinry and we could expect
old associations to be more specific than recent ones (SR8 p. 78, Sicard et al. 2005).
Additionally, in asymmetric symbioses, in which a host lastioose the symbionts it interacts
with, the question of specialization often meets that of Isigmts transmission. Specialization
has been, for example, presented as a way to prevent symbotng (Frank 1996). There are
indeed empirical evidences that hosts derive more bensdits & single symbiont than from
mixed infections because competition between symbioniypes could negatively affect host
performances (Provasoli et al. 1968; Pearson et al. 199321CGdt al. 2006).

Specificity in symbioses is traditionally explored by deprg hosts from their symbionts,
re-associating such aposymbiotic individuals with notiveapartners and evaluating perfor-
mances of the chimeric associations. This requires a bimbgodel for which symbiosis is
not obligate in experimental conditions, i.e. aposymbiatdividuals are easy to produce. In
this study we chosed to work ddteinernemantomopathogenic nematodes symbiotically as-
sociated withXenorhabdusacteria. These associations exhibit several charattsrishich
instate them as good experimental models: short life cgesy laboratory maintenance, facul-
tative association for the nematodes which are thus avaiialaposymbiotic status, contrasting
types of symbiotic interactions withiteinernemaenus (Sicard et al. 2003). Their life cycle
comprises two phases: a free stage in the soil, where Iaéedtiveniles (1Js) carry their bac-

terial symbionts into an intestinal vesicle (Bird and Ak$tt983), and a parasitic stage in the



insect, where nematodes and bacteria multiply in paradks Figure 1 for details). Nematodes

PARASITIC adults’
STAGE (in Iy reproduction

releasing
. ~of bacteria

e_mergingérom
insect cadaver
&V

reassociation
with bacteria

— s Infective
~_ 27 3 Juveniles (1Js)

FREE STAGE (in the soil)

Figure 1: Life cycle ofSteinernema-Xenorhabdsgmbioses (drawing kindly provided by N.
Le Brun). Infective Juveniles (1Js) are soil-dwelling thistage larvae whose development has
been arrested; they are non-feeding and carry their bactgmbionts into a special intestinal
vesicle (Bird and Akhurst 1983). After entering an insecstioy natural openings, nematodes
release their bacterial symbionts into the hemolymph. Bettiners of the symbiosis secrete
toxins against insect’s immune system and bacteria mylfgpbvoking septicemia (Goodrich-
Blair 2007); all these mechanisms contribute to insectrdesthin 48 hours. Nematodes then
feed on bacteria and metabolized insect tissues and reggadto the insect for two or three
generations. Newly formed IJs recruit a few bacterial cellgheir vesicle, leave the insect

cadaver and disperse in the soil.

benefit from the toxic activities of their bacteria towardsects and from the bioconversion of
insect cadaver into easily assimilable nutrients (Fordt@alson 1996). Reciprocally, bacteria
benefit from protection by the IJs and transportation frorst o host: indeed they are unable
to survive in the soil (Morgan et al. 1997) and thus to enceuinsects by themselves. Nemato-
bacterial symbioses thus match the classic definition otialigm. However recent works also
showed costs to the association for nematodes (Mitani €208l4; Emelianoff et al. 2007).
These costs and benefits correlate with the amount of syrg@matodes carry, leading to a
survival-reproduction trade-off in symbiotic nematodeémglianoff et al. 2008a).

Here we compared two specieSteinernema carpocapsaad Steinernema feltigavhich
seem to have very different association modalities. Ind8edarpocapsaes associated with
numerous bacteria cells and highly benefits from the syninserms of reproduction (Sicard
et al. 2003). Moreover its bacterial partn¥enorhabdus nematophjlavas only found inS.

carpocapsaeematodes an®. carpocapsaes only able to carryXenorhabdus nematophila

4



(Sicard et al. 2004). On the contraBy, feltiaeis associated with few bacteria cells (Emelianoff
et al. 2008b) and itXenorhabdus bovienbacterial symbiont is found in numerous other ne-
matode species (Akhurst and Boemare 1988;ddkaet al. 2006). Benefits of the association
for S. feltiaehave been poorly investigated so far but preliminary daggest much higher re-
production of symbiotic than aposymbiotic I1Js (Sicard antekanoff, unpublished). Because
of these differences in life-history traits and in the sfieity of bacterial partners towards ne-
matodes, we expect that these two nematode species wdl diffsymbiosis functioning and
nematode specificity. More precisely, we would expect gregppecificity of association i8.
carpocapsag¢han inS. feltiae

In fact, two levels of specificity are encountered in thes®eisitions. The firstis a retention
specificity: is the nematode able to carry other bacterarsdr/ species than the native one? If
so, this would demonstrate common recognition mechanishgden bacterial strains. The
second is a benefit specificity: does the nematode benefitrimmmative bacteria as much as
it does from the native one? If bacterial strains differ ia benefits they provide to nematodes,
part of the variation in toxicity towards (and digestion tfg insect is probably genetic. Con-
sidering the results of Sicard et al. (2004; 2005) we woulgeek such differences, as well as
greater retention and benefit specificitieSincarpocapsathan inS. feltiae

To test these hypotheses, we re-associated aposymbistiotd both species with their
native symbiont, with other strains from the same speciethasative symbiont as well as
with other Xenorhabduspecies. Benefits and bacterial load were measured on theecbi
associations. Benefit, in term of reproduction in parastage, is the parasitic success of
nematodes; bacterial load is the number of bacteria cgoeetl. We then tested the correlation
between each of these traits and the phylogenetic distaamarating native and non-native

bacteria.

Materials and methods

Biological material

In this work we used two nematodes species:

» Steinernema carpocapsatrain S K27 (Plougastel, Brittany, France), naturally associ-

ated withXenorhabdus nematophitdrain F'1,



» Steinernema feltiastrainV' I N (Aigues-Mortes, Gard, France), symbiotically associated

with Xenorhabdus boviengtrain F'R45.

S. carpocapsabkas been kept in the laboratory for 25 years whegdsltiaewas isolated from
field in 2006 (Emelianoff et al. 2008b). Since their isolatioematodes have been maintained
by successive experimental infections@dlleria mellonellalarvae, which provoke a genetic
bottleneck for nematodes at each generation. Genetic mopmsm is thus probably much
weaker in ourS. carpocapsapool than in ourS. feltiaepool. For both species, aposymbiotic
IJs were obtained by experimentally depriving symbioti ¢d their bacteria as explained in
Sicard et al. (2003).

Aposymbiotic and symbiotic 1Js from both species can be ldigeé during a couple of
months at 8°C in the dark. They were maintained by successigetions of last instaGal-
leria mellonellalarvae (Lepidoptera, Pyralidae)Galleria mellonellahas been chosen as an
experimental insect host because it is highly permissientomopathogenic nematodes which
reduces the risk of confounding effects due to host resistaBymbiotic bacteria of each ne-

matode species were separately stored in 15% glycerol &€-80

Experimental design

Steinernema feltiagvas re-associated with 4. bovieniistrains (including the native one)
and 14 strains from othetenorhabduspecies.S. carpocapsawas re-associated with 15,
nematophilastrains (including the native one) and 18 strains from oX®emorhabduspecies
(Tables 1 and 2). We thus have 59 non-native re-associations

In addition to those, we used aposymbiotic nematodes agimegantrols to compare re-
production with foreign bacteria and reproduction withbatteria, and thus to test the eventual
toxicity of bacteria towards nematodes reproduction. Mwes we used two positive controls,
i.e. nematodes associated with their native symbiont. Qribese positive controls consists
in naturally symbiotic nematodes, the other consists insgpdiotic 1Js experimentally re-
associated with their native bacteria. Comparing thesepgitive controls allows us to eval-
uate to which extent our re-association protocol reprosliticatural’ conditions. Comparing
positive controls with chimeric associations will indieat nematodes can carry as many for-
eign bacteria as natural ones and if they benefit from forbagteria as much as they do from
their native symbiont.

For each treatment (nematode-bacteria combinations amdots) we infected 50 insects

6
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and measured reproduction and bacterial load on nematadagieg from these insects. De-
tails on the methods used to re-associate nematodes witbrisaand to estimate life-history

traits are given in the following sections.

Experimental infections and re-association with bacteria

We used an infection device consisting in a 1.5-mL microtwhese bottom has been cut off,
encased in another normal microtube. The upper microtubtairs a cone of filter paper
which goes through the hole into the lower microtube. Toizeahn infection, aposymbiotic
IJs from a three-months-old pool were deposited on the pagke upper microtube. We used
8 1Js forS. carpocapsaand 20 1Js foIS. feltiaeto take into account their different ability to
infect, as done in Sicard et al. (2004). alleria larva was then introduced in each micro-
tube and the nematodes and the insect were incubated togeth4°C for 24h. In order to
experimentally re-associate aposymbiotic nematodeshaitteria, we injected 20L of a bac-
terial suspension prepared following Sicard et al. (200dtn) the Galleria larvae we infected
with nematodes 24h earlier. To take into account the differetentions ofS. carpocapsae
(around 120 bacteria per 1J, Emelianoff et al. 2008a) &ntltiae(around two bacteria per 1J,
Emelianoff et al. 2008b), we had to use different bacterialidns for insects infected with.
carpocapsaand withS. feltiae We thus injected 1000 bacteria in each insect infected &vith
S. carpocapsaéls and 40 bacteria in each insect infected with2@eltiae The number of
bacteria injected was controlledposterioriby streaking appropriate volumes of the injected
dilution onto NBTA plates (31g Nutrient Agar, 2.5mg Bromgithol Blue, 1L sterile H20) sup-
plemented with 0.0025 %o (w/v) Triphenyl Tetrazolium Chtwiand counting Colony Forming
Units (CFU) after 48h-incubation at 28°C. These insect®wieen re-incubated at 24°C for 24-
48h. We then added around 1 mL water in each lower microtulbiesgahe filter paper steeped
into it, allowing newly emerging 1Js to escape from the ingaclaver and migrate to the water
where they were easy to collect. Each 'tube trap’ was obsgesegeral times after infection
to check emergence of 1Js. Newly emerged IJs were colleetpdarly to limit the time they
spend at 24°C in the trap which could affect further measerdgs All the nematodes collected

from a single insect were regrouped in a 50 mL-centrifugnatidoe and kept at 8°C.



Life-history traits measurements
Reproduction measurements

For each treatmemgarasitic successs the proportion of successful infections, i.e. infecton
leading to emergence of ten IJs at least. It was measuredl&fte 2, 14, 21 and 28 days at
24°C.

Retention measurement

To test if 1Js retain non-native bacteria and count them Jymemerged 1Js were taken 13 days
at most after they were collected. For three infections patinent, we counted 100 1Js and
placed them in a microtube. 1Js were disinfected and ringkalfing Sicard et al. (2003). We
then crushed together the 100 1Js for five minutes with a riubepiston to liberate bacterial
symbionts. Hundred microliters-samples of appropriatetidns were streaked onto NBTA
plates and incubated at 28°C for 48h. For each pool the nuafilbacteria per Infective Juvenile

was estimated by counting CFU on each dish and using the ni¢he -3 dishes counts.

Estimation of phylogenetic distances

Bacterial 16S ribosomal DNA sequences were extracted fremb@nk database when avail-
able or obtained by sequencing DNA extracted from livingenat. They were aligned us-
ing BioEdit software. Genetic distances were first cal@daising a Kimura two-parameters
model. A neighbor-joining tree was then calculated andwia& distances between native and
non-native partners were obtained from this tree. Herea#eavill usebacteria distancéo refer

to phylogenetic distance between nati¥eforhabdus nematophitdrain F1 orXenorhabdus

bovieniistrain FR45) and non-native (other strains) bacteria.

Statistical analysis

Data were analyzed using R statistical software (R Devetyr@ore Team 2006). To test the
relation between bacteria distance and bacterial load @@ asion-parametric rank correlation
test (Kendall). Parasitic success at each day were anabgmtately. For each date, the cor-
relation between bacteria distance and parasitic succasgtested using a generalized linear

model with quasibinomial distribution to take over-disgien into account.
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Results

Retention - distance correlations

Using a non-parametric rank correlation test (Kendall),fawend a significant negative effect
of bacteria distance on retention for both nematode spétiaes= —0.4760, p < 0.0001 for

Steinernema carpocapsaadtau = —0.4930, p < 0.0001 for S. feltiag see Figure 2).
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Figure 2: Number of bacteria carried per IJ as a function ofigrfenetic distance between
native and non-native bacteria fSteinernema carpocapsé®) andS. feltiae(B). Each circle
corresponds to the average of the three infections realarea treatment. Different symbols
describe the outcome of a comparison test between a treaindrthe positive control (i.e.
re-association with the native bacterial strain). Openles, recombined strain is carried in
significantly higher number than the native symbiont; atbbtack circles, recombined strain
is carried in significantly lower number than the native syonby grey circles, no statistical
difference. Regression curves correspond to a glm withsBaisrror estimated on raw data for

each nematode species.

Reproduction - distance correlations

We used a generalized linear model with quasibinomial iBigion where parasitic success

is explained by phylogenetic distance between the natieéeba and non-native ones. We
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also included the number of bacteria initially injectedoitihe insect and its interaction with
bacteria distance as explanatory variables in the modélegsmay be confounding cofactors.
We found thasS. carpocapsaassociated with bacteria that are phylogenetically digstam the
native symbiont succeeded less than those re-associatiedhadteria more closely related to
the native symbiont (Figure 3A). This was observed at dayritPlater (Fisherf; 5o > 32.54,

p < 0.0001), but not at day 10 (FisheF 30 = 2.8993, p = 0.0993). For Steinernema feltige
we did not detect any effect of phylogenetic distance betwextive and non-native bacteria on

parasitic success whathever the day (Figure 3B).
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Figure 3: Proportion of successful infections after 28 days function of phylogenetic dis-
tance between native and non-native bacterigSk@inernema carpocaps#l) and S. feltiae
(B). Open circles, bacterial strains allowing a higher nerdes parasitic success than that real-
ized by the aposymbiotic nematodes (thus beneficial for temeareproduction); black circles,
bacterial strains with which nematodes parasitic succegsner than aposymbiotic 1Js’ one
(thus toxic for nematode reproduction); grey circles, eaat strains alllowing a parasitic suc-
cess similar to that of aposymbiotic IJs (thus neutral tolwaematode reproduction). For each
nematode species, the regression curve corresponds toasglming quasibinomial distribu-

tion.
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Discussion

In this work, we re-associated nematodes with non-natiwteial strains. This is somehow
similar to reaction norm studies, where performances afglsigenotype is measured in several

environments, the environment being a bacterial envirarinmeour case.

Retention of bacteria by nematodes is specific

The number of bacteria carried negatively correlates wéittdria and nematode distances for
Steinernema carpocapsas well as forS. feltiae both species exhibit retention specificity,
retaining only bacteria that are closely related to thetiveasymbiont. This could reflect co-
evolution between partners in terms of recognition medrasibetween bacteria surface com-
pounds and nematode’s vesicle. This result is in agreemiémavprevious study that showed
thatS. carpocapsaeematodes only carry bacterial strains frilimematophilapecies (Sicard
et al. 2004). This retention specificity has also been showother symbioses such as the
Vibrio-Sepiolid association (Nishiguchi et al. 1998). Img case, the competitive hierarchy
among bacterial strains to colonize the sepiolid light angarrors the phylogenetic relatedness
between squid-symbiont couples. In both nematode spdwesoingruence between retention
and bacteria phylogeny, however, is not perfect, some eyletically close bacteria being
poorly retained -if not absent- in nematode vesicle. Thiggests that 16s rDNA genes and
partners recognition genes do not share the same history.

We also found tha$. carpocapsaenly retainsX. nematophilaand a unique other species
(X. griffiniag with very low bacteria number per 1J). Conversedy, feltiaeis able to retain
many Xenorhabduspecies other than its native one, with, again, low bactarraber per 1J.
This tendency could reflect a looser recognition systerB.iffieltiae- X. bovieniithan inS.
carpocapsae X. nematophilaBut, on average, the correlations between retention acie bha
distance do not differ between the two nematode species. r& namplete survey, including a
study of the molecular mechanism of retentiorSinfeltiag would be required to conclude on

this point.

Retention specificity is higher than reproduction specifidy

S. carpocapsagarasitic success decreases with increasing phylogedistemce of bacteria

which is consistent with Sicard et al. (2004). This trophgedficity has also been supposed by
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Han et al. (1991) and Gerritsen and Smits (1993).

Still, our results show that specificity tends to be more tilram retention than on repro-
duction. Indeed, the range of bacteria strains increasemgatodes reproduction above that of
aposymbiotics is broader than the range of bacteria theyeatam into their vesicle. This is
particularly clear withSteinernema carpocapsakigure 3A shows, for example, th&t car-
pocapsadenefits from phylogenetically distant bacteria it doesretdin in its vesicle. This
decoupling in the two types of specificity probably refleeidically different underlying molec-
ular mechanisms of interaction. Indeed retention spetifiglies on molecular recognition
between nematode and bacteria. Several studies showebatttatial genes coding surface
molecules are necessary, if not sufficient, ¥arnematophilao colonizeS. carpocapsaéls
(Heungens et al. 2002; Cowles and Goodrich-Blair 2005; Graet al. 2008; Cowles and
Goodrich-Blair 2008). On the contrary, reproduction speity essentially relies on two activ-
ities of bacteria: (i) their pathogenicity towards the ictdgased on immuno-suppressive toxins
secretion and (ii) their ability to digest and bioconvedent cadaver into nutrients nematodes
can assimilate. These activities probably depend on mdfereit genes, and we can expect
them to be less specific than a key-lock molecular interadbetween bacteria’s ligands and
nematode’s receptors. However a third bacterial activélly tnpair the benefits provided by
bacterial insecticidal toxins and digestive enzymes: dibxiof bacteria towards nematodes.
Such a toxicity is detected in our experiment as some batrains reduce reproduction be-
low that of aposymbiotic nematodes. In fact, part of theigtiaal signal that relates bacteria
distance to parasitic success3ncarpocapsaes due to distant strains that significantly reduce
parasitic success below that of aposymbiotic nematodes.siggmal we detect could therefore
reflect the specificity of anti-nematode toxins rather tlnat o6f genes that are directly involved

in the exploitation of the insect host. This point needsifertexperimental testing.

The two nematode species exhibit different reproduction pterns with non-

native bacteria

As said before, we did find a significant negative correlatietween bacteria distance and
parasitic success i. carpocapsaeConversely, we did not detect such an effecBirfeltiae
Indeed, inS. feltiae many distant bacterial strains are beneficial while, witkenorhabdus
bovieniispecies, some strains are toxic. We could therefore coachat there is no specificity

of parasitic success 8. feltiae but this conclusion sould be considered with caution. éalde
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our sample contain¥enorhabdus bovienisolates from two localities distant of only eleven
kilometers. One of these strains is the native symbior8.dEltiaewe used in our experiment
(F R45). With this strain, 44 infections out of 50 were succesfl&tays after infection. With
the second strain, which is indistinguishable from the bested on its 16S rDNA, this number
drops to 15. This clearly indicates that some local adaptagkists inS. feltiaeat a very local
geographical scale. This might therefore indicate that idendt detect specificity because we
did not measure it at the right phylogenetic scale.

More generally, the extreme variability 8f feltiagparasitic success we observed witKin
bovieniispecies could be partially due to recent isolation of thigpde from the field and thus
to greater variability than i1B. carpocapsae-X. nematophgauple which was maintained in
the laboratory for more than 20 years.

It could also be due to ecological differences between tleesppecies, which in turn might
exert different selective pressures on the two symbiotsoe@sations. S. carpocapsaandS.
feltiae differ, indeed, on many life history traits, their body stzeing one obvious difference.
If selective pressures are stronger in one of the two specasely inX. bovienij they could
produce more divergences in that species than in otherss addumulation of divergences
could explain part of our results.

Another way to evolve rapidly is to receive genes from otheyanisms, and thus ac-
quire new competences; such lateral gene transfers betveeteria has been widely described
(Hentschel et al. 2000). In Rhizobia, plant-symbiotic leaet, clusters of symbiosis-involved
genes named “symbiotic islands” were found and exhibit atters ofpathogenicity islands
previously known in plant-pathogenic bacteria. In patfacuthe presence of integrase-coding
genes indicates that this genomic islands are highly proratéral transfers (Finan 2002).
These genomic islands were described in bacteria of thesgéimotorhabdusas well, which
are the sister group ofenorhabdusind also involved in symbiosis with entomopathogenic ne-
matodes (Waterfield et al. 2002). Thus the genetic backgrowcessary for horizontal gene
transfer may be presentXenorhabdusMoreover several horizontal tranfers were described in
X. bovienij which is symbiotically associated with numerous nematukies (Sicard 2003;
Mracek et al. 2006). These bacterial symbiont transfers betweeatode species denote fre-
guent multi-infections of a same insect with several nenaicterial couples, among which
feltiae - X. bovienii the environmental requirement for horizontal gene transfay be filled

as well. X. bovieniimay thus be frequently in “new” nematodes, which could diiséast evo-
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lution. Direct perspectives of this work could consist, amothers, in the characterization of
symbiosis-involved genes withiX. bovieniispecies and in an extensive co-phylogenetic study
of entomopathogenic nematodes and their symbiotic badiedetect other bacteria associated
with several nematode species, compare them Xithovieniiand evaluate the intra-specific,

inter-strain variability.
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Les complexes némato-bactériens parasites d’insectes nous ont permis d’aborder expéri-
mentalement deux problemes majeurs de 1’évolution des interactions durables : ’investisse-
ment dans la symbiose et la spécificité d’association. La premiere partie de la these présente
une approche coflits-bénéfices aux échelles inter- (chapitre 1) et intra-spécifique, inter-familles
(chapitre 2). Ces résultats peuvent &tre interprétés, de maniere proximale, en terme de physio-
logie des associations nématode-bactéries. D’un point de vue plus global, ils renforcent 1’idée
d’un continuum parasitisme-mutualisme basé sur le bilan bénéfices-coflits pour chaque parte-
naire : pour le nématode, les bénéfices et les coflits de 1’association varient de fagcon continue
avec la quantité de symbiotes, ce qui aboutit 2 un compromis entre survie et reproduction. Ce
compromis est I’expression de conflits d’intéréts dont on pourrait attendre qu’ils déstabilisent
I’association. Nous verrons quelles forces sont susceptibles de stabiliser la symbiose et com-
ment elles peuvent, éventuellement, aboutir a augmenter la spécificité. Nous discuterons enfin
des conséquences évolutives de 1’existence du compromis, ce qui ouvrira des perspectives pour

poursuivre ce travail.

1. Supputations physiologiques

1.1. Mécanisme du bénéfice

Le chapitre 2 de la premiere partie montre que le nématode bénéficie de 1’association en
phase parasitaire. Plus précisément, le nombre de symbiotes introduit dans I’insecte augmente la
réussite parasitaire des nématodes (leur probabilité de se reproduire). De la méme fagon, on a pu
montrer que la réussite parasitaire des infections a vingt IJs est supérieure a celle des infections a
huit IJs chez les nématodes symbiotiques mais pas chez les nématodes aposymbiotiques (Figure
5, gauche). Un tel effet dose est donc, probablement, un effet de la dose de bactéries plutot que
de nématodes. A I’inverse, le succes reproductif des nématodes (le nombre de descendants
sachant qu’ils se sont reproduits) ne dépend pas du nombre de bactéries qu’ils introduisent
dans I’insecte. Ainsi, ce nombre semble étre crucial lors des toutes premieres étapes du cycle
parasitaire, et moins important ensuite.

Apres leur entrée dans I’insecte, les nématodes s’y installent sans étre reconnus par le sys-
téme immunitaire, libérent leurs bactéries symbiotiques, submergent les défenses de 1’insecte
et commencent a se reproduire. Ces étapes précoces de la phase parasitaire sont, d’apres nos
résultats, facilitées quand les bactéries sont initialement assez nombreuses dans 1’insecte. Pour
la premiere étape critique, celle de la lutte avec le systeme immunitaire de I’insecte, les princi-
paux acteurs sont les toxines des deux partenaires (voir encadré 1, p. 10-11). Pour la seconde
étape, celle de la reproduction du nématode, les bactéries métabolisent les tissus de I'insecte en
nutriments facilement assimilables par les nématodes : ces derniers se nourrissent du cadavre
décomposé par leurs symbiotes, ainsi que des bactéries elles-mémes (Poinar and Thomas 1966).
Le nombre de bactéries initialement introduit dans I’insecte serait donc un facteur limitant, sur-
tout pour la premiere de ces deux étapes. En revanche, il n’est pas déterminant une fois que les

nématodes se sont reproduits : a ce moment-la du cycle, le cadavre de I'insecte est vraisem-
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blablement un bouillon de culture et I’effet du nombre de bactéries initialement introduit est
completement estompé par les générations de multiplication bactérienne.

Ces idées sont en accord avec les données de Sicard et al. (2004a) sur la cinétique de crois-
sance bactérienne dans I’insecte. En effet, apres injection des bactéries, il y a clairance partielle
par le systéme immunitaire de I’insecte. Cette réduction drastique de la population de symbiotes
est suivie d’une reprise de croissance, qui aboutit finalement a la septicémie (Figure 5, droite,
courbe en gras). On peut imaginer que le systtme immunitaire de 1’insecte est submergé au-
dela d’une certaine concentration-seuil de bactéries. Si I’on introduit moins de bactéries dans
I’insecte initialement, on peut penser que la clairance fera chuter la population bactérienne a un
effectif tres bas, ralentissant donc la reprise de croissance (Figure 5, droite, courbe fine). Le né-
matode sera donc plus longtemps en contact avec le syst¢éme immunitaire de I’hote (At, > Aty),
ce qui peut affecter sa probabilité d’installation et/ou de reproduction (réussite parasitaire). Plus
probablement, des effets stochastiques pourraient affecter la population bactérienne lorsqu’elle
est a son niveau le plus bas et conduire a son extinction totale apres clairance, ce qui entraverait

le déroulement du cycle parasitaire du nématode.
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FIG. 5. Graphe de gauche : Réussite parasitaire des IJs symbiotiques (SYM) et aposymbiotiques
(APO) en infectant les insectes avec 20 ou 8 nématodes, 28 jours apres infection. Graphe de
droite : cinétiques bactériennes dans I’insecte. La courbe en gras est reproduite d’apres les
données de Sicard et al. (2004a) apres injection directe de 800 bactéries dans une chenille de
Spodoptera littoralis. La courbe fine est entierement hypothétique ; si moins de bactéries sont
initialement injectées dans I’insecte, on attend un effectif minimum plus bas et un délai plus
important avant la reprise de croissance. SI : Systtme Immunitaire ; HS : Hors Service. La
charge bactérienne limite au-dela de laquelle le systeéme immunitaire de I’insecte est hors d’état
de nuire au couple némato-bactérien est purement spéculative.

1.2. Mécanisme du coiit

Nous avons montré, au chapitre 2 de la premiere partie, que 1’association avec des bactéries

est coliteuse pour les nématodes en phase libre. Deux hypotheses principales sont plausibles
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pour expliquer I’augmentation de mortalité des nématodes avec le nombre de bactéries portées.

Le coft a porter des bactéries pour le nématode pourrait €tre di a la toxicité intrinseque des
bactéries. Les symbiotes, en effet, ont une large gamme d’activités insecticides, bactéricides
et également nématicides (cf encadré 1, p. 10-11). L’expression de la plupart de ces toxines est
induite au contact de I’hémolymphe des insectes ; toutefois, un niveau d’expression méme faible
pourrait affecter la survie des nématodes, d’autant plus que les bactéries, loin d’étre quiescentes,
se multiplient dans la vésicule (Martens et al. 2003 ; Sicard 2003 ; Sicard et al. 2004a). Un
colit indirect de la toxicité bactérienne pour les nématodes pourrait également €tre envisagé :
si on imagine que le nématode enclenche une réponse immunitaire contre ses symbiotes, la
surmortalité du nématode pourrait étre I’expression du cofit de la défense. Toutefois, aucun
argument expérimental ne vient appuyer ces hypotheses a ma connaissance.

Un autre mécanisme possible impliquerait une compétition pour les ressources entre bacté-
ries et nématodes. En effet, les stades infestants du nématode ne s’alimentent pas (Poinar and
Leutenegger 1968), leur quantité de réserves est donc limitée. Or la multiplication des bactéries
symbiotiques dans la vésicule intestinale du nématode nécessite des nutriments. Ces ressources
sont forcément puisées sur les réserves énergétiques du nématode, et d’autant plus que la charge
symbiotique du nématode est grande. Les ressources allouées aux symbiotes ne le sont pas a
la survie du nématode : plus il a de bactéries a entretenir, moins il lui reste de réserves pour

lui-méme, plus breve sera sa vie.

1.3. Conflit d’intéréts : qui controle la rétention ?

Nous avons vu au chapitre 2 de la premiere partie que le compromis survie-reproduction
chez le nématode peut se décomposer en deux corrélations : une augmentation de la reproduc-
tion avec la rétention, et une augmentation de la mortalité avec la rétention. Ce compromis est
I’expression d’un conflit d’intéréts entre partenaires, conflit dans lequel la rétention semble un
trait crucial puisqu’elle détermine en partie les autres traits d’histoire de vie du nématode. La
variabilité observée dans notre expérience, ou la diversité génétique est probablement faible,
montre que ce trait est, en partie au moins, plastique. En supposant qu’il existe aussi de la
variation génétique sur ce trait, les conséquences évolutives du conflit d’intéréts dépendent de
qui controle la rétention. Malgré la multiplication bactérienne dans la vésicule (Martens et al.
2003 ; Sicard et al. 2004a), la charge symbiotique d’un stade infestant de nématode reste stable
(voire diminue, Flores-Lara et al. 2007) au cours du temps. La multiplication est donc compen-
sée par une mortalité bactérienne, pour laquelle Herbert and Goodrich-Blair (2007) proposent
trois origines, une bactérienne et deux venant du nématode :

— I’accumulation de produits toxiques dans la vésicule, liée a la présence des bactéries, et

qui agirait un peu comme un systéme de quorum-sensing?,

2Un signal diffusible de guorum-sensing est connu chez X. nematophila. 11 est produit pendant la phase pa-
rasite et intervient dans la pathogénicité envers 1’insecte : il restaure, par injection dans I’insecte, le phénotype
pathogeéne de souches bactériennes avirulentes (augmentation de la sécrétion d’enzymes, diminution de I’activité
phénoloxydase de I’insecte) (Dunphy et al. 1997).
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— la limitation, quantitative et/ou qualitative, des ressources dans la vésicule. Deux argu-
ments en faveur de ceci : la croissance de X. nematophila est plus rapide dans 1’hémo-
lymphe d’insecte que dans la vésicule du nématode (une multiplication toutes les 2h26 et
une toutes les 10h, respectivement ; Herbert and Goodrich-Blair 2007) ; certains mutants
métaboliques de Xenorhabdus nematophila sont incapables de coloniser la vésicule du
nématode, indiquant que certains composés (méthionine, thréonine, vitamine Bg) en sont
absents (Martens and Goodrich-Blair 2005 ; Flores-Lara et al. 2007),

— un contrdle direct par le nématode qui tuerait sélectivement une partie de ses symbiotes
lorsqu’ils se feraient trop envahissants. Un tel contr6le du nombre de symbiotes par 1’hote
a déja été observé chez le calmar Euprymna scolopes associé symbiotiquement a la bacté-
rie Vibrio fischeri (Visick and Ruby 2006), chez le charancon Sitophilus oryzae et ses en-
dosymbiotes (Nardon et al. 1998) ou lors du blanchissement des coraux en cas de stress®.
Ce type de régulation permettrait au nématode d’éliminer des bactéries non mutualistes et
de contrdler la croissance de son symbiote (Mc Fall-Ngai 1998). On retrouve la le scéna-
rio de riposte de I’hote contre les symbiotes trop coliteux déja mentionné en introduction,
et que nous développerons plus amplement par la suite.

La charge symbiotique maximale, elle, pourrait résulter d’une contrainte micro-anatomique. En
effet, X. nematophila occupe des sites bien précis dans la vésicule, rassemblés autour de struc-
tures appelées IVS (Intra Vesicular Structures*). Les lipoprotéines NilA, B et C, présentes dans
la membrane externe des bactéries, pourraient interagir avec ces structures ou avec le mucus qui
les entoure (Cowles and Goodrich-Blair 2004 ; Goodrich-Blair and Clarke 2007) (voir encadré
2, p. 79-80). Si le nombre de récepteurs, i.e. de sites de fixation pour les bactéries, est limitant,
la rétention sera mécaniquement bornée. La variabilité naturelle de rétention que nous avons
observée chez S. carpocapsae pourrait étre due a une variabilité, génétique ou plastique, d’ex-

pression des récepteurs a symbiote.

3Le blanchissement est dii 2 I’expulsion des xanthelles. A 1’opposé, le nombre de symbiotes par cellule aug-
mente avec la profondeur : ¢’est le mécanisme de la photoadaptation.

*Agrégats de petites spheres anucléées contenues dans la vésicule et baignées par une sorte de mucus qui
réagit a une lectine de blé (Martens and Goodrich-Blair 2005). Cette lectine reconnait spécifiquement des motifs
osaminiques (N-acétylglucosamine et acide N-acétylneuraminique) qui pourraient également étre reconnus par des
adhésines bactériennes (candidates : pili, NilB, NilC). Chez le calmar Euprymna scolopes, le mucus est le site
de liaison spécifique pour les bactéries symbiotiques (Vibrio), et sa sécrétion par le calmar est considérée comme
I’étape premiere assurant la spécificité de I’interaction (Nyholm and Mc Fall-Ngai 2003).

77



Encadré 2. Dans I’intimité de la symbiose : les genes de

reconnaissance.

Le principal modele d’étude de ces genes est Xenorhabdus nematophila, associée spécifique-
ment a Steinernema carpocapsae. Les bactéries associées aux nématodes portent toujours des
pili“, ce qui suggere un role de ces structures dans la colonisation de la vésicule du néma-
tode (Binnington and Brooks 1993). Ce rdle a été confirmé tout récemment par une équipe
indienne (Chandra et al. 2008). Ces pili sont également impliqués dans 1’interaction des bac-
téries avec le systeme immunitaire de 1’insecte : agrégation des hémocytes (Moureaux et al.
1995), cytotoxicité par formation de pores membranaires (Khandelwal et al. 2004 ; Banerjee
et al. 2006).

Historiquement, la premiere étude moléculaire sur les genes bactériens impliqués dans la sym-
biose a montré que le géne rpoS, qui code le facteur de transcription 0¥, est nécessaire a la
rétention de la bactérie dans le tube digestif des nématodes (Vivas and Goodrich-Blair 2001).
Chez de nombreuses bactéries Gram™, ce facteur de transcription contrdle des régulons in-
tervenant dans la résistance aux stress, la survie ou les interactions avec un héte comme chez
Pseudomonas fluorescens, Serratia entomophila ou Salmonella enterica. Les mutants rpoS™
ne colonisent pas le tube digestif des nématodes. Ils sont plus sensibles aux stress et plus
mobiles, peut-&tre du fait d’une expression anormale des flagelles qui inhiberait la colonisa-
tion du nématode”. En revanche ils sont aussi pathogenes envers 1’insecte que les bactéries
sauvages.

Un an plus tard, la méme équipe a criblé une banque de genes bactériens pour détecter des
mutants de colonisation des nématodes (Heungens et al. 2002). Outre 7poS, semblent impli-
qués :

— d’autres geénes régulateurs :

— rpok, qui code le facteur o

, activé en cas de stress extracytoplasmique. Ce facteur
induit I’expression de protéines de stress et est impliqué, chez d’autres organismes, dans
la protection contre les stress oxydatifs et I’interaction avec 1’hdte (Humphreys et al.
1999 ; Mathee et al. 1999). 1l pourrait favoriser la survie de X. nematophila dans la
vésicule, milieu éventuellement peu propice pour les bactéries, surtout si le nématode
impose un stress nutritif ou toxique,

— lrp, pour leucin-responsive regulatory protein, la leucine €tant considérée comme un
senseur général de I’état nutritionnel des bactéries. Chez E. coli, le produit de ce gene est
impliqué dans la régulation de la synthese des acides aminés, le catabolisme, la motilité,

I’organisation chromosomique et 1’osmolarité.

“Structures filiformes de 2 a 7 nm de diametre et de quelques micrometres de long, présentes a la surface
des bactéries. Constitués par la polymérisation d’une brique de base, la piline, ils se terminent par une adhésine.
Non impliqués dans la motilité contrairement aux flagelles, les pili le sont en revanche dans les phénomenes
d’adhérence (chez E. coli et Salmonella typhimurium par exemple) et de conjugaison. Ils ont également des
propriétés antigéniques.

»La modification du patron d’expression des flagelles empéche la colonisation de la trachée de Rat par la
bactérie Bordetella bronchiseptica (Akerley et al. 1995).
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— deux genes similaires a des genes codant des enzymes de biosyntheses d’acides aminés,
dont un est impliqué dans la pathogenese chez de nombreuses bactéries dont Salmonella
typhimurium (Hoiseth and Stocker 1981),

— nilA, B, C'et D (pour nematode intestine localization). L’originalité de ces genes est qu’ils
sont complétement nouveaux et, dans 1’état actuel des connaissances, présents uniquement
chez Xenorhabdus nematophila, ce qui suggere des fonctions tres spécifiques.

— Nil A contiendrait un peptide signal non clivable et deux domaines trans-membranaires.

— NilB contient un peptide signal clivable. Le géne nilB est similaire a un gene codant
une protéine putative de la membrane externe de Neisseria meningitidis®, qui pourrait
intervenir dans I’import de fer, important pour la survie bactérienne (Ratledge and Dover
2000).

— NilC est fixée a la membrane externe et tournée vers le périplasme” (Cowles and
Goodrich-Blair 2004). Elle présente des régions similaires a un précurseur d’Oligopep-
tide Binding Protein de Bacillus subtilis, une flagelline d’Escherichia coli et une piline
de Salmonella enterica.

— NilD présente, entre autres, des homologies avec I’ADN-polymérase Il d’E. coli.

Les mutants ni/B~, n:lC~ et dans une moindre mesure ni/D~ sont incapables de coloniser

la vésicule du nématode : ces génes sont donc nécessaires a la reconnaissance de X. nemato-

phila par S. carpocapsae. Les genes nil A, B et C' (dont I’expression est réprimée par Lrp et

NilR) sont présents uniquement chez Xenorhabdus nematophila. Les auteurs ont montré que

d’autres especes de Xenorhabdus, qui ne sont normalement pas retenues par Steinernema car-

pocapsae, le deviennent lorsqu’on les transforme avec un plasmide portant les génes nil ABC

(Cowles and Goodrich-Blair 2008). Ceci prouve que ces genes sont suffisants pour la recon-

naissance spécifique de X. nematophila par S. carpocapsae.

¢Agent de rhinopharyngites et de méningites.
bLe périplasme est I’espace séparant les deux membranes, externe et interne ou cytoplasmique. Il contient la
paroi muréique (peptidoglycane).

2. L’évolution des symbioses, entre coopération et conflits

2.1. Le continuum mutualisme-parasitisme : au-dela du concept, une réa-
lité.

Nous avons donné, en introduction, des exemples de transitions évolutives du parasitisme
vers le mutualisme et vice-versa, qui indiquent que ce continuum existe a 1’échelle évolutive
chez certaines associations. A la lumiére de nos résultats nous montrons, dans ce qui suit, que

ce continuum évolutif est permis ou facilité par une communauté de mécanismes physiologiques

et moléculaires.
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2.1.1. Des variations plastiques de cofits et de bénéfices

Nos résultats ont montré, chez le nématode Steinernema carpocapsae, un continuum de
colits et de bénéfices, tous deux reliés a une variable quantitative : le nombre de symbiotes bac-
tériens par nématode. La variabilité que nous avons observée sur ce trait semble €tre plastique,
on peut donc s’attendre a ce qu’il varie en fonction des conditions environnementales comme
cela a déja été suggéré par Flores-Lara et al. (2007). Loin d’étre figée, la résultante globale de
la symbiose pour chaque partenaire serait dynamique, et avec elle la nature de I’interaction.

Plusieurs symbioses mutualistes exhibent un bilan colts-bénéfices variable selon 1’envi-
ronnement. Ces «mutualismes conditionnels» (Bronstein 1994 ; de Mazancourt et al. 2005),
peuvent Etre illustrés par des symbioses fortement bénéfiques qui sont relachées en conditions
favorables. Ainsi, la mycorhization de certains coniferes (pin, épicéa) est inhibée par un apport
de phosphore ou d’azote dans le sol (Bjorkman 1940). De méme, la Fabacée Medicago sa-
tiva forme beaucoup moins de nodules a Rhizobium (bactérie fixatrice d’azote atmosphérique)
lorsque le sol est enrichi en nitrates (Munns 1968). Enfin, le nombre de cyanelles fixatrices
d’azote par cellule diminue dans les milieux enrichis en nitrates chez la diatomée Rhopalo-
dia gibba (Deyoe et al. 1992). Ces relachements de la symbiose résultent probablement du fait
qu’en conditions favorables, les bénéfices a €tre associé sont moindres, ce qui révele les colits
de I’association. De la mé&me fagon, nous avons montré dans le chapitre 2 de la premiere partie
qu’en conditions favorables (grandes fratries), les nématodes ont besoin de moins de bactéries
pour réussir leur phase parasitaire.

Au-dela du relachement de ’association, la labilité de la nature de I’interaction peut aller
plus loin encore, avec transition plastique d’une interaction mutualiste a une véritable exploita-
tion. C’est le cas des nématodes entomopathogenes qui, au cours de leur cycle de développe-
ment, exploitent leurs symbiotes par prédation, puis les retiennent dans leur tube digestif avant
de sortir du cadavre d’insecte. En effet, pendant la phase parasite, les nématodes se nourrissent
de leurs bactéries symbiotiques, et la colonisation de la vésicule des deuxiemes stades larvaires,
qui se transformeront en stades infestants, requiert I’arrét de la digestion des symbiotes. Les
mécanismes sous-jacents a ce changement de comportement du nématode envers ses bactéries
demeurent inconnus.

C’est aussi le cas des symbioses qui associent fourmis et pucerons. Dans ces interactions,
les fourmis élevent des pucerons suceurs de seve et bénéficient du miellat qu’ils excretent. Elles
complémentent leur régime en protéines par prédation. Les pucerons bénéficient de la protec-
tion anti-prédateurs et des soins aux descendants que leur assurent les fourmis : il s’agit d’un
mutualisme. Toutefois, les fourmis peuvent changer leur comportement envers les pucerons en
fonction des conditions environnementales. En particulier, elles consomment leurs pucerons si
des sucres sont disponibles par ailleurs, par exemple dans les nectaires extra-floraux des plantes
alentour (Rosengren and Sundstrom 1991 ; Offenberg 2001). L’interaction mutualiste vire donc
a I’exploitation par prédation. Cet exemple confirme que la limite entre mutualisme et exploita-
tion est loin d’étre nette. Selon C. Combes, «dans beaucoup de cas que 1’on classe dans le mu-

tualisme, 1’hote (c’est-a-dire celui qui sert d’habitat a 1’autre) est tout simplement le véritable
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parasite». Smith (1992) va jusqu’a écrire que «dans le parasitisme, les hotes sont exploités par
les parasites ; dans les mutualismes, les hotes exploitent toujours leurs mutualistes, bien qu’une

exploitation simultanée de 1’hote par le mutualiste puisse exister dans certaines associations».

2.1.2. Des mécanismes moléculaires communs aux mutualistes et aux pathogenes

Le cas d’école : la symbiose Rhizobium-Fabacées. Chez les Fabacées, la comparaison entre
les symbiotes bactériens du genre Rhizobium et d’autres micro-organismes invasifs pour les
plantes est courante (Djordjevic et al. 1987 ; Long and Staskawicz 1993 ; Downie 1994 ; van

Rhijn and Vanderleyden 1995). Les observations ci-dessous justifient cela.

1. La rhizobitoxine, un dérivé d’acide aminé, décrite comme une phytotoxine car elle pro-
voque la chlorose chez le soja, est a la fois produite par Burkholderia andropogonis, pa-
thogene de plantes, et par Bradyrhizobium elkanii, symbiote de Fabacées ; dans ce dernier

cas, elle favorise la formation des nodosités chez le siratro’ (Sugawara et al. 2006).

2. L’expression de certains genes bactériens codant des protéines de surface putatives est
réprimée dans la plante. C’est en particulier le cas de ropA, géne trés similaire a un géne

de Brucella abortus, pathogene envahissant les cellules animales (de Maagd et al. 1994).

3. Certaines souches de Rhizobium possedent un systeme de sécrétion de type III fonction-
nel. Ce systeme, véritable seringue moléculaire, permet I’injection de molécules effec-
trices dans la cellule-cible. Il est tres fréquent chez les pathogenes (agent de la peste,
salmonelles) et les genes qui le codent sont souvent rassemblés avec d’autres genes de vi-
rulence sur des ilots de pathogénicité (Hentschel et al. 2000). Chez certaines souches de
Rhizobium, ce systeéme est codé par un gene appartenant a un ilot de symbiose et I’étude

de mutants montre qu’il a un rdle dans la nodulation (Marie et al. 2001).

Le fait que des systemes régulant la symbiose chez certaines bactéries (mutualistes) inter-
viennent dans la pathogénicité chez d’autres a été décrit en dehors des Rhizobium. Un dérivé
d’acide aminé, une homosérine lactone, est le signal de quorum-sensing qui induit la biolumi-
nescence chez Vibrio harveyi. Au-dela d’une certaine densité bactérienne dans 1’organe lumi-
neux des calmars, ce trait symbiotique est en effet exprimé (Visick 2005). Cette méme molécule
augmente la pathogénicité de Xenorhabdus nematophila envers I’insecte en augmentant la sé-
crétion de lipases et en réprimant 1’activité phénoloxydase dans I’hémolymphe (Dunphy et al.
1997).

Cette communauté de moyens entre bactéries pathogenes et bactéries mutualistes est proba-
blement la trace d’une parenté phylogénétique. Autrement dit, les traits mutualistes des unes et

les traits pathogéniques des autres sont homologues.

Quand on est a la fois symbiote de nématodes et parasite d’insectes... Peut-étre en raison
de la difficulté d’expérimenter sur des métazoaires par rapport a des bactéries, la bibliographie

est tres déséquilibrée en défaveur du partenaire nématode... c’est pourquoi nous nous placerons

SLégumineuse fourragere tropicale. Nom scientifique : Macroptilium atropurpureum.
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ici du point de vue de la bactérie. Les exemples suivants montrent que chez Photorhabdus
luminescens, symbiote du nématode Heterorhabditis bacteriophora, comme chez Xenorhabdus,
certains genes sont requis aussi bien pour la virulence envers I’insecte que pour la symbiose avec
le nématode.

Les bactéries de 1’espece Photorhabdus luminescens mutées dans I’opéron pbg P E sont in-
capables de coloniser leurs nématodes et ont une virulence atténuée envers I’insecte (Bennett
and Clarke 2005) (voir encadré 3 p. 84 pour plus de détails). Chez les Salmonelles, cet opé-
ron intervient dans une modification de lipopolysaccharides (LPS) membranaires, ce qui leur
confere une résistance a des antibiotiques, dont des peptides antimicrobiens (Gunn et al. 1998).
On peut penser que la modification, chez les bactéries mutantes, de ces molécules de surface,
affecte en outre la reconnaissance spécifique par les nématodes, donc leur colonisation par les
symbiotes. Alternativement, les mutants pourraient €tre incapables de coloniser le nématode
car ce dernier a une immunité innée comprenant des peptides qui ressemblent a des peptides
antimicrobiens (Froy 2005). Les mutants bactériens ne résisteraient donc ni aux peptides an-
timicrobiens de I’insecte ni a ceux de leur partenaire symbiotique. Ces peptides du nématode
pourraient lui permettre de sélectionner ses bactéries, mécanisme plausible de la spécificité de
la symbiose (Goodrich-Blair and Clarke 2007).

Le mutant exbD~ de Photorhabdus luminescens a un import de fer altéré, une virulence
réduite envers I'insecte et ne favorise plus la croissance et la reproduction du nématode (Wat-
son and Joyce 2005). Ce gene code une sous-unité d’un complexe de transport actif de petites
molécules, comme les sidérophores ; le fer régulerait I’expression de peptide-synthases dont les
produits pourraient étre nécessaires a I’interaction avec le nématode (Joyce et al. 2006) et a la
virulence lors de I'infection de I’insecte (Watson and Joyce 2005).

Les recherches sont moins avancées sur les bactéries du genre Xenorhabdus que chez Photo-
rhabdus. Xenorhabdus nematophila offre un des rares exemples de co-régulation des pouvoirs
pathogene et symbiotique. Les mutants [rp~, évoqués dans ’encadré 2 a cause de leur inca-
pacité a coloniser la vésicule du nématode (Heungens et al. 2002), sont également incapables
d’immuno-déprimer I’insecte (Cowles et al. 2007). Ce gene régulerait donc positivement la

symbiose et la pathogénicité.

Dans tous les exemples précédents, les mutants perte de fonction sont a la fois moins virulents
envers I’insecte et moins aptes a former une symbiose avec les nématodes : les produits des
genes concernés affecteraient positivement ces deux fonctions. Terminons par un exemple qui
se démarque de cela. Les mutants hex A~ de Photorhabdus luminescens permettent un meilleur
succes reproductif des nématodes H. bacteriophora : la protéine Hex A est un répresseur de
genes importants dans la symbiose, notamment pour la production de cristaux protéiques, pos-

sibles ressources pour les nématodes®, et pour la survie bactérienne en phase stationnaire. De

®Les P. luminescens mutants dans les génes codant les inclusions protéiques bactériennes ne favorisent plus
le développement de leur partenaire Heterorhabditis bacteriophora (Bintrim and Ensign 1998). En revanche, le
bénéfice a I’association pour Steinernema carpocapsae n’est pas altéré s’il est associé a la bactérie X. nematophila
mutante sur pix A, un géne codant ces mémes inclusions protéiques (Goetsch et al. 2006). Ceci pourrait d’ailleurs
fournir une explication mécanistique a la différence de fonctionnement (caractere obligatoire ou facultatif de la
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plus, ces mutants hex A~ ont une virulence atténuée envers 'insecte (Joyce and Clarke 2003).
Ainsi, la protéine Hex A, a la fois réprime la fonction symbiotique et promeut la fonction pa-
thogeéne (Joyce et al. 2006). Voila un bel exemple de pléiotropie antagoniste conduisant chez la
bactérie a un compromis entre ces deux fonctions ! Cette conclusion est complexifiée par des
données préliminaires qui montrent que les mutants hexz A~ colonisent moins les IJs que les P.
luminescens sauvages. La méme protéine réprime donc les genes favorisant le développement

du nématode et active les fonctions d’invasion, que ce soit de 1’insecte ou du nématode.

Encadré 3. Les systemes régulateurs a deux composantes.

Ces systemes, tres répandus chez les bactéries, leur permet de percevoir leur environnement
et de réagir en fonction. Ils se composent d’un senseur (une kinase) et d’un effecteur (un régu-
lateur de I’expression génique). Ce type de systeme régulateur a deux composantes intervient
souvent dans la virulence des pathogenes. Chez Photorhabdus luminescens comme chez les
Salmonelles, I’expression de 1’opéron pbg P E est contrdlée par le systeme régulateur a deux
composantes PhoP — Pho(). Les mutants PhoP~ de P. luminescens sont d’ailleurs, comme
les mutants pbg PE~, plus sensibles aux peptides antimicrobiens (Derzelle et al. 2004) et
moins virulents envers 1’insecte (Bennett and Clarke 2005). Les mutants PhoP~ de Xeno-
rhabdus nematophila sont, eux aussi, plus sensibles aux peptides anti-bactériens mais gardent
en revanche leur entiere virulence envers 1’insecte, preuve que leur échappement vis-a-vis du
systéme immunitaire ne repose pas sur la modification des LPS. Chez les Salmonelles, ce
systeme PhoP — Pho() régule d’ailleurs aussi 1’expression du systeme de sécrétion type III,

acteur de la pathogénicité, qui injecte divers effecteurs dans la cellule-hote.

Diversité des interactions, unité des mécanismes Ces systemes régulateurs a deux com-
posants interviennent aussi dans la symbiose : chez Rhizobium meliloti, le systeme fizL/J
induit la transcription d’une quinzaine de genes impliqués dans la fixation de 1’azote. Chez
Xenorhabdus nematophila il existe, en plus de phoP — pho(), un deuxieme systeme de ce
type : ompR —envZ. Ce dernier co-régule la motilité (via des protéines flagellaires), la sécré-
tion d’exoenzymes (protéases, lipases) et la production d’antibiotiques (hémolysines) (Kim
and Forst 2005 ; Park and Forst 2006). Ainsi, I’expression de protéines intervenant dans
la symbiose (flagellines permettant la colonisation de la vésicule du nématode, exoenzymes
permettant la digestion du cadavre d’insecte) et dans la pathogénicité (exoenzymes et hémo-

lysines) est régulée par un mécanisme moléculaire commun.

symbiose) entre les deux couples.
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Ces exemples montrent que les mémes mécanismes moléculaires sont utilisés pour des fonc-
tions opposées : parasitisme et mutualisme, ce qui indique peut-étre I’existence de contraintes’
sous-jacentes a cette économie d’échelle et de moyens. Le nombre d’outils serait limité, mais
pas les facons de s’en servir. Laissons Hentschel et al. (2000) conclure cette partie : «Le pas-
sage en revue des éléments génétiques et régulateurs intervenant dans les symbioses parasites

et mutualistes n’offre apparemment aucun principe général qui justifie leur distinction».

2.2. Des conflits d’intéréts a ’instabilité

La section précédente a montré que la communauté des mécanismes moléculaires régulant
les traits mutualistes et pathogenes autorise les associations symbiotiques a se déplacer sur un
continuum parasitisme-mutualisme. Dans la nature, des transitions évolutives pourront donc
avoir lieu si les pressions de sélection qui s’exercent sur la symbiose changent de sens. Le
sens de ces pressions de sélection dépend, lui, du rapport cofits - bénéfices pour chacun des
partenaires. Nous avons montré, chez Steinernema carpocapsae, que ces variations de colts et
bénéfices induisent un compromis qui signe un conflit d’intéréts entre les partenaires. Ce conflit
concerne, sur notre modele, le nombre de bactéries portées par les nématodes en phase libre.
S’il est suffisamment sévere, il pourrait favoriser I’apparition de tricheurs dans les populations.
On peut tricher en exploitant le partenaire auquel on était précédemment bénéfique, voire en
le quittant tout en continuant a profiter des bénéfices. Nous illustrons successivement ces deux
possibilités.

Les cas de tricherie par exploitation directe sont les plus documentés dans la littérature.
Dans les symbioses figuiers-Blastophages, les guépes pollinisent activement les inflorescences
et y pondent. Récemment, une équipe chinoise a trouvé, sur les mémes arbres voire dans les
mémes fruits que des gué€pes pleinement mutualistes, des especes présentant des traits mutua-
listes atténués : faible taux de pollinisation, poches 2 pollen et peignes coxaux® réduits, mais
qui pondent autant que les premieres (Peng et al. 2008). Elles retirent donc autant de béné-
fices de I’association avec le figuier mais trichent sur les bénéfices qu’elles lui apportent. De
méme, les Yuccas sont activement pollinisés par les papillons du genre Tegeticula qui pondent

dans les fleurs et bénéficient de 1’abri (fruit) et de la nourriture (graines) pour leurs chenilles.

"Du fait de son ambiguité, le terme contrainte sera utilisé avec prudence dans ce qui suit. Au sens strict, une
contrainte est une explication a la limitation de variabilité d’un patron qui vient d’en dehors du contexte local
(Stearns 1986). S.J. Gould a renforcé cette définition : les contraintes sont ces sources de changement, et ces limi-
tations aux changements, qui ne sont pas dues a 1’action de causes canoniques déja établies au sein d’une théorie.
Elles dirigent les autres types de changement, inexpliquables par la cause établie et restreignent les changements
diis a cette cause (Gould 1989). En évolution, la théorie établie est le darwinisme, et la cause canonique, la sé-
lection naturelle. Dans ce cadre, le terme contrainte est a réserver a des patrons non-adaptatifs. Considérant le
triangle de Seilacher (1970), qui représente les trois origines des propriétés des organismes (phylogénétique, struc-
turelle et fonctionnelle), S.J. Gould précise que seules les deux premieres sont des contraintes : la premiere résulte
de la contingence historique ; la deuxieme est la conséquence des propriétés universelles des matériaux de base.
Le podle fonctionnel, quant a lui, correspond a 1’adaptation. Remarquons que ces contraintes, phylogénétiques et
structurelles, s’expriment en particulier au cours du développement embryonnaire, ou elles ont été abondamment
étudiées.

8Certains pollinisateurs du figuier prélévent activement du pollen avec leurs pattes avant et le déposent dans
des poches a pollen situées sous le thorax. Les peignes sont situés sur le premier segment (coxa) des pattes avant
de la guépe et permettent de remplir les poches & pollen.
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Cette symbiose est obligatoire pour les deux partenaires. Certaines especes de Tegeticula ont
secondairement perdu ces palpes et ne pollinisent pas les fleurs de Yucca (Addicott 1996) :
elles échappent au cofit de 1’association tout en continuant a en bénéficier. Cependant, dans les
deux exemples qui précedent, les especes non-mutualistes qui exploitent le mutualisme ne sont
pas des tricheurs au sens strict, mais des aprovechados (profiteurs, sensu Soberon and Martinez
1985). Un tricheur au sens strict serait un individu qui exploiterait le comportement mutualiste
de ses conspécifiques (Addicott and Tyre 1995). Si de tels tricheurs existent et qu’ils ne sont
pas éliminés par la sélection naturelle, ils peuvent déstabiliser le mutualisme et entrainer 1’es-
pece dans son ensemble vers le parasitisme. De tels tricheurs ont été décrits chez les Tegeticula
pollinisateurs de Yuccas (Addicott and Tyre 1995).

Chez les couples némato-bactériens, le conflit d’intéréts s’exprime en phase libre : les bacté-
ries ont intérét a assurer leur transmission au prochain insecte infesté en étant assez nombreuses
dans la vésicule du stade infestant ; les nématodes, eux, ont intérét a ménager leur survie (donc
leur probabilité de rencontre d’un hote, condition de leur reproduction) en portant assez peu de
bactéries.

Tricher, pour une bactérie, consisterait a se multiplier abondamment dans la vésicule du
nématode. Toutefois, I'intérét de cette stratégie pour les bactéries n’est pas clair compte tenu
de leur mode de transmission. En effet, le plus souvent, un seul génotype bactérien colonise
la vésicule des nématodes (Martens et al. 2003) : la sélection de parentele entre individus clo-
naux devrait réduire 1’avantage a se multiplier dans le nématode en 1’absence de compétiteurs
bactériens (Frank 1996).

Tricher, pour un stade infestant de nématode, consisterait a ne pas porter de bactéries. En
effet, de tels nématodes aposymbiotiques ne fourniraient plus au partenaire bactérien le bénéfice
du transport et de la rencontre des hotes insectes. En revanche ils pourraient infester des insectes
déja parasités par des nématodes symbiotiques, donc profiter du bénéfice a étre associé (mort
et digestion de I’insecte) sans en avoir payé le cofit (survie en phase libre). Ceci est d’autant
plus vrai que les individus qui infestent le méme insecte sont apparentés’ : il suffit que quelques
membres de la fratrie portent les bactéries pour que I’infestation fonctionne, donc la sélection
de parentele devrait augmenter I’avantage a ne pas porter de bactéries. Dans la nature, on trouve
effectivement des nématodes qui ne portent pas de bactéries. Par exemple, chez Steinernema
carpocapsae, 5 a 10% des stades infestants sont dépourvus de bactéries (Vivas and Goodrich-
Blair 2001) ; de son coté, Steinernema scapterisci porte tellement peu de bactéries en moyenne
que la majorité des stades infestants est probablement aposymbiotique (Sicard et al. 2003).
Cette fréquence de nématodes aposymbiotiques peut correspondre a la fréquence d’un gene qui
rendrait les nématodes non-porteurs. Elle peut aussi traduire le fait qu’a génotype constant, une
proportion fixe des individus ne porte pas : on serait la dans un cas d’hétéromorphisme. Quelle

qu’en soit I’interprétation, 1’existence de ces individus montre que la sélection n’élimine pas

°I1 serait intéressant de connaitre la structure génétique des populations de nématodes pour accéder a I’apparen-
tement moyen des nématodes infestant un méme insecte, ce qui renseignerait sur I’avantage a tricher et la stabilité
de la symbiose. Malheureusement, en 1’absence de marqueurs génétiques intra-spécifiques chez les nématodes, ce
genre d’étude est inaccessible pour le moment.
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nécessairement les nématodes non porteurs. La question de la stabilité de ces mutualismes se

pose d’autant plus.

2.3. Et pourtant elles tournent...

Malgré le conflit d’intéréts, que nous venons d’illustrer, les symbioses némato-bactériennes
sont tres répandues (Hominick 2002) et semblent stables a 1’échelle évolutive. Ce dernier point
peut étre illustré par plusieurs indices de co-évolution qui indiquent que les deux partenaires
sont en association depuis longtemps.

Nous avons déja vu que les nématodes du genre Steinernema présentent une modification
anatomique dans le tiers antérieur de leur tube digestif : la vésicule de Bird et Akhurst (Bird
and Akhurst 1983) qui contient les bactéries symbiotiques (Figure 6). La formation de cette vé-
sicule est innée : elle ne nécessite pas la présence des bactéries symbiotiques (Bird and Akhurst
1983 ; Flores-Lara et al. 2007). Elle est absente chez les nématodes non impliqués dans une

symbiose bactérienne, ainsi d’ailleurs que chez les Heterorhabditis.

Un stade infestant de nématode

(Steinernema carpocapsae) arridre

bactéries symbiotiques
dans la vésicule
du tube digestif

~ i,

FIG. 6. Un stade infestant de Steinernema carpocapsae portant des bactéries symbio-
tiques. Image extraite du site du Donald Danfordth Plant Science Center : http
//xenorhabdus.dan forthcenter.org/pix/ fig3.jpg.

D’autre part, nous avons vu plus haut que la bactérie Xenorhabdus nematophila a un en-
semble de geénes (nil) nécessaires et suffisants pour coloniser spécifiquement la vésicule du
nématode S. carpocapsae. La co-évolution est probablement a I’origine de la présence de ces
genes de reconnaissance tres spécifique entre partenaires.

Ces traits ne peuvent étre compris que dans le cadre d’une relation symbiotique entre né-
matodes et bactéries. Comme dirait C. Combes, «I’évolution, c’est les autres» (Combes 1995 p.
173).
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Comment, alors, concilier cette apparente stabilité des symbioses némato-bactériennes avec
le conflit d’intéréts démontré précédemment ? En particulier, pourquoi des nématodes tricheurs
dépourvus de bactéries sont-ils si peu fréquents dans les populations de Steinernema carpocap-

sae?

2.3.1. De ’alignement des intéréts...

On pourrait penser que la fréquence des tricheurs est limitée par la corrélation positive
des valeurs sélectives de I’hote et du symbiote. En effet, en plus des pressions de sélection
réciproques évoquées plus haut, le nématode et la bactérie subissent des pressions de sélection
communes, liées a leur mode de vie parasite d’insecte'® : nématode et bactérie ne se multiplient
que dans I’insecte. En fait, cette corrélation ne peut stabiliser le mutualisme que si elle existe
aussi a I’échelle de chaque individu participant a la symbiose. Notamment, quelques tricheurs
au milieu d’une population de symbiotes mutualistes doivent en ressentir les effets. Tant qu’en
phase libre I’intérét immédiat du nématode est de survivre et celui de la bactérie de se maintenir
dans la vésicule, le conflit persiste.

Dans le cas d’une symbiose asymétrique, un des partenaires peut imposer cette corrélation
a 'autre. C’est ce que 1’on appelle la sanction, mécanisme particulierement étudié sur deux
modeles. Chez les Yuccas, Pellmyr and Huth (1994) ont montré que la maturation des fleurs en
fruits est avortée si les fleurs contiennent trop d’oeufs de Tegeticula, entrainant la mort de ces
derniers. Ainsi le Yucca contre-sélectionne les papillons qui I’exploitent. Remarquons que cer-
taines especes de Tegeticula contournent cette sanction en pondant dans les fruits plutdot que dans
les fleurs, échappant ainsi 2 I’abscission!! (Addicott 1996). Plus récemment, Kiers et al. (2003)
ont montré que les nodules de Fabacées qui ne fixent pas d’azote sont sélectivement privés de
ressources, notamment d’oxygene. De plus, la sanction est d’autant moins sévere que la quantité
d’azote fixée (qui mesure I'investissement des bactéries dans la symbiose, leur coopérativité)
est forte (Kiers et al. 2006) : I'intensité de la riposte serait modulable en fonction du bénéfice
recu. Par ailleurs, une étude théorique récente montre que, pour un niveau d’exploitation donné,
ces sanctions augmentent en réponse a la sélection lorsque la densité des victimes potentielles
diminue : en deca d’une densité critique d’hdtes, le colit a trouver un autre hote est tel que le
symbiote n’a plus du tout intérét a exploiter I’association (Johnstone and Bshary 2008). L’inten-
sité de la sanction dépendrait donc, outre de celle de I’exploitation, des abondances relatives des
deux partenaires et de la facilité a changer de partenaire. Dans les deux exemples précédents,
la co-adaptation entre partenaires du mutualisme s’apparente a la course aux armements décrite
dans les parasitismes. A une attaque du symbiote (forte taille de ponte, faible fixation d’azote)
fait suite une riposte de I’hote (abscission des fleurs sur-exploitées, sous-approvisionnement des
nodules peu efficaces), éventuellement suivie d’une esquive (changement de niche des 7Tegeti-
cula : ponte tardive dans les fruits de Yucca). En réalité, le méme type de mécanismes opere

dans certains parasitismes. En effet, les parasites manipulateurs peuvent sélectionner un com-

10Ces pressions de sélection dues & 1’insecte sont perceptibles dans les traits liés a la pathogénicité chez les deux
partenaires de la symbiose, notamment la multitude des toxines bactériennes immuno-suppressives.
ITEn effet, seuls 10% des fruits surexploités sont éliminés par le Yucca, contre 90% des fleurs (Addicott 1996).
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portement coopératif chez leur hote en lui imposant un colit supplémentaire s’il n’obéit pas, ce
qui permet le maintien de I’interaction. Cette stratégie mafieuse est notamment adoptée par les
vachers a téte brune qui parasitent les nids d’autres oiseaux : 56% des nids de paruline oran-
gée (hote) ou I’ceuf de vacher (parasite) a été rejeté sont saccagés par les vachers, contre 6%
des nids ou I’ceuf de vacher a été accepté (Hoover and Robinson 2007). Les auteurs montrent
qu’a nombre initial d’ceufs-hotes égal, les nids ou 1’ceuf du parasite a été accepté contiennent
plus de poussins-hdtes que les nids ou il a été rejeté : la stratégie mafieuse du parasite favorise-
rait, en termes de succes reproductif, I’obéissance de 1’hote. Les sanctions évoquées ci-dessus
dans les symbioses Rhizobium-Fabacées et Yucca-Tegeticula s’ apparentent a une stratégie ma-
fieuse inversée, de 1’hote contre son symbiote. En effet, les principaux pré-requis soulignés
par Ponton et al. (2006) pour qu’une stratégie mafieuse puisse €tre sélectionnée, adaptés au
cas des mutualismes, semblent remplis dans ces deux associations symbiotiques : (i) le niveau
d’exploitation-sanction du symbiote par 1’hote doit étre modulable, (ii) I’hote doit étre capable
de détecter des différences de comportement du symbiote et (iii) le comportement coopératif
doit étre bénéfique pour le symbiote.

Nous n’avons pour le moment aucun argument expérimental indiquant I’existence de ri-
postes dans les associations nématode-bactérie, mais on pourrait supposer :

— une riposte des stades infestants de nématode envers les bactéries qui se multiplient trop
dans sa vésicule (réponse immunitaire, privation de ressources...), en cas de compétition
entre souches. Toutefois, nous avons vu précédemment que la colonisation de la vésicule
des nématodes est quasi-clonale. Les bactéries ne devraient donc pas étre sélectionnées
pour se multiplier vite dans la vésicule et la sélection d’une riposte chez les nématodes
est donc peu probable,

— beaucoup plus hypothétique, une riposte des bactéries envers les nématodes qui ne les re-
tiendraient pas (plus grande sensibilité des nématodes aposymbiotiques aux nématicides
bactériens produits dans I’insecte en phase parasite ?).

Chez les nématodes entomopathogenes, un autre mécanisme majeur pourrait aboutir a 1’ali-
gnement des intéréts entre les partenaires de la symbiose : les compétitions au sein d’un hote.
Plusieurs exploiteurs de la niche insecte peuvent se retrouver en compétition : nématodes, mais
aussi bactéries, virus et champignons entomopathogenes (Baur and Kaya 2001). Nous avons
vu que plusieurs especes de nématodes peuvent coexister en un méme site (voir deuxieme par-
tie, chapitre 1 ainsi que Campbell et al. (1995)). Si, en plus d’étre sympatriques, les couples
nématodes-bactéries ont des spectres d’hotes chevauchants, alors plusieurs especes pourraient
se rencontrer dans les mémes insectes. La compétition pour la ressource insecte qui en ré-
sulte peut contribuer a défavoriser des tricheurs aposymbiotiques : un nématode dépourvu de
bactéries se prive de nombreuses défenses (antibiotiques, nématicides) et de moyens d’exploi-
tation de la ressource insecte (activités enzymatiques) qui pourraient 1’avantager dans la com-
pétition entre couples. En effet, Sicard et al. (2006) ont montré que les symbiotes bactériens

peuvent compleétement inverser I’issue de la compétition. Plus précisément, Steinernema scap-
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terisci aposymbiotique exclut!> compétitivement Steinernema carpocapsae aposymbiotique,
mais c’est I’inverse si les nématodes sont associés a leur symbiote respectif. Ainsi, en 1’absence
de compétition, tricher est risqué puisqu’un génotype tricheur seul dans un insecte a un succes
reproductif faible ; en contexte de compétition, tricher est encore plus risqué car un tricheur seul
face a des compétiteurs symbiotiques aurait un succes reproductif nul. Le role évolutif des com-
pétitions entre associations dans I’insecte peut d’ailleurs étre décelé dans les multiples toxines
de la bactérie Xenorhabdus nematophila qui s’ attaque aussi bien a des bactéries du méme genre
(Thaler et al. 1995) voire de la méme espece (Tabart 2003), qu’a des nématodes (Samaliev et al.
2000 ; Han and Ehlers 1999).

Douglas (2008) propose un autre moyen de résoudre les conflits. La transmission verticale
rend les intéréts des deux partenaires plus chevauchants. Toutefois, elle permet d’expliquer I’ at-
ténuation du conflit sur des traits du symbiote, mais pas sur des traits de 1’hdte, qui pourrait
continuer a tricher tout en transmettant verticalement son symbiote. Dans notre modele biolo-
gique, la transmission quasi-verticale des bactéries n’éclaire donc pas la faible proportion de
nématodes tricheurs. Elle est par contre déterminante pour comprendre 1’évolution de la spéci-

fité de la symbiose.

2.3.2. ... a la spécificité

Contrairement a ceux de la section 2.2, les mécanismes évoqués ci-dessus contribuent a ver-
rouiller les associations par co-adaptations successives aux pressions de sélection imposées par
un partenaire a 1’autre. Les sanctions comme les compétitions ré-alignent de force les intéréts
des partenaires en conflit. La spécificité dans les associations pourrait étre une conséquence de
ces pressions de sélection réciproques, surtout s’il s’agit d’associations anciennes. La spécificité
présente a la fois des avantages et des inconvénients.

Commengons par les avantages. (i) Il est bénéfique de sélectionner des partenaires efficaces
et peu coliteux car cela permet, dans une certaine mesure, d’éviter les tricheurs et les cofits
qu’ils induisent (Sanders 2003); en ce sens la sanction est déja une forme de spécialisation.
(1) La spécificité peut également €tre bénéfique car elle limite la compétition entre symbiotes
au sein de 1I’hdte. L'importance des compétitions entre symbiotes pour la stabilité des mutua-
lismes (voire la co-existence stable de tricheurs et de mutualistes) est soutenue par des travaux
théoriques (Ferriere et al. 2002 ; 2007). Frank (1996) souligne que I’hdte n’a pas intérét a avoir
plusieurs génotypes de symbiotes car la compétition entre ces derniers peut étre dommageable
pour lui. Chez les nématodes entomopathogenes, nous avons vu que des toxines interviennent
lors des compétitions entre bactéries dans I'insecte. Ces toxines, dont I’expression est en gé-
néral induite par I’hémolymphe de I’insecte, pourraient aussi s’exprimer constitutivement, a un
niveau plus bas, dans la vésicule des nématodes. De plus, sans faire appel aux toxines, une
compétition entre bactéries sur le taux de multiplication entrainerait une déplétion plus rapide
des réserves du nématode, compromettant sa survie. La compétition entre souches bactériennes

semble effectivement nuisible aux stades infestants de nématodes, qui auraient intérét a retenir

2Dans la plupart des cas, une seule espéce de nématode émerge des insectes infestés avec les deux especes.
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peu de clones de bactéries ce qui aurait pour effet de supprimer le conflit en phase libre. Nous
avons déja évoqué cet argument précédemment.

D’un autre coté, la spécificité pourrait paraitre désavantageuse car elle revient, pour le par-
tenaire regardant, a se fermer des portes en limitant le nombre de partenaires possibles. Ceci est
particulierement préjudiciable si I’augmentation de performances avec un partenaire diminue
la performance avec les autres ou si le cofit a trouver un partenaire tres bénéfique est supérieur
au bénéfice a s’associer avec un partenaire moins coopératif, ce qui est le cas si les partenaires
sont rares ou si la stochasticité environnementale est forte. Ainsi, Hoeksema and Bruna (2000)
supposent que les mutualismes tres spécifiques sont assez rares dans la nature car ils ont une
faible marge de manoeuvre pour répondre a des changements d’abondance ou de bénéfices
fournis par les symbiotes. Toutefois, il existe un moyen de pallier la rareté du partenaire : la
transmission verticale, qui permet de «capturer» les vrais mutualistes et de les transmettre a la
descendance (Douglas 1998). Chez les nématodes entomopathogenes, la transmission des sym-
biotes est quasi-verticale : la bactérie qui sort de I'insecte descend de (I’une de) celle(s) qui y
est (sont) rentrée(s). Les nématodes du genre Steinernema étant gonochoriques, au moins deux
individus de sexe différent, portant chacun leurs symbiotes, doivent pénétrer dans 1’insecte pour
que l'infestation réussisse. Des transferts horizontaux de symbiotes sont possibles dans 1’in-
secte, ce qui a été confirmé par une approche co-phylogénétique (Sicard 2003). Toutefois, ils ne
seraient pas extrémement fréquents car la capacité de dispersion des stades infestants est sup-
posée faible (Hominick 2002) et, la distribution des insectes-hotes étant souvent tres agrégée
(Tinbergen 1981 ; Dall et al. 1997), celle des nématodes le serait aussi (Downes and Griffin
1996 ; Bohan 2000), limitant la rencontre entre souches. Des études de génétique permettraient
d’explorer la structuration spatiale des populations sur le terrain, mais sont pour le moment
inaccessibles du fait de I’absence de marqueurs intra-spécifiques chez les nématodes.

Ainsi, les mécanismes invoqués précédemment pour aligner les intéréts des partenaires
(sanction, choix du partenaire, transmission verticale) contribuent également a augmenter la
spécificité dans les symbioses. Le degré de spécificité d’une association résulte de la balance
entre tous ces effets, y compris ceux que les expériences omettent mais qui jouent vraisembla-
blement un rdle dans la nature : densités respectives des deux partenaires, stochasticité environ-
nementale, influence d’autres organismes, parasites, prédateurs ou compétiteurs. Chez les né-
matodes entomopathogenes, cette balance semble différer entre especes de Steinernema comme
le montre le chapitre 2 de la deuxieme partie. Ces résultats préliminaires suggerent que Steiner-
nema carpocapsae est plus spécifique que S. feltiae, que ce soit au niveau de la rétention ou de
la reproduction. En effet, sur les souches bactériennes testées, S. carpocapsae ne retient que des
souches de son symbiote Xenorhabdus nematophila, plus une souche de X. griffiniae (en tres
faible quantité par rapport au symbiote natif). De plus, sans considérer les souches de X. ne-
matophila, il ne se reproduit qu’avec huit souches sur les 19 testées. S. feltiae, au contraire, est
capable de retenir d’autres especes que son symbiote naturel et, X. bovienii exclu, les 14 souches
étrangeres testées autorisent sa reproduction. Cette forte spécificité du couple S. carpocapsae

- X. nematophila est cohérente avec les données de Sicard et al. (2004b) et avec I’existence de
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genes bactériens nécessaires et suffisants a la reconnaissance par le nématode (voir encadré 2
p-79-80), signes d’une étroite co-évolution. Paradoxalement, 1’avantage a la spécificité peut etre
discuté sur cette espece : Koppenhofer et al. (1995) soulignent que la spécificité de S. carpo-
capsae est peut-étre a I’origine de son désanvantage, en compétitions symbiotiques, face a S.
glaseri. Cette derniere espece, en effet, est capable de se développer sur Xenorhabdus nema-
tophila, le symbiote de S. carpocapsae, alors que S. carpocapsae serait moins tolérante envers
des symbiotes non-natifs. Alternativement, cette différence pourrait étre due au développement
plus rapide'?® de S. glaseri dans I’hote, qui priverait son compétiteur des ressources du cadavre
d’insecte. Les données que nous avons obtenues sur Steinernema feltiae sont plus complexes
que nos attentes : a la faible spécificité de la bactérie (qui s’associe avec des especes de né-
matodes éloignées de S. feltiae) semblerait, au premier abord, correspondre la faible spécificité
du nématode, capable de retenir et de bénéficier d’autres bactéries que son espece native. Au
niveau intra-spécifique, toutefois, les souches de la méme espece que le symbiote naturel sont
retenues en moins grand nombre, et sont, pour certaines, neutres voire toxiques vis-a-vis de la
reproduction, ce qui souligne I’existence d’une spécificité a tres petit échelle chez S. feltiae. De
plus, chez ce nématode, les spécificités de rétention et de reproduction ne semblent pas corré-
lées : certaines souches bactériennes sont tres bénéfiques pour la reproduction mais ne sont pas
du tout retenues ; d’autres sont retenues mais bloquent completement la reproduction du néma-
tode. Signe que ces deux niveaux de spécificité résultent de mécanismes physiologiques radica-
lement différents : reconnaissance moléculaire et interaction récepteur-ligand pour la rétention,
adéquation chimique et métabolique entre les bactéries (toxines, enzymes) et les nématodes (ré-
sistance aux antibiotiques, assimilation des nutriments) pour la reproduction. Signe aussi que
des pressions de sélection différentes ont agi sur ces deux niveaux de spécificité.

De facon plus générale, les différences de stratégies entre les especes de nématodes étudiées

pourraient étre liées a I’existence du compromis qu’engendre la symbiose.

3. Conséquences évolutives du compromis

Nous avons vu au chapitre 2 de la premiere partie que les principaux traits d’histoire de
vie des nématodes : réussite parasitaire, survie et rétention covarient. Si les corrélations entre
ces traits sont génétiques, la ou les stratégie(s) fixée(s) a I’équilibre évolutif dépende(nt) de la
forme de la courbe de compromis entre les traits considérés. Un équilibre polymorphe verrait
la coexistence de deux stratégies dans la population : des nématodes portant beaucoup de bac-
téries, a forte reproduction et faible survie et des nématodes tricheurs portant peu de bactéries,
survivant longtemps mais se reproduisant peu. Si une seule stratégie est fixée a 1’équilibre, elle
peut étre pure ou mixte. Dans le premier cas (monomorphisme), le génotype code toujours la
méme stratégie ; dans le second (hétéromorphisme), il peut faire adopter a son porteur plusieurs

stratégies alternativement.

3En effet, les insectes parasités par S. glaseri émettent des stades infestants sept jours apreés infestation, alors
que S. carpocapsae met au moins dix jours a boucler son cycle (Poinar 1979).
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3.1. Forme de la courbe de compensation et nature de I’équilibre évolutif

Une étude théorique, reprenant le modele de Charnov (1979), a montré qu’une seule straté-
gie est évolutivement stable si la courbe de compensation est concave, alors qu’un branchement
évolutif se produit si elle est convexe (de Laguérie et al. 1993). La méme étude théorique a
montré que cette courbe est d’autant plus convexe (compromis plus sévere : pente initiale forte)
que I’environnement est pauvre'* : en conditions restrictives, on ne peut vraiment pas étre bon
partout et mieux vaut abandonner une fonction au profit de I’autre plutdt que d’essayer de faire
(mal) les deux. Cette étude est la généralisation d’un modele antérieur élaboré par Charnov
et al. (1976) pour expliquer I’apparition de la dicecie chez les plantes. En effet, la grande majo-
rité (96%) des plantes sont hermaphrodites, c’est-a-dire que leurs fleurs produisent a la fois des
gametes males et des gametes femelles. Des stratégies alternatives existent :

— la dicecie, du grec ot, deux et oixog, maison. Chez les plantes dioiques, les fleurs sont

unisexuées (males OU femelles) et les deux sexes sont portés par des plants différents,

— la moncecie (du grec puévoc, seul). Chez les plantes monoiques, les fleurs sont unisexuées

(males OU femelles) et chaque plant porte a la fois des fleurs males et des fleurs femelles.
Charnov et al. (1976), en travaillant sur un modele d’allocation de ressources entre fonctions
male et femelle, ont montré que la dicecie est évolutivement stable si la courbe de compensa-
tion est convexe, et que 1’hermaphroditisme est fixé a 1’équilibre si cette courbe est concave.
Pour des niveaux de ressources intermédiaires mais insuffisants pour maintenir uniquement des
hermaphrodites, des individus femelles et des individus hermaphrodites coexistent a I’équilibre
évolutif. Ainsi, en milieu défavorable, des stratégies spécialistes seraient favorisées. L’étude de
plantes chez qui la proportion d’unisexués versus hermaphrodites peut changer plastiquement
selon I’environnement (Dorken and Mitchard 2008) ou au cours de la vie de I’individu (Huang
et al. 2002) tendent a le montrer. Toutefois, I’évolution de la dicecie (et de ses pendants andro- et
gynodioiques) est tres vraisemblablement liée a d’autres déterminants, nucléo-cytoplasmiques
notamment (Jacobs and Wade 2003).

L’acces expérimental a la forme de la courbe de compromis nécessite vraisemblablement
beaucoup plus de points que ce que nous avons obtenu dans le chapitre 2 de la premiere par-
tie. Cette forme, a son tour, dépend de déterminants génétiques et de la forme de la courbe de
réponse d’un trait a la quantité totale de ressources disponibles. Il serait intéressant d’explorer
la forme de cette courbe de compromis par sélection expérimentale de nématodes en milieux
riche (insectes abondants) et pauvre. On s’attendrait a une augmentation de la rétention en mi-
lieu riche, la survie entre deux infestations n’étant pas déterminante. En milieu pauvre, deux
forces jouent en sens opposés ce qui rend délicates les prédictions : la rareté des hotes (i) aug-
mente le temps moyen entre deux infestations, sélectionnant ainsi de bons survivants portant

peu de bactéries, (ii) augmente la compétition intra-hote entre nématodes, sélectionnant ainsi

4Ceci n’est vrai que si au moins I'un des deux traits répond de facon sigmoide a la quantité de ressources
disponibles. Si ce n’est pas le cas, la courbe de compensation sera soit linéaire soit toujours concave dans le
modele considéré.
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une virulence plus forte, donc probablement une rétention plus élevée. Conformément aux pré-
dictions de Fenton and Hudson (2002) en environnement imprédictible, on pourrait s’attendre

a fixer une stratégie mixte a I’équilibre.

3.2. Diversité de stratégies chez les nématodes entomopathogenes

Nous avons déja vu que les nématodes different sur le nombre de bactéries qu’ils portent
et les bénéfices et colits liés a 1’association avec des bactéries. Steinernema scapterisci exhibe
notamment une rétention si faible que la population est, vraisemblablement, constituée d’une
majorité d’individus qui ne portent pas de bactéries et de quelques individus qui en portent : on
pourrait suspecter de 1’hétéromorphisme chez cette espece. Outre les traits de valeur sélective
étudiés dans mes expériences, d’autres traits d’histoire de vie sont variables entre especes de

nématodes et pourraient affecter les premiers.

3.2.1. Chasseurs itinérants et chasseurs a ’affiit

Deux stratégies de recherche d’hotes ont été décrites chez les nématodes entomopathogenes.
Certaines especes, comme Steinernema carpocapsae, attendent passivement le passage d’in-
sectes hotes : elles chassent a 1’afftit. Ces nématodes se rencontrent plutot a la surface du sol,
la ot le déplacement des insectes est aisé. D’autres nématodes, au contraire, sont trés mobiles
et recherchent activement des hotes dans le sol; c’est le cas de S. glaseri (Lewis et al. 1992).
Il existe aussi une stratégie mixte, qui est en fait la plus répandue (Campbell et al. 2003) : S.
rarum chasse a la fois des hotes mobiles et des hotes sédentaires. Une étude récente a montré
que les nématodes peuvent parasiter des insectes déja morts et que ce trait differe entre Stei-
nernema feltiae et S. affine'> (San-Blas et al. 2008) ; ces différences pourraient étre interprétées
en termes de différences de stratégies de chasse. Ces stratégies peuvent médier la compétition
inter-couples : ainsi S. carpocapsae gagne face a S. glaseri a la surface du sol, et c’est I'inverse
en profondeur (Koppenhofer et al. 1996).

Les nématodes qui chassent passivement, a 1’afflit, peuvent peut-€tre se permettre de porter
plus de bactéries que les chasseurs itinérants. En effet ces derniers dépensent probablement plus
d’énergie en phase libre pour assurer leur mobilité ; dans ces conditions, porter des bactéries
devrait représenter un cofit plus important. Dans une étude théorique, Fenton and Hudson (2002)
ont déja émis 1’hypothese d’un colit a étre infectieux (c’est-a dire, dans leur cas, mobile et
capable de détecter et d’infester les hotes). Il serait intéressant de tester si les chasseurs a 1’affht
sont aussi ceux qui portent beaucoup de bactéries, et inversement si les chasseurs itinérants

portent moins de bactéries.

5Sur le terrain, S. feltiae parasiterait autant les insectes vivants que morts alors que S. affine parasiterait moins
les insectes morts.
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3.2.2. L’infectivité échelonnée, ou I’art de répartir le risque

L’infectivité échelonnée (phased infectivity) a été observée chez Heterorhabditis bacterio-
phora (Campbell et al. 1999) et Heterorhabditis megidis (Ryder and Griffin 2003). Chez ces
deux especes, tous les nématodes qui sortent d’un cadavre d’insecte ne sont pas infestants en
méme temps, et les derniers nématodes qui en sortent ne seront infestants qu’apres un temps de
latence. Récemment, Riveros et al. (2007) ont montré que les nématodes de premicre généra-
tion (émergence précoce) sont plus infestants que les nématodes de deuxieme génération chez
Steinernema rarum.

Des travaux théoriques ont montré que 1’adoption d’un pouvoir infectieux sub-maximal est
avantageuse'® s’il y a un colit a étre infectieux'” et si les hotes sont rares, car elle permet d’aug-
menter la survie entre deux cycles parasitaires (Fenton and Hudson 2002). Une autre prédiction
du modele est que la variance d’infectivité entre individus augmente avec la stochasticité de
I’environnement, augmentant ainsi la probabilité qu’au moins quelques parasites infectent un
hote. Plus I’abondance des hotes est imprédictible, plus les stratégies mixtes ou coexistent des
parasites peu infectieux (trés abondants) et tres infectieux (peu abondants) sont favorisées. On
retrouve ici la prédiction des modeles de Charnov.

Chez les nématodes entomopathogenes, seulement 20 a 30% des stades infestants seraient
immédiatement infestants'® (Fan and Hominick 1991 ; Bohan and Hominick 1996). Cette stra-
tégie, en plus de limiter le risque d’échec global des nématodes sortant d’un méme insecte,

limite la compétition intraspécifique entre apparentés.

3.2.3. Niveau d’exploitation de I’hote

Dans ce qui suit nous montrons (i) que 1’exploitation de 1’héte insecte par les nématodes
est tres intense et (ii) qu’elle est variable entre especes de Steinernema selon leur vitesse de
développement, comme entre Heterorhabditis selon la proportion d’individus males versus her-
maphrodites.

Les nématodes parasites d’insecte sont de tres bons reproducteurs : quelques nématodes
introduits dans une chenille d’environ 1 cm de long et 0,3 cm de diametre sont a I’origine
de quelques centaines de milliers de descendants ! Ce succes reproductif énorme est monnaie
courante chez les parasites (revue dans Combes (2001), p. 183). Dans le cas des nématodes
entomopathogenes, il est permis par la mort de 1’hote! et I’exploitation quasi-totale de la res-
source, qui est la stratégie avantageuse en milieu fragmenté (Charnov 1976). En effet, selon la
théorie de I’optimal foraging, les prédateurs ont intérét a rester dans une parcelle ou la chasse

est fructueuse plutdt que de perdre du temps a chercher des proies dans une autre parcelle, et

16En termes de taux de reproduction de base du parasite (Ry).

17Les auteurs introduisent explicitement un compromis survie-infectivité dans leur modele. Ce type de com-
pensation entre virulence (infectivité) et transmissibilité (dépendante de la survie) est largement étudié chez les
pathogenes, qui ne pourraient augmenter la premiere qu’au détriment de la seconde.

181’ absence de pouvoir infectieux des nématodes a deux origines : intrinséque et résultant de signaux inhibiteurs
émis par les insectes infestés (Fairbairn et al. 2000).

19Cette caractéristique rapproche les nématodes entomopathogénes des parasitoides.
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ce d’autant plus que le colit a la dispersion (distance entre parcelles) est fort. Dans le sol, les
hotes insectes sont une ressource morcelée pour leurs parasites®’, qui auraient intérét a exploiter
un hoéte a fond avant de quitter le cadavre, surtout si les insectes sont rares. C’est la stratégie
que des nématodes entomopathogenes semblent avoir adoptée : en effet, chez S. carpocapsae
symbiotique, les premiers nématodes sont émis une dizaine de jours a peine apres I'infestation,
mais d’autres nématodes émergent du cadavre pendant au moins deux semaines supplémen-
taires en conditions de laboratoire. Ceci est moins vrai chez les individus aposymbiotiques de
Steinernema carpocapsae, qui sortent plus tard de I’insecte et pendant plus longtemps que les
symbiotiques (observation personnelle), et qui paient un cofit moindre a la dispersion. Le dé-
calage temporel dans la sortie des nématodes pourrait d’ailleurs limiter la compétition entre
individus apparentés, de la méme maniere que I’infectivité échelonnée décrite précédemment.

Les chenilles infestées par Steinernema feltiae émettent des descendants des 7 jours apres
infestation, et il ne reste guere de la chenille, apres I’émergence des nématodes, qu’une cuticule
vidée de sa substance (observation personnelle). Steinernema feltiae est I'une des especes de
Steinernema les plus fréquentes dans le monde (Hominick et al. 1997). Serait-ce parce que sa
grande vitesse de développement lui confere une compétitivité supérieure a d’autres ?

Chez les nématodes du genre Heterorhabditis la production d’individus unisexués est fa-
cultative. Deux stratégies coexistent : la production de males et d’hermaphrodites, favorisant la
diversité génétique de la descendance et éventuellement I’adaptation a de nouvelles conditions,
et la stratégie hermaphrodite pure, qui augmente le nombre total de descendants. En cas de stress
nutritif, certaines souches de nématodes produisent proportionnellement plus de males, d’autres
au contraire, plus d’hermaphrodites au détriment des males, donc plus de descendants, ce qui
augmenterait les chances qu’au moins quelques-uns réussissent une infestation. La culture des
nématodes in vitro avec différentes souches de Photorhabdus montre que le passage de 1’une
a l'autre dépend également de la souche bactérienne utilisée. Une des souches, notamment,
n’autorise que la production d’hermaphrodites (Rincones et al. 2001 pour tout le paragraphe).

Ainsi, différentes stratégies d’exploitation de 1’hote se rencontrent chez les nématodes. Elles
dépendent de la vitesse de développement du nématode, directement dépendante de la qualité
et de la quantité de ressources disponibles a un instant t, et de la souche de bactérie (qui peut
déterminer en partie la nature et la quantité des ressources disponibles pour le développement

du nématode).

Conclusion

Cette these apporte quelques informations sur le fonctionnement des symbioses némato-
bactériennes. Les intéréts des deux partenaires semblent alignés en phase parasite, lors de la-

quelle nématodes et bactéries se multiplient. L’asymétrie de 1’association, obligatoire pour la

20D’ autant que les insectes ont souvent une distribution agrégée (Tinbergen 1981 ; Dall et al. 1997).
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bactérie (totalement dépendante de la survie du nématode pour sa transmission) mais parfois
facultative pour le nématode, n’empéche pas I’apparition de colits en phase libre, dépendants de
la charge symbiotique. Le conflit d’intéréts pour 1’allocation des ressources des stades infestants
se manifeste par un compromis entre traits du nématode qui, s’il a une base génétique, pourrait

expliquer la diversité des modalités et de la spécificité d’association rencontrée dans la nature.

Toutefois, dans ce travail, je me suis contentée des aspects physiologiques de la symbiose.
Restent a explorer les volets génétique, qui seul a une réelle portée évolutive, et écologique, qui
inclura les facteurs environnementaux €liminés des expériences. Finalement, mon travail pose
plus de questions qu’il n’en résout : le compromis survie-reproduction a-t-il une base géné-
tique ? Si oui, quelle est la forme de la courbe de compensation entre ces traits ? Les stratégies
rencontrées dans la nature valident-elles les prédictions théoriques ? Quels sont les parametres
influencant la répartition des especes sur le terrain ? En particulier, quel role jouent les compé-
titions entre couples némato-bactériens sur les modalités d’association ? Pourraient-elles expli-

quer les différences de spécificité entre couples ?

Perspectives...

...écologiques

Une méta-analyse sur la répartition des différents couples némato-bactériens dans le monde,
superposée a leurs traits d’histoire de vie, serait probablement tres informative. Elle permettrait
de savoir quels sont les facteurs-clés dans la distribution des especes de nématodes : 1’étendue de
leur spectre d’hdtes ? L'étendue de leur spectre de symbiotes ? Mais aussi : leur compétitivité ?
Leur persistance dans le sol ? Leur virulence envers I’insecte ? Ces questions peuvent aussi étre

abordées individuellement par expérimentations de terrain a plus petite échelle.

...expérimentales

L’évolution expérimentale est un moyen direct d’étudier les corrélations génétiques entre
traits. Compte tenu des résultats précédents, 1’objectif 8 moyen terme est de tester si les corré-
lations entre rétention et réussite parasitaire d’une part, entre rétention et mortalité de 1’autre,
sont retrouvées entre génotypes différents de nématodes. Pour ce faire, il nous faut obtenir, par
infestations successives d’insectes, des lignées de nématodes qu’on espere divergentes au bout
de quelques générations, et les comparer entre elles et avec les nématodes ancestraux sur les
traits d’histoire de vie habituels (rétention, survie, reproduction). La mesure de ces traits sur
plusieurs générations nous renseignera sur leur déterminisme génétique.

Des expériences de sélection artificielle sont également envisagées, qui permettraient une
manipulation plus directe et contrdlée des colits et bénéfices de 1’association. Par exemple, en
sélectionnant des nématodes qui survivent bien, on s’attendrait a voir la rétention et la repro-

duction diminuer. Dans un premier temps, ces expériences de sélection seront menées sur le
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partenaire bactérien, plus aisé a manipuler. En sélectionnant sur la vitesse de multiplication
des bactéries puis en réassociant les lignées sélectionnées avec des nématodes, on accedera a
I’effet du taux de croissance de la bactérie sur les colts et bénéfices de 1’association pour le
nématode. Des bactéries qui se multiplient rapidement conferent-elles un avantage supplémen-
taire au nématode (mort précoce de I’insecte, avantage compétitif face aux souches bactériennes
ancestrales) en phase parasitaire ? Sont-elles plus coliteuses a transporter en phase libre ?

Il serait aussi intéressant de manipuler le colit a 1’association chez S. carpocapsae pour
savoir si la proportion d’individus aposymbiotiques peut varier en réponse a ce colit. Dans la
nature, elle dépend vraisemblablement de nombreux autres parametres comme 1’abondance re-
lative des insectes et des nématodes dans le sol, les capacités de dispersion des stades infestants

et la présence d’autres parasites d’insectes.

...théoriques

Cette approche repose sur le pré-supposé d’un déterminisme génétique des traits étudiés.
C’est une hypothese forte, mais qui ouvre la voie a des questions pour le moment difficiles a
aborder d’un point de vue expérimental. Par exemple, quel est 1’effet des traits de la symbiose,
et notamment de la forme de la courbe de compensation survie-reproduction, sur les stratégies
fixées a 1’équilibre ? Sous quelle(s) condition(s) la spécificité dans ces associations est-elle fa-
vorisée ? En s’inspirant du modele classique Susceptible-Infesté, on peut envisager 1’étude d’un
systéme a trois compartiments : les insectes sains, les insectes infestés et les nématodes libres.
En utilisant les principes de la dynamique adaptative, nous aurons acces aux conditions qui per-

mettent 2 un nématode mutant sur un trait-clé d’envahir une population résidente a 1’équilibre.
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Les problemes de couple dans les symbioses némato-bactériennes parasites
d’insecte.

Résumé : Les nématodes entomopathogenes Steinernema sont associés symbiotiquement a des bactéries
du genre Xenorhabdus. Leur cycle de vie comprend deux phases : une phase libre, dans le sol, ou les
nématodes portent leurs symbiotes dans le tube digestif, et une phase parasite, dans 1’insecte, ou les deux
partenaires se multiplient cote a c6te. Le bilan fin de I'interaction, globalement bénéfique pour les deux
partenaires, a été peu étudié pour le moment.

Dans un premier temps, nous avons abordé ces symbioses d’un point de vue colits-bénéfices pour le
nématode afin d’identifier les pressions de sélection agissant sur son investissement dans la symbiose.
Nous montrons que 1’association est a la fois bénéfique (reproduction en phase parasitaire) et coliteuse
(mortalité en phase libre) pour le nématode, en proportion de sa charge symbiotique. Ces corrélations
engendrent un compromis survie-reproduction pour le nématode, médié par ses symbiotes. Selon les
conditions environnementales, elles pourraient éventuellement déstabiliser 1’association, et, notamment,
altérer sa spécificité.

Dans un second temps, nous avons donc exploré la spécificité de ces associations dans la nature et
au laboratoire. Lors d’un échantillonage de terrain, nous avons retrouvé la spécificité de ces associations
largement décrite par ailleurs. Au laboratoire, la réassociation expérimentale entre nématodes et bacté-
ries non natives montre que le spectre des bactéries retenues est plus étroit que le spectre des bactéries
bénéfiques. De plus, des différences de modalités d’association apparaissent entre especes de nématodes,
qui suggerent que la correspondance nématode - bactérie ne serait pas aussi stricte que prévu.
Mots-clés : symbiose, mutualisme, coiit, compromis, investissement, spécificité, Steinernema, Xeno-
rhabdus.

Relationship problems in entomopathogenic nematode-bacteria couples.

Abstract : Entomopathogenic nematodes from Steinernema genus are symbiotically associated with
Xenorhabdus bacteria. Their life cycle comprises two phases : a free stage in the soil, where bacteria
are carried inside nematodes’ gut and a parasitic stage in the insect, where both partners are separated
and multiply in parallel. For nematodes, benefits are clear during the parasitic stage while costs prevail
during the free stage.

We first tried to measure the balance between costs and benefits in these symbioses to identify selec-
tive pressures acting on nematode’s symbiotic investment. We showed that nematodes endure costs to
the association in free stage in terms of survival, these costs increasing with bacterial load. On the other
side, nematodes benefit from the symbiosis in proportion of bacterial load in parasitic stage in terms
of reproduction. These two antagonistic effects lead to a trade-off between nematodes’ survival and re-
production which is mediated by their bacterial symbionts. Thus, depending on the environment, these
correlations could challenge association stability. It could also impact the way the specificity of these
associations evolves.

In a second part, we addressed the question of symbiosis specificity in natura as well as in laboratory.
Field samples confirmed the already-known constancy of association between a nematode species and
a bacteria species all over the world. Experimental re-associations between two nematode species and
foreign bacteria showed differences between retention and benefit specificities as well as inter-specific
variability. Thus the one-to-one association between nematode and bacteria species may not be as strict
as previously thought.

Keywords : symbiosis, mutualism, cost, trade-off, investment, specificity, Steinernema, Xenorhabdus.





