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A Ludo et aux enfants que nous étions.



“La science est une magie qui réussit. ”

Kurt Vonnegut

“Scientists are responsible for truth, knowledge, wisdom [ ].

Truth is what is-it is the underlying reality of all existence. Knowledge is what
we think we know about truth. Knowledge, however, is always an imperfect
assessment, and is always subject to revision and improvement. The
realization that there are discrepancies and weaknesses in knowledge is
wisdom. Wisdom leads to a process, called the philosophy of science,
through which knowledge is modified to better fit the truth. Philosophy means
the love of wisdom, and doctors of philosophy are supposed, before all else,

to be experts in wisdom.”

Robert MacArthur
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INTRODUCTION ET PROBLEMATIQUE

1) Le contexte général de I’agriculture moderne

Les agro-écosystemes occupent un tiers de la surface globale terrestre (FAOSTAT
1999), constituant la surface la plus importante en terres exploitées par 'homme.
Cette expansion considérable, associée a une intensification de la production
agricole au cours la révolution verte a permis de subvenir aux besoins alimentaires
de la population mondiale a la sortie de la deuxieme guerre mondiale mais a un codt
environnemental et sanitaire élevé. Ainsi, en I'espace de 50 ans [l'utilisation de
fertilisants a augmenté de 500% (Matson et al. 1997; Tilman et al. 2001), perturbant
les cycles naturels des nutriments et entrainant une pollution généralisée des
écosystémes et des ressources en eau douce. Tandis que I'utilisation immodérée de
pesticides pour la protection des cultures a causé de nombreux effets néfastes sur la
santé humaine (FAO 2000; Pimentel 2005) et I'environnement (Green et al. 2005;
Foley et al. 2005). Malgré ces effets négatifs, la consommation en pesticides a
'échelle mondiale a été estimée a 2,6 millions de tonnes dans les années 1990
(Aspelin 1997) et continue a augmenter (EPA USA 2011), avec dans certains cas
une augmentation de la fréquence d’'usage et des concentrations appliquées afin de
contourner le développement de résistances chez les bioagresseurs ciblés
(Chandrasekara et al. 1985; WRI 1998).

Une perte de biodiversité, soit directement par la conversion des espaces naturels
en terres arables, soit indirectement sous l'influence de pratiques intensives, a été
également le prix a payer pour nourrir le monde. Ainsi, en moins de 20 ans un déclin
des abondances a été avéré pour 83% des espéces d’oiseaux des champs et une
restriction de leur distribution pour 86% rien qu'en Grande Bretagne (Fuller et al.
1995) mais les mémes observations sont notées dans tous les paysages agricoles
européens (Donald et al. 2001a). Des tendances similaires ont été aussi observées
pour les mammiféeres (Flowerdew et al. 1997), pour les plantes et les arthropodes
(Donald 1998 ; Sotherton & Self 2000 ; Geiger et al. 2010 ; Prieto-Benitez & Méndez
2010).



1.1) Vers un nouveau paradigme de I’agriculture

Ces constats alarmants suggeérent que lintensification agricole a atteint ses limites.
D’'une part, les surfaces potentiellement cultivables ainsi que les ressources sont
limitées (Godfray et al. 2010). D’autre part, la perte de biodiversité et de paysages
patrimoniaux n’est plus admissible par respect des générations futures (Tilman
1999). Ces préoccupations imposent donc la nécessité de se tourner vers un
nouveau modeéle d’agriculture. Ainsi, une nouvelle l|égislation adaptée et des
stratégies de gestion plus durables ont vu le jour partout dans les pays développés
avec l'objectif de limiter les impacts négatifs de l'intensification agricole (en France :
les Mesures Agro-Environnementales ; le plan Ecophyto 2018, etc.). Des plans
d’investissements importants ont été adoptés notamment dans le secteur de la
recherche publique, pour encourager le développement de nouvelles technologies
comme des variétés de plantes OGM polygéniques (Godfray et al. 2010) ou de
nouvelles approches en sélection variétale (Tester & Langridge 2010). Les
préoccupations sociétales et les débats scientifiques ont nourri la réflexion ces vingt
derniéres années autour de 'émergence de nouveaux concepts pour une agriculture
durable comme [lagriculture écologiquement intensive ou encore la révolution
doublement verte (Conway 1997; Griffon 2002 ; Royal Society 2009; Godfray et al.
2010). Ces nouveaux modeéles énoncent que pour étre durable I'agriculture doit
intégrer dans la gestion des espaces agricoles les principes gouvernant les
écosystémes (Tilman 1999; Shennan 2008) afin d’optimiser les processus naturels
de production et de régulation. Cependant, et malgré les nombreux investissements,
le recours a des systémes de productions respectueux de I'environnement reste
percu comme nuisible aux rendements (Green et al. 2005) et I'agriculture moderne
reste encore trés dépendante des produits phytosanitaires par exemple (Oerke &
Dehne 2004). Ainsi, la situation actuelle est telle que malgré une conscience
générale quant a la nécessité d'adopter une agriculture respectueuse de
I'environnement, on ne dispose pas de mode de gestion optimale minimisant a la fois
les pertes de biodiversité tout en assurant les meilleurs rendements. Pour cela, il
semble indispensable d’améliorer notre capacité de prédiction pour pouvoir anticiper
les réponses biologiques aussi bien localement qu’a une échelle globale (Pereira et
al. 2010 ; Convention on Biological Diversity 2011 ; Dawson et al. 2011). Or, de telles
prédictions sont encore difficiles puisque les interactions complexes entre
organismes, les boucles de rétrocontrole et leurs effets sont rarement pris en compte

dans les recherches (Gilman et al. 2010 ; Barnozky et al. 2012).



En conclusion, I'agriculture moderne est confrontée a deux défis majeurs a relever,
parfois difficilement compatibles : assurer la sécurité alimentaire a long terme, et
réduire l'impact négatif sur I'environnement. Pour que l'on puisse intégrer les
processus haturels dans la gestion durable des espaces agricoles, il est
indispensable d’acquérir une compréhension fine des facteurs régissant la
biodiversité pour pouvoir prédire ses effets sur le fonctionnement des écosystémes.
Le présent travail de thése s’inscrit dans la continuité des recherches scientifiques
menées ces dernieres années avec pour objet de comprendre les mécanismes
régissant les relations entre biodiversité et services éco-systémiques dans le but

d’améliorer la durabilité des systémes agricoles.

1.2) Biodiversité et services éco-systémiques en milieu agricole

La prise de conscience de I'impact des activités humaines sur la biodiversité dans
les années 1990 s’est accompagnée d’'une prise de conscience des bénéfices que
cette diversité biologique pouvait apporter a '’humanité. Les bénéfices, qualifiés de
services éco-systémiques, s’étendent de la régulation du climat a la production de
nourriture et d’eau potable. La valeur de leur approvisionnement est estimée a
plusieurs milliards de dollars (Costanza et al. 1997). Le service de contrble
biologique qui est I'un des services les plus importants en milieu agricole, représente
a lui seul prés de 336 millions de dollars chaque année a I'échelle mondiale
(Costanza et al. 1997).

Paradoxalement, I'agriculture contribue aussi a I'enrichissement et au maintien de la
biodiversité, patrimoniale ou commune (Altieri & Merrick 1987 ; Wolff et al. 2001).
Depuis des millénaires les pratiqgues de sélection et de domestication exploitent le
potentiel génétique des espéces en créant des variétés, des cultivars et des races
(Galluzzi et al. 2010). Les paysages agricoles jouent aussi le réle d’habitat-refuge
pour de nombreux taxa (Benton et al. 2003; Carré et al. 2009; Geiger et al. 2010).
Les communautés d’invertébrés, et en particulier les insectes, présentent des
niveaux de richesse comparables & ceux rencontrés dans les écosystémes naturels
et ils contribuent a de multiples services éco-systémiques comme la fertilisation des
sols, la pollinisation ou encore le contréle des ravageurs (Losey & Vaughan 2006).
Les organismes hébergés par les espaces agricoles et les multiples services
auxquels ils participent, contribuent ainsi activement au bien-étre de 'humanité (MEA
2005).



Néanmoins, I'homogénéisation des paysages agricoles et lintensification des
pratiques compromettent a terme le maintien de cette biodiversité. L'impact de la
perte de biodiversité sur les services rendus est devenu un objet d’investigations
intenses et le rble de la biodiversité dans le maintien des services éco-systémiques a
été largement débattu (Tilman & Downing 1994 ; Tilman 1996 ; McGrady-Steed et al.
1997; Naeem & Li 1997; Doak et al. 1998; Tilman 1999; Yachi & Loreau 1999; Ives
et al. 2000; Lehman & Tilman 2000; McGrady-Steed & Morin 2000 ; lves & Hughes
2002).

Des études théoriques et expérimentales ont démontré [l'effet stabilisant de la
diversité spécifique sur le maintien des fonctions éco-systémigques comme la
productivité (Cardinale et al. 2007), la pollinisation (Brosi & Briggs 2013 ; Garibaldi et
al. 2013) ou encore la régulation des ravageurs (Snyder et al. 2008). En effet, plus
un systéme contient d’espéces, plus la probabilité que l'une delles soit trés
productive, par exemple, est accrue, par effet d’échantillonnage (Huston 1997 ;
Schwartz et al. 2000). De plus, dans les assemblages diversifiés, la complémentarité
entre especes permet une utilisation plus efficace de la ressource, améliorant ainsi
les rendements (Loreau & Hector 2001). De tels assemblages semblent aussi plus
résistants aux perturbations et peuvent assurer le maintien des fonctions dans
I'espace et dans le temps (Kremen 2005 ; de Mazancourt et al. 2013). |l a été aussi
montré que la biodiversité per se favorise le maintien concomitant de multiples
fonctions écologiques (e.g. la multifonctionnalité, Maestre et al. 2012) de part I'effet
de facilitation que les espéces exercent entre elles. Intégrer ces raisonnements dans
la gestion des systémes de production agricole semblait donc une stratégie
encourageante pour parvenir a une agriculture a la fois productive et durable.
Cependant, malgré I'enthousiasme suscité par ces découvertes, le bilan est mitigé
(Schwartz et al. 2000) et la relation positive entre biodiversité et processus
écologiques est en réalité trés dépendante de I'échelle d’observation et du degré de
manipulation des systemes étudiés (Balvanera et al. 2006). De plus, la forme et
lintensité de la relation entre les composantes de l'intensification agricole telles le
rendement, et I'abondance et la diversité des espéces, varient considérablement
selon le groupe taxonomique (Gabriel et al. 2013). Cela s’explique non seulement
par les exigences particulieres de chaque espéce en termes de qualité de I'habitat
mais également par les interactions qu’elle entretient avec les autres organismes.
Par exemple, Gabriel et al. (2013) spéculent que la diversité et 'abondance des
syrphes (Diptera) sont positivement corrélées aux rendements puisque les ravageurs
comme les pucerons sont la ressource déterminante pour le développement de leurs

larves. Cette complexité explique I'absence d’effet positif général de la biodiversité
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sur un certain nombre de propriétés ou fonctions écologiques, comme le contréle
biologique par exemple.

En conclusion, il n’y a pas derelation simple entre intensifiation agricole, biodiversité
et fonction car la réponse a lintensification des organismes délivrant les services
éco-systémiques differe selon les interactions qu’ils entretiennent avec leur milieu et
avec les autres organismes. Il semble donc indispensable que pour améliorer notre
capacité de prédiction en ce qui concerne les services de régulation il est nécessaire
d’acquérir une meilleure compréhension des mécanismes en jeu (Bianchi et al.
2006). Les communautés d’arthropodes auxiliaires en milieu agricole apparaissent
comme un bon modéle pour investiguer les effets de la diversité et des interactions
entre espéces sur l'approvisionnement en fonctions écologiques. Non seulement
elles participent activement a un service éco-systémique trés important qui est le
contréle biologique, mais elles présentent aussi des niveaux de diversité a la fois

élevés et relativement faciles a étudier ou manipuler expérimentalement.
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Figure 1. Exemple de la complexité du réseau d'interactions sein des agroécosystémes. Ici Pocock et al. (2012) ont suivi
pendant deux ans les interactions entre plantes, invertébrés, oiseaux et mammiferes dans une ferme a Somerset, Royaume-
Uni. lls ont échantillonné les champs cultivés et les habitats semi-naturels autour des champs. L’ensemble du réseau est
présenté en haut, a gauche ou chaque rond correspond a une espéce. Les informations quantitatives sont présentées pour
chacun des 7 sous-réseaux. Chaque couleur correspond a un groupe biologique, le vert foncé correspond aux plantes non-
cultivées et le vert clair, aux plantes cultivées. Les barres d’échelle indiquent les abondances des animaux. Les plantes sont
représentées pour chaque sous-réseau, en proportion du nombre de leurs interactions avec les animaux. (D’aprés Pocock et
al. 2012).



1.3) Le contrdle biologique : la biodiversité pour la protection des cultures

La communauté d’arthropodes en milieu agricole, spécialistes ou généralistes,
assure en grande partie la régulation naturelle des organismes nuisibles (Pimentel
2005; Losey & Vaughan 2006), et semble étre un levier d’action important pour
promouvoir une protection des cultures durable. Le potentiel des communautés
d’auxiliaires a contréler les populations des organismes nuisibles a été largement
exploré dans la littérature scientifique et fait partie intégrale aujourd’hui de
nombreuses stratégies de lutte biologique (Gurr & Wratten 2000 ; Ferron & Deguine
2005). Du point de vue théorique, beaucoup d’efforts ont été produits pour
comprendre la dynamique des interactions entre proies et prédateurs (Hassel 1978)
ou pour élucider les effets du degré de généralisme des prédateurs sur I'efficacité de
contrble des populations de ravageurs (Symondson et al. 2002). La biologie et les
traits de vie de la plupart des insectes auxiliaires des cultures ont fait aussi I'objet de
nombreuses études et on sait prédire assez bien leurs cycles de vie (Stary 1970 ;
Saska & Honek 2004) et leurs besoins en termes de nutrition ou d’habitat (Charrier
et al. 1997 ; Géneau et al. 2013). Leur utilisation en lutte biologique a ainsi dépassé
le confinement des serres, et des stratégies de renforcement de leurs populations, a
I'échelle de la parcelle ou méme a I'échelle du paysage, ont vu le jour (Gurr et al.
1996). Ces initiatives ont été recues avec un enthousiasme qui est d’autant plus
justifié que les contraintes imposées par I'évolution de la Iégislation en termes de
lutte chimique, laissent peu d’alternatives pour la protection des cultures dans
certains systemes de production. Ainsi, parmi les stratégies de gestion proposées,
on peut citer par exemple, les ‘beetle banks’, contribuant a améliorer I'hivernation
des coléoptéres carabiques (Thomas et al. 2002 ; Macleod et al. 2004), ou encore
les bandes fleuries, pour améliorer la survie des pollinisateurs et des hyménoptéres
parasitoides (Wratten et al. 2012; Balmer et al. 2013). Cependant, et malgré les
efforts, les effets sur la dynamique des populations des ravageurs n'ont pas été a la
hauteur des attentes (Bianchi et al. 2006) et dans certains cas une augmentation des
populations d’organismes nuisibles a méme été constatée, suite a 'amélioration de
la qualité des habitats (Thies & Tscharntke 2005 ; Eggenschwiler et al. 2013).

La raison principale de cet échec est la méconnaissance des phénomeénes potentiels
de synergies ou d’antagonismes entre les organismes des paysages agricoles. De
plus en plus d’études montrent la complexité des interactions au sein des
communautés d’auxiliaires (Duffy et al. 2007 ; Martin et al. 2013) et les

interdépendances que ces interactions créent entre les différents services éco-



systémiques (Reganold et al. 2011; Balmer et al. 2013). La figure 1 est I'un des
exemples empiriques les plus récents, illustratifs du degré de complexité que
montrent les réseaux d’interactions dans les paysages agricoles (voir aussi Miller et
al. 1999 ; Macfadyen et al. 2009). Des études empiriques plus détaillées des
différents compartiments de ces réseaux d’interactions ont ainsi relevé I'existence de
plusieurs mécanismes interférant avec le contrdle des ravageurs. Il a été montré par
exemple que la prédation intra-guilde était un phénomene répandu (Davey et al.
2012 ; Traugott et al. 2012). D’autres études ont montré I'importance des proies
alternatives (e.g. switching behaviour) sur [lefficacité du contrdle biologique
(Symondson et al. 2002 ; Arab et al. 2013). Les effets d’autres phénoménes comme
la saprophagie (e.g. scavenging, Wilson & Wolkovich 2011 ; von Berg et al. 2012), la
compétition (Ingram et al. 2012) ou le comportement (Guy et al. 2008 ; Wimp et al.
2013) restent encore largement sous-évalués.

Ces interactions complexes peuvent aussi étre influencées par les traits de vie des
espéces comme le degré d'opportunisme (Schmidt et al. 2010), la capacité de
dispersion ou l'utilisation de I'espace (Finke & Denno 2002 ; Birkhofer et al. 2011 ;
Liu & Zhang 2013). Des facteurs extrinséques comme la modification de I'habitat
(Janssen et al. 2007; Tylianakis et al. 2007) ou encore le changement climatique
(Suttle et al. 2007) peuvent moduler ensuite la nature et l'intensité des interactions
entre especes.

Suite a ces constats, de plus en plus d’études concluent quant a la nécessité
d’intégrer dans I'étude de la biodiversité, 'analyse de la complexité des réseaux
multi-trophiques afin d’obtenir une compréhension plus compléte des services
rendus comme le contrdle biologique (Symondson et al. 2002 ; Ives et al. 2005 ;
Thompson et al. 2012). Cette nécessité provient du fait que les réseaux
d’interactions tels que les réseaux trophiques présentent des propriétés émergentes
qui ne sont pas réductibles a la somme des effets des espéces impliquées (Bohan et
al. 2013) et que ces propriétés émergentes sont souvent déterminantes pour
'accomplissement d’'une fonction écologique. D’une part, 'analyse des topologies
des réseaux d’interactions et d’autre part I'élucidation des mécanismes qui les
généerent dans le contexte des agroécosystemes devront permettre d’élaborer des
hypothéses prédictives et des regles de décision générales (Bohan et al. 2013) pour
la gestion durable des espaces agricoles.

Il est donc indispensable de changer d’échelle d’investigation et d’adopter une vision
systémique de la biodiversité en milieu agricole via l'intégration des réseaux
d’interactions. La compréhension des interactions entre espéces et des processus

déterminant leurs associations est le principal objet des études en écologie des
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communautés. S’inspirer donc de la démarche générale de cette discipline ainsi que
des avancées théoriques pour les appliquer a I'étude des systémes agricoles semble
une approche prometteuse. Réciproquement, l'intérét du « modeéle agricole » pour
les écologistes des communautés contribue a enrichir le domaine de I'écologie
théorique (Thébault & Fontaine 2010 ; Pocock et al. 2012).

Comprendre les mécanismes qui régissent les interactions entre espéces et
comment ces mécanismes impactent I'approvisionnement en services éco-
systémiques sont des questions importantes dans le contexte de [lagriculture
moderne. Dans ce travail de thése, nous nous focalisons sur le service de contrble
biologique avec l'objectif de comprendre comment la diversité et les interactions
entre especes, a I'échelle de la communauté, peuvent impacter la régulation des
ravageurs. Pour cela nous nous basons sur les réflexions et concepts développés

dans le cadre de I'écologie des communautés.

2) Ecologie des communautés et mécanismes a I'origine de la biodiversité

2.1) Concepts théoriques

La complexité et la diversité des interactions entre espéces ont fasciné plusieurs
générations de scientifiques depuis Darwin et son « entangled bank » (Darwin 1859).
Expliquer l'origine et l'interdépendance des interactions entre espéces est devenu
une question centrale en écologie. Comprendre comment sont générés les patrons
de diversité au sein des communautés a non seulement des implications sociétales
profondes mais c’est également une question scientifique stimulante. En effet,
certains écosystémes comme les foréts tropicales ou les récifs coralliens présentent
des niveaux de diversité et de complexité des interactions déconcertants. La
premiére tentative pour expliquer 'origine de cette complexité est le travail de Darwin
sur les pinsons des iles Galapagos. Il a suggéré que la diversification qui s’est
opérée au sein de cette guilde, pouvait résulter d’'une compétition accrue pour la
ressource, qui était tres limitée sur les petites iles de I'archipel. Cette compétition par
le biais de la sélection naturelle a conduit & une radiation adaptative par
spécialisation pour [I'exploitation d'une partie de la ressource. Malgré ce
raisonnement trés répandu, la démonstration effective de la radiation adaptative en
réponse a la compétition pour la ressource n’a pu étre apportée que trés récemment

(Grant & Grant 2006). Les réflexions initiales de Darwin ont été reprises et étoffées



par la suite dans le cadre de I'une des plus importantes théories en écologie des
communautés : la théorie de la niche (voir 'Encadré 1).

MacArthur est le premier & avoir formalisé le mécanisme de partage de niche dans
son travail sur la communauté de fauvettes forestieres en Amérique du Nord. Il a
démontré qu’'une ségrégation spatiale selon la strate de la canopée s’opérait entre
des especes écologiqguement similaires. Cette ségrégation spatiale en réponse a la
compétition pour la ressource permettait la coexistence entre les espéces
(MacArthur 1958). La théorie de la niche a beaucoup enrichi la recherche en
écologie et elle a fourni un cadre conceptuel pour élucider de nombreux patterns
d’organisation des communautés. L'intégration de concepts de I'écologie évolutive a
particulierement contribué a I'enrichissement du cadre théorique de la niche (Losos
2008 ; Stuart & Losos 2013). Les avancées théoriques dans le cadre de la théorie de
la niche ont également apporté des concepts applicables a la gestion et a la
conservation de la biodiversité (Schwartz et al. 2000; Wiens et al. 2010).
Paradoxalement, c’est aussi MacArthur qui propose le second cadre théorique
fondamental en écologie des communautés : la théorie de la biogéographie insulaire
(voir ’'Encadré 1) qui en prenant en compte des processus comme la dispersion ou
les caractéristiques de l'habitat, a permis d’enrichir substantiellement plusieurs
domaines de la recherche en écologie. Le modéle de la théorie biogéographique des
fles a été particulierement utile dans les débats autour de la meilleure fagcon de

concevoir des réserves naturelles (Single Large Or Several Small -SLOSS- debate).

2.2) Des concepts a [I'application: les apports de [I’écologie des

communautés ala gestion des espaces agricoles

Comme nous l'avons déja mentionné, il est possible de tirer partie des théories
développées en écologie des communautés pour les appliquer a la gestion durable
des espaces agricoles (Shennan 2008). D’une part, en se basant sur les processus
de dispersion (dispersal-driven assembly rules) ou sur I'espace de niche disponible
(niche-drive assembly rules), différentes pratiques de gestion ont pu émerger comme
l'installation de haies brise-vent pour empécher la dispersion des ravageurs (Marrou
et al. 1979) ou la diversification des habitats semi-naturels afin de créer plus

d’espace de niche, disponible pour communauté d’auxiliaires (Macleod et al. 2004).
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Encadré 1: Ecologie des communautés et mécanismes a I’origine de la biodiversité

L’écologie des communautés s’intéresse au rble des processus écologiques dans le maintien de la
biodiversité. Comprendre les mécanismes générant la biodiversité peut aider a mieux prédire comment ses
changements influencent en retour les processus écologiques. Deux cadres théoriques pour expliquer le

maintien de la biodiversité émergent dans la littérature :
Niche-driven rules of assembly

Le concept de niche a beaucoup évolué au cours de son histoire (Grinnel 1917; Elton 1927; Hutchinson 1958)
mais le principe de base reste le méme : deux espéces possédant des besoins écologiques (niche) similaires
ne peuvent pas co-exister indéfiniment, selon le principe de I'exclusion compétitive énoncé par Volterra-Gause
(1926; 1934). A défaut de s’éteindre sous la pression de la compétition, une espéce peut diverger pour un
caractéere lié a I'exploitation des ressources. Le partitionnement des ressources ainsi resultant, permet la
coexistence de plusieurs especes dans le méme milieu. La radiation adaptative sous la pression de la
compétition expliqgue les niveaux de diversité observés dans de nombreuses communautés dont la plus
connue est celles des pinsons des iles Galapagos (Grant & Grant 2006). Néanmoins, des études récentes ont
montré que le déplacement de caractére évolutif n’est pas le seul mécanisme générant un partitionnement des
ressources (Schluter 2000; Stuart & Losos 2013), la plasticité phénotypique (Pfennig et al. 2010) pourrait aussi

générer des patrons de ségrégation similaires.
Dispersal-driven rules of assembly

La premiéere tentative pour expliquer les niveaux de diversité au sein des communautés en termes de
dispersion est la théorie biogéographique des files, proposée par MacArthur & Wilson en 1967. La richesse
spécifique d’'une communauté est le résultat d’'un équilibre dynamique de colonisation-extinction, dépendant de
la surface qu’elle occupe et de son éloignement relativement aux autres communautés. Le modéle de
MacArthur & Wilson a été a l'origine de nombreux travaux, aussi bien théoriques (Gravel et al. 2011)
gu’empiriques (Simberloff & Wilson 1969) et il a été validé chez un grand nombre de communautés (Losos &
Ricklefs 2009).

En 2001, Hubbell suscite la polémique en proposant une théorie neutre de la biodiversité, donnant la
prépondérance aux processus stochastiques dans I'assemblage et la coexistence des espéces. En se basant
sur une hypothése d’équivalence entre les individus d'une communauté au regard des processus
démographiques (naissance, mortalité, dispersion et spéciation), le modele neutre propose que les
communautés suivent une trajectoire aléatoire déterminée par des processus stochastiques d’extinction et
d’apparition d’espéces (dérive écologique). Malgré les nombreux débats surtout quant a Ihypothése
d’équivalence entre espéces, le modéle neutre fournit un cadre théorique trés simple pour tester des
hypothéses nulles. La communauté scientifique s’accorde pour dire aujourd’hui que les deux processus,
partitionnement de niche et dérive neutre, opérent a des degrés variables au sein des communautés
d’espéces (Chase & Leibold 2003; Tilman 2004; Canard et al. 2012).
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D’autre part, les développements conceptuels et computationnels (Dobson et al.
2009; Ings et al. 2009; Stouffer 2010) ont permis des progrés considérables dans la
compréhension du comportement des réseaux complexes vis-a-vis des processus
comme lintensification des pratiques ou la modification de I'habitat (Tixier et al.
2013). Toutefois, la validation sur des données empiriques reste encore difficile. La
raison principale en est le manque d’outils adaptés pour étudier les interactions entre
especes en temps réel, de facon rapide et a grande échelle. L’émergence récente de
nouvelles techniques moléculaires pour I'étude de la biodiversité se profile comme
une solution prometteuse a ce probléme.

En conclusion, les concepts développés en écologie des communautés peuvent
apporter des arguments pertinents pour améliorer substantiellement les stratégies de
gestion des espaces agricoles actuelles grace a lintégration des technologies

moléculaires nouvelle génération.

3) De nouveaux outils pour I'étude de la biodiversité : barcoding et

nouvelles technologies de séquencage haut-débit

3.1) Barcoding moléculaire ou 15 000 taxonomistes a perpétuité pour décrire la
biodiversité?

Dans son papier fondateur de 2003, Paul Hebert et ses collaborateurs formulent de
fagon percutante la principale difficulté lorsqu'on est confronté a l'étude de la
biodiversité : comment décrire les millions despéces existant a une échelle
humainement raisonnable ? L’idée de « barcoder » moléculairement le vivant, que
Hebert et ses collaborateurs ont avancée, est non seulement conceptuellement
novatrice mais c'est aussi la seule solution envisageable pour I'étude de la
biodiversité a grande échelle. Pour la premiére fois les écologistes ont a leur
disposition une méthode standardisée, peu colteuse et facilement appropriable
méme par les non-spécialistes (Hebert et al. 2003a). Il n’est pas étonnant qu’a peine
dix ans plus tard le barcoding se soit imposé comme la méthode de référence et que
le développement d’infrastructures (CBOL ; iBOL ; BoldSystems, etc.) et d’expertises
(BeeBOL ; FishBOL ; HealthBOL ; MBI, etc.) a I'échelle mondiale ait été si rapide.
D’'un point de vue scientifique, I'approche barcoding a permis d’apporter de
nouveaux arguments sur d’anciens débats comme celui du concept d’espéce par
exemple (Fitzhugh 2006 ; Rubinoff 2006b). Le barcoding a également donné un

renouveau a la taxonomie en tant que discipline (Rubinoff & Holland 2005; Miller
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2007). Au-dela de la simple description des espéces, I'approche barcoding a ouvert
de nombreuses perspectives dans de nombreux domaines scientifiques. Par
exemple, grace au barcoding on a pu découvrir de complexes d’espéces cryptiques
au sein de taxa identifiés comme généralistes par les méthodes classiques (Smith et
al. 2006). Ceci a complétement changé notre vision de certains processus
écologiques comme la spéciation ou les relations trophiques entre espéces, avec
des implications potentielles pour I'approvisionnement en services éco-systémiques
(Smith et al. 2006). L'étude de certains types de milieux ou de communautés
d’organismes difficilement observables tels les nématodes (Morise et al. 2012), la
microfaune du sol (Porko et al. 2013) ou le plancton (Heimeier et al. 2010) a
grandement été facilitée. La description précise des ces communautés cryptiques a
permis la découverte de nouvelles fonctions écologiques ou de processus évolutifs

insoupconnés (Decelle et al. 2012).
3.1.1) Principe du barcoding moléculaire

Le barcoding moléculaire sensu stricto repose sur I'amplification d’'une région d’ADN
standardisée pour toutes les espéces avec un méme jeu d’amorces universelles
(Hebert et al. 2003a). Cette amplification standardisée s’accompagne
nécessairement d’une identification taxonomique du spécimen par un spécialiste. Le
spécimen identifié et sa séquence constituent ainsi une référence qui pourra servir a
l'identification ultérieure de spécimens inconnus (les stades larvaires d’un insecte par
exemple) ou non-identifiables (si leur état de conservation est trop dégradé).
L’objectif de Paul Hebert et ses collaborateurs était de cataloguer le vivant pour
faciliter ensuite la description de la biodiversité ou la découverte de nouvelles
espéces. Cependant, ce dernier aspect a été fortement critiqué du fait que I'on
manque de critéres robustes pour délimiter les taxa sur la seule base de la distance
génétique inférée a partir d’'une unique région d’ADN (Funk & Omland 2003 ; Meyer
& Paulay 2005).

3.1.2) Succes et limites de I'approche barcoding

La région barcode standard, proposée par Hebert et ses collaborateurs est la région
de Folmer (658pb) située sur le géne mitochondrial COI, codant pour la protéine
membranaire cytochrome oxydase |. Les arguments avancés pour ce choix sont que

ce géne présente des taux de substitution élevés pour les nucléotides en 3™
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position, lui conférant un taux d’évolution trois fois plus rapide que celui des autres
génes mitochondriaux communément utilisés pour lidentification des espéces,
comme 16S ou 12S, par exemple. Ce taux d’évolution rapide permet donc de
délimiter avec précision, non seulement les espéces mais également les populations
en cours de divergence (Hebert et al. 2003a). Du point de vue pratique, COI
présente Il'avantage d'étre facile a aligner du fait du faible nombre
d’insertions/délétions qu’il contient. Comparé aux 12 autres génes mitochondriaux
codant pour des protéines, COIl présente aussi peu de changements dans sa
séquence d’aminoacides, et donc la possibilité d’assigner correctement les espéces
aux branches profondes de la phylogénie (Hebert et al. 2003a). Le choix du génome
mitochondrial est justifié par le nombre élevé de copies par géne relativement aux
genes nucléaires ainsi que par I'absence de recombinaison due a la transmission
uniparentale de la mitochondrie. Aprés une validation sur un large spectre de taxa,
Hebert et ses collaborateurs ont montré un taux de divergence variable mais élevée
entre les taxa pour la région de Folmer et qu'il permettait I'assignation correcte au
niveau de I'espéce (Hebert et al. 2003b). Cependant, 'absence de divergence chez
les Cnidaires (1%) ne permet pas de les diagnostiquer au-dela du genre (Hebert et
al. 2003b). De méme, un manque de résolution a également été montré chez
d’autres groupes comme les plantes (Kress & Erickson 2007), les champignons
(Blaalid et al. 2013) ou les amphibiens (Vences et al. 2005). Cela a conduit a faire
évoluer le concept initial du barcoding et a autoriser plusieurs marqueurs standards
selon les groupes taxonomiques.

D’autres limites au barcoding ont été notées, liées pour I'essentiel, aux spécificités
du génome mitochondrial (Ballard & Whitlock 2004 ; Frézal & Leblois 2008) ou a la
présence de bactéries endosymbiotiques comme Wolbachia chez certains groupes
taxonomiques comme les arthropodes (Whitworth et al. 2007 ; Smith et al. 2012).
Malgré cela le succes et les applications du barcoding ne font que grandir, et le
développement récent des techniques de séquencage haut-débit permet d’ouvrir de

nouvelles perspectives excitantes.

3.2) Extension de la définition de barcoding: métabarcoding

Le développement concomitant des technologies comme le séquencgage parallele en
masse (voir I'Encadré 2) et la bioinformatique a permis de coupler approche
barcoding et traitement des données écologiques haut-débit pour changer

complétement I'échelle d’investigation (Valentini et al. 2009b). Il est désormais
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possible de séquencer des échantillons environnementaux complexes contenant un
mélange de plusieurs ADNSs tels I'eau, le sol ou encore les contenus stomacaux
d'une espéce et d’établir la liste compléete des taxa présents. Cette approche a été
définie dans la littérature scientifique comme métabarcoding (I'analyse haut-débit de
plusieurs barcodes) ou barcoding environnemental. Le métabarcoding a permis de
relacher certaines des contraintes du barcoding sensu Hebert et al. (2003a) mais il a
imposé de nouvelles contraintes (Valentini et al. 2009b). L'une des premiéres
contraintes était de disposer d’amorces universelles versatiles, c’est-a-dire, capables
d’amplifier une large gamme de groupes taxonomiques avec la méme efficacité
(Taberlet et al. 2012b). Pour concevoir de telles amorces, le premier critére de choix
du marqueur moléculaire n’était plus la variabilité de la région amplifiée mais surtout
la conservation des sites pour I'accrochage des amorces (Pompanon et al. 2012 ;
Taberlet et al. 2012b). En effet, plus les sites sont conservés chez un grand nombre
de taxa, plus la capacité de les amplifier avec la méme probabilité est grande. Il est
ainsi devenu évident que la région Folmer sur COIl ne correspondait plus a ces
criteres (Valentini et al. 2009b). Et méme si le choix de marqueur reste trés
dépendant du contexte de chaque étude, il est apparu que des génes
mitochondriaux comme 16S, avec un taux d’évolution plus lent que les génes codant
des protéines, étaient de bonnes cibles pour des marqueurs métabarcoding (Bienert
et al. 2012 ; Pompanon et al. 2012). La deuxieme contrainte majeure lorsque I'on
analyse de I'ADN environnemental est son état généralement trés dégradé et par
conséquent la majorité des fragments d’ADN sont d’assez petite taille. Cela implique
le choix d’'une région a amplifier assez courte pour avoir accés a la majorité des

espéces potentiellement présentes dans I'échantillon (Pompanon et al. 2012).
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Encadré 2: Les nouvelles technologies de séquencage

L’émulation scientifique qui a accompagné le séquencage du génome humain dans les
années 1990 ainsi que les avancées technologiques issues des connaissances en
nanotechnologie et en bioinformatique ont largement poussé a I'innovation en termes de
méthodes de séquencage. Ainsi, des progrés considérables ont permis de réduire le
colt et le temps de séquencage en s’appuyant sur la miniaturisation et la mise en
paralléle de plusieurs réactions dans des volumes restreints. La mise au point de la
premiere technologie de séquencage parallele en masse par Ronaghi et al. (1998), le
pyroséquencage, a complétement modifié le paysage de la recherche sur le vivant. En
effet, la capacité a générer plusieurs téraoctets de séquences en un seul passage au
séquenceur pour un prix de plus en plus raisonnable (Special Issue Nature
Biotechnology 2008) a ouvert des perspectives inespérées en termes de précision et
d’échelle d’investigation. L’automatisation et le colt relativement faible par échantillon,
permettent de générer de linformation avec une puissance statistique considérable
(Kahvejian et al. 2008).

A I'heure actuelle, neuf technologies de séquencage haut-débit différentes sont
disponibles, avec les avantages et les inconvénients liés au nombre et a la longueur des
fragments d’ADN générés, au taux d’erreur par nucléotide, ou encore au colt par
séquence. Les plateformes qui ont eu le plus de succés commercial sont 454 Life
Sciences de Roche qui utilise la technologie de pyroséquencage, et lllumina qui
développe la technologie de séquencage par synthese (HiSeq, MiSeq). Les avantages
majeurs de ces deux méthodologies sont, pour 454, la longueur importante des
séquences générées (actuellement des fragments d’une longueur maximale de 1000pb)
et, pour lllumina, le faible taux d’erreur par nucléotide (0,4% contre 1% pour 454) ainsi
qgue le trés grand nombre de séquences produites (25 millions pour une longueur de
300pb). Une comparaison trés compléte des différentes technologies, de leurs
avantages et inconvénients, ainsi que de leurs applications est disponible dans la revue
de Glenn (2011).

D’autres contraintes, plus dépendantes du modéle d’étude ou de la question,
peuvent s'imposer comme, par exemple, le risque d’amplification de contaminations

avec les amorces universelles ou encore la nécessité « d’étiqueter » les individus
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(e.g. tagging) puisque la majorité des machines de séquencage haut-débit impliquent
un mélange des échantillons (Pompanon et al. 2012).

L’approche métabarcoding a gagné rapidement en popularité dans la communauté
scientifique et malgré la technicité de I'approche qui implique une certaine maitrise
des méthodes moléculaires et bioinformatiques, les études se sont multipliées. Les
exemples qui ont marqué I'histoire de I'écologie moléculaire sont le séquengage de
FADN d’amphibiens a partir des échantillons d'eau (Ficetola et al. 2008),
'amplification de 'ADN digéré de plantes dans les féces de vertébrés et invertébrés
(Valentini et al. 2009a), la reconstruction du régime alimentaire de vertébrés
carnivores comme les otaries a fourrure (Deagle et al. 2009) ou encore la
reconstruction de la biodiversité des alpages a partir de 'ADN du sol (Taberlet et al.
2012).

En conclusion, le barcoding (et par extension le métabarcoding) ont créé de fagon
plus ou moins directe une véritable effervescence scientifique en termes
d’'innovations méthodologiques et conceptuelles. L’intégration des approches
moléculaires dans les différentes disciplines a permis leur interconnexion étroite et
I'’émergence de nouvelles dimensons pour la recherche. L’'application de ces outils
pour I'étude de la biodiversité semble donc trés prometteuse et il parait tres pértinent

de les appliquer également dans le cadre de cette thése.

4) Modeéle d’étude: la communauté des coléoptéres carabiques en milieu

agricole

4.1) Présentation générale et bilan des connaissances

La famille des Carabidae est I'une des plus diversifiées dans I'ordre des Coléoptéres,
avec 40 000 espéces a travers le monde (Lovei & Sunderland 1996). Cette diversité
taxinomique, accompagnée d’une diversité des formes, des traits et des modes de
vie a depuis longtemps fasciné les entomologistes. Ainsi, la bonne connaissance de
leur taxonomie et phylogénie, de leurs distributions géographiques, de leurs
stratégies de vie et de leurs adaptations, en fait un excellent modéle pour de
nombreuses études en écologie. Outre la disponibilité de ce large spectre de
connaissances, la trés grande richesse spécifique au sein de la famille ainsi que les
facilités de capture font des carabes un modéle de premier choix lorsque I'on aborde

des questions de recherche a I'échelle de la communauté. Du point de vue appliqué,
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les carabes délivrent potentiellement de nombreux services écologiques. Grace a
leurs exigences particulieres en terme d’habitat et a leur réponse rapide aux
variations des conditions environnementales les carabes sont de bons bioindicateurs
(Lovei & Sunderland 1996; Rainio & Niemelda 2003). De nombreuses espéces sont
également suspectées d’étre des agents de contrdle biologique importants (Lovei &
Sunderland 1996; Kromp 1999; Kotze et al. 2011).

Dans le cadre de cette these, deux caractéristiques de ce modéle ont retenu notre
attention: la trés grande diversité taxinomique, accompagnée d’une diversité des
traits de vie particulierement en ce qui concerne l'alimentation, et le potentiel

régulateur des carabes.

4.1.1) Généralités

Les coléopteres carabiques sont habituellement qualifiés dans la littérature
d’especes généralistes aux moeurs nocturnes, essentiellement inféodés au sol
(‘ground beetles’). Ce sont des insectes holométaboles possédant un stade larvaire
de type campodeiforme. Le dépbt des ceufs et le développement larvaire s’effectuent
dans le sol, I'humidité étant le principal facteur limitant. Le développement pré-
imaginal comporte trois stades larvaires et un stade nymphal. Les larves sont
lucifuges et peu mobiles. La quantité de nourriture disponible a I'état larvaire est
déterminante pour la taille a 'dge adulte. Le stade nymphal étant le plus vulnérable,

il a lieu tres profondément enfoui dans le sol.

4.1.2) Distribution et modes de vie

Les carabes ont une distribution mondiale et ils ont conquis presque tous les habitats
terrestres depuis leur émergence au début du Tertiaire. Suite a I'expansion de
l'agriculture, les carabes ont su s’adapter aux conditions de ce biotope particulier et
les Carabidae sont aujourd’hui parmi les communautés les plus diversifiées et les
plus abondantes dans les paysages agricoles. A une échelle locale, les carabes
vivent principalement au sol et ils sont bien adaptés a la course et au mode de vie
sous-terrain (Evans 1977; Desender et al. 1994). lls peuvent occasionnellement
explorer les différentes strates de la végétation a la recherche de nourriture
(Chiverton 1987; Young 2008). Environ 30% des especes tropicales sont adaptées
au mode de vie arboricole (Stork 1987). Dans les paysages agricoles ouest-
européens les especes du genre Calosoma sont réputées pour leur comportement

arboricole lors de la recherche de nourriture (Schaefer et al. 1996).
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4.1.3) Cycles d’activité

En termes d’activité nycthémérale, les carabes peuvent étre nocturnes, diurnes ou
crépusculaires (Dennison & Hodkinson 1984). Toutefois ces rythmes peuvent varier
selon le type d’habitat (Greenslade 1963), selon la période de I'année (Thiele 1977;
Desender & van den Broeck 1985) ou en synchronie avec les rythmes d’activité des
proies (Stork 1990). Pour certaines espéces, il peut méme y avoir des différences
d’activité nycthémeérale entre les individus d’'une méme population (Thiele 1977) ou
entre les adultes et les larves (Stork 1990).

L’existence d’une saisonnalité marquée en milieu tempéré impose généralement une
coincidence entre les pics d’activité des carabes et |la période qui leur est favorable.
Ainsi, en Europe les principales périodes d’activité se situent au printemps et a la fin
de I'été. Ces pics d’activité sont essentiellement liés a la reproduction. Certaines
especes peuvent effectuer une diapause estivale. La majorité des especes hiberne
lors de la mauvaise saison. Les rythmes d’activité saisonniers sont généralement
conditionnés par la longueur du jour (Telfer & Butterfield 2004). Il est d’'usage de
considérer les carabes comme des insectes univoltins, avec soit une reproduction
printaniére (‘spring breeders’), soit une reproduction automnale (‘autumn breeders’)
(Larsson 1939; Lindroth 1945). Cependant, cette typologie semble trop simpliste et
des études montrent que les carabes peuvent présenter une trés grande diversité de
rythmes de reproduction. Il existe un continuum entre les reproducteurs de printemps
et les reproducteurs d’automne, certaines espéces se reproduisant également I'hiver
(Thiele 1977; den Boer & den Boer-Daanje 1990). Chez certaines especes, les
individus peuvent méme hiberner au stade adulte et se reproduire une seconde fois
la saison suivante (Gilbert 1956; Vlijm et al. 1968; Schjgtz-Christensen 1968). Ainsi,
les individus des deux générations peuvent co-exister dans le méme habitat au cours
de la méme saison (Schjgtz-Christensen 1965, 1966; Stork 1990; Matalin 1997a;
1998). Chez d’autres espéces, le développement peut nécessiter plus d’'un an, ainsi
passent-ils I'hiver au stade adulte sans s’étre reproduits au préalable (Kaufmann
1971; Davies 1972; Brandmayr & Zetto Brandmayr 1991; Matalin 2008).

Ce continuum de stratégies de reproduction peut étre dynamique. La capacité
d’ajustement physiologique de la durée et de la période de maturation sexuelle en
fonction des contraintes environnementales ou de la disponibilité en ressources,
semble expliquer cette variation dans les cycles d’activité saisonniére (Zangger et al.
1994; Desender et al. 1994). Cette variabilité peut avoir des conséquences sur le
nombre de générations par an, et parfois sur la longévité des individus (Lovei &
Sunderland 1996; Telfer & Butterfield 2004).
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4.1.4) Dispersion

Les carabes se déplacent essentiellement au sol mais de nombreuses espéeces sont
également aptes au vol. L'aplatissement dorso-ventral du corps et 'adaptation des
muscles des pattes permettent aux carabes de se déplacer rapidement aussi bien a
la surface du sol que sous terre (Evans & Forsythe 1984; Desender et al. 1994). Des
mesures par radar harmonique chez quatre espéces de taille moyenne indiquent que
les carabes sont capables de parcourir en moyenne entre 2 et 6,5 m/heure, selon les
espéces (Wallin & Ekbom 1988). L'état de satiété semble influencer la mobilité
différentiellement entre les sexes, avec des femelles rassasiées moins mobiles
(Szyszko et al. 2004). Cette caractéristique pourrait avoir des implications en termes
de sex-ratios dans les captures lorsque les carabes sont échantillonnés par des
pieges de type Barber.

La dispersion par le vol chez les carabes est généralement admise et I'aptitude au
vol est I'un des ftraits les plus étudiés chez les carabes. La présence d’un
polymorphisme alaire chez certaines espéces suggeére I'existence d’'une pression de
sélection sur ce trait. Darwin a été le premier a considérer la valeur adaptative du
dimorphisme alaire chez les carabes des milieux insulaires. Il a noté que la
proportion d’individus sans ailes (brachyptéres) était particulierement élevée dans les
fles (Darwin 1859). Il en a déduit qu’il s’agissait d’'une adaptation locale permettant
d’éviter les risques de s’envoler au large avec la force des vents. D’autres études ont
démontré que ce type de sélection peut également s’opérer dans les milieux
fortement perturbés ou instables (den Boer et al. 1980) ou lorsqu’'une espéce est
introduite dans un nouveau milieu (Niemela & Spence 1991). Dans ces cas, C'est la
proportion d’individus ailés (macroptéres) qui s’accroit, permettant aux individus de
disperser vers des habitats plus favorables ou de coloniser de nouveaux
environnements. |l a été noté qu’avec la stabilisation du milieu ou le vieillissement
des populations, la proportion d’individus macroptéres tendait a décroitre (Niemela &
Spence 1991).

L’aptitude au vol chez les carabes semble résulter d’une interaction complexe et
dynamique entre la physiologie des espéces, les conditions environnementales et le
mode de transmission des caracteres liés au vol. Par exemple, des observations
montrent que des individus macroptéres sont inaptes au vol car dépourvus de
muscles alaires fonctionnels (Desender 2000). Au contraire, des individus possédant
des ailes vestigiales peuvent voler dés lors qu’ils possédent des muscles alaires
fonctionnels (Desender 2000). L’atrophie et la synthése de ces muscles sont trés

variables au cours de la vie d'un individu. Cette variabilité semble dépendre des
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compromis entre codts et bénéfices pour la production des muscles (Darlington
1943), les conditions abiotiques (Huizen 1979, 1990; Aukema 1991) ou le statut
reproducteur des individus (Huizen 1990).

Les processus régissant la capacité de dispersion chez les carabes ne sont pas
complétement €élucidés. Dans ce cadre, il serait intéressant de comprendre les effets
des forces sélectives potentiellement exercées par l'intensification agricole sur la

dispersion et la dynamique des communauteés.

4.1.5) Ecologie trophique

L’histoire de I'écologie trophique des carabes débute dés le 19°™ siécle avec les
travaux de Forbes (1883). Il montrait déja a I'époque que les pucerons faisaient
partie de 'alimentation des carabes. Depuis, les études sur le régime alimentaire ont
embrassé une diversité d’approches : observation directe, dissection de contenus
stomacaux, tests de choix alimentaires en laboratoire, détection de proies cibles
avec des anticorps spécifiques par des tests ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) ou marquage isotopique des proies (pour une revue voir Sunderland et al.
1987; Symondson et al. 2002). Plus récemment, le développement d’outils
moléculaires comme la PCR (Polymerase Chain Reaction) diagnostique ou le
barcoding a permis d’appliquer avec succés ces techniques au modeéle carabe (Zaidi
et al. 1999; von Berg et al. 2008 ; King et al. 2010).

D’'une maniére générale les carabes sont caractérisés par une grande diversité
d’adaptations morphologiques et comportementales en lien avec lalimentation.
L’exemple le plus connu est celui des espéces dites spécialistes des collemboles
dont les adaptations morphologiques et les stratégies de chasse sont fascinantes
(Bauer 1979 ; Bauer 1986). D’autres exemples incluent les especes du genre
Carabus, plus ou moins spécialisées dans la prédation des gastéropodes terrestres
(Giglio et al. 2011) et les especes myrmécophiles de la tribu des Paussini (Nagel
1979b; Di Giulio & Moore 2004; Moore & Di Giulio 2006). Des études récentes ont
montré des adaptations trés originales chez les carabes du genre Epomis,
spécialisés dans la consommation d’amphibiens (Elron et al. 2007 ; Wizen & Gasith
2011). Toutefois les véritables spécialistes en termes d’alimentation chez les
carabes sont rares et ils appartiennent généralement & des groupes phylogénétiques
particuliers (Hengeveld 1980a ; Lovei & Sunderland 1996; Kotze et al. 2011). La
plupart des carabes sont polyphages et ils semblent trés plastiques dans
I'ajustement de leurs choix alimentaires. D’aprés la littérature, le spectre alimentaire

des carabes peut étre trés large : ils sont capables de consommer aussi bien des
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proies végétales qu’animales et de tous stades de développement (ceufs, larves,
adultes) (Hengeveld 1980; Pollet & Desender 1987; Sunderland et al. 1995). De
nombreuses espéces peuvent consommer des insectes ravageurs (revu dans Kromp
1999) ou des graines de mauvaises herbes (Lund & Turpin 1977; Honek et al. 2003).
D’autres espéces peuvent occasionner des dégats sur certaines plantes cultivées
(Bassett 1978; Luff 1980).

Les stades larvaires ont généralement un spectre alimentaire plus restreint que les
adultes et il semble que leurs exigences écologiques déterminent la distribution des
especes (Lovei & Sunderland 1996).

Certaines études suggeérent que les choix alimentaires dépendent de [affiliation
taxinomique des carabes, ou de leurs proies (Kotze et al. 2011). Par exemple, il a
été montré par des expériences de choix que les espéces de la tribu des Zabrini
consommaient systématiquement des graines du genre Taraxacum, tandis que les
espéces de la tribu des Harpalini avaient une préférence nette pour des graines des
genres Cirsium et Viola (Honek et al. 2007). Cependant, cela a été montré
uniguement dans le cas de la granivorie, et il serait intéressant d’étendre les
investigations sur d’autres groupes comme par exemple les espéces des genres
Notiophilus ou Loricera considérées comme des spécialistes des collemboles pour
comprendre mieux les effets des contraintes phylogénétiques sur le degré de
spécialisation trophique chez les carabes.

Les carabes peuvent changer de régime selon la qualité et la disponibilité des proies
(King et al. 2010 ; Birkhofer et al. 2011) ou selon les besoins physiologiques a des
stades particuliers de leur développement (Sasakawa et al. 2010). La taille des
carabes semble aussi influencer en partie le spectre alimentaire puisqu’il a été
observé que seules les grosses especes consommaient des proies de grande taille,
alors que la taille minimale des proies restait identique quelle que soit 'espéce de
carabe (Loreau 1983). Des travaux récents ont également suggéré une implication
des bactéries symbiotiques intestinales dans le régime alimentaire chez les carabes
(Lundgren & Lehman 2010). Le role d’autres processus comme le cannibalisme,
particulierement a I'état larvaire (Brunsting et al. 1986) ou la saprophagie (Lovei &
Sunderland 1996) sur le spectre alimentaire, reste encore largement méconnu. Des
cas d’ectoparasitoidisme des pupes d’autres coléoptéres dont des carabes, ont été
décrits récemment chez des espéces du genre Brachinus, trés communes en milieu
agricole (Saska & Honek 2004, 2005 ; Makarov & Bokhovko 2005). Ces découvertes
laissent supposer une trés grande complexité des stratégies alimentaires chez les
carabes et que malgré le trés grand nombre d’études dans le domaine, on est

encore loin d’en connaitre les déterminismes.
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4.2) Comportement alimentaire et potentiel de régulation

L’alimentation est probablement le trait le plus étudié chez les carabes et cela a été
essentiellement justifieé par l'intérét agronomique potentiel de ce groupe. Il a été
effectivement démontré a plusieurs reprises que les carabes peuvent consommer et
réguler plusieurs espéces de ravageurs ou plantes adventices, dans différents
systemes de production agricole (Larochelle 1990 ; Kromp 1999; Holland 2002 ;
Symondson et al. 2002 ; Honek et al. 2007). Malgré cela, il n’existe toujours pas de
véritable consensus quant a la contribution réelle des carabiques au service de
contrble biologique. La raison principale est que la plupart des études se sont
essentiellement consacrées a des choix alimentaires en laboratoire (Symondson
2002), situation dans laquelle on ne peut mimer ni la complexité de I'environnement
ni la réelle diversité de proies accessibles. Le peu d’études menées en conditions
naturelles concernent essentiellement des expériences de mésocosmes (von Berg et
al. 2012) ou la recherche de proies spécifiques chez plusieurs espéces de carabes
(DuDevoir & Reeves 1990; Crook & Solomon 1996). Et méme si avec ces
approches le systéme d’étude reste moins perturbé, la vision de la dynamique
spatio-temporelle du comportement alimentaire et desinteractions entre espéces est
trés limitée.

L’absence d’études du régime alimentaire sans a priori chez les carabes s’explique
surtout par leur comportement alimentaire opportuniste et par la grande plasticité de
leurs choix alimentaires (Symondson et al. 2002). L’absence aussi d'une méthode
automatisée et précise pour I'étude du régime alimentaire, a également freiné les
progrés dans ce domaine. L’avénement des nouvelles technologies moléculaires a
cependant tout le potentiel pour combler ce vide méthodologique en écologie

trophique et de permettre des études sans a priori a une large échelle.

4.3) Coexistence et interactions interspécifiques

Malgré leur plasticité apparente, les communautés de carabes en milieu agricole
partagent un trés grand nombre de traits et d’exigences écologiques. Ceci améne a
s’interroger sur les principes généraux expliquant leur coexistence, d’autant plus que
plus de cent espéces peuvent se retrouvent dans les mémes parcelles agricoles rien
qu’a l'échelle d’'une saison (Roger et al. 2012). Malheureusement, la plupart des
études a l'échelle des assemblages de carabes consistent en des simples

discriptions de la richesse et des abondances des espéeces piegées et il y a rarement
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de recherche de patrons généraux pouvant expliquer les associations d’espéces
(mais voir Southwood 1978). Le seul mécanisme un peu plus étudié est la
compétition interspécifique en tant que facteur déterminant la co-occurrence des
espéces (revu par Niemela 1993). Cependant, les investgations se sont
essentiellement concentrées sur des associations d’espéces deux a deux, souvent
en milieu forestier et la moitié des études n’ont pas réussi a démontrer I'existence de
compétition entre carabes. En conclusion, il n'y a pas de consensus quant a la
contribution de la compétition & la coexistence des espéces et d’autres mécanismes
non jamais étaient explorés. Or, connaitre les facteurs déterminant les associations
entre especes est non seulement une question scientifique majeure. Selon la
prépondérance des différents processus (détérministes comme la compétition pour
la ressource versus stochastiques), il serait possible de prédire I'impact sur la
performance des carabes en tant qu’auxiliaires des cultures. Cela permettra aussi de
concevoir des stratégies de gestion manipulant les déterminismes des associations
entre espéces pour favoriser les assemblages ou les espéces les plus performantes

en termes de potentiel régulateur.

En conclusion, la diversité et 'originalité des traits de vie chez les carabes suscitent
un vif intérét de la part de la communauté scientifique et beaucoup de mécanismes
sont loin d’étre élucidés. Dans le cadre de cette thése deux points particulierement
semblent intéressants a explorer : les traits liés a I'alimentation des carabes et leur
potentiel de régulateurs. D’une part, élucider le régime alimentaire de la
communauté de carabes et ses variations spatio-temporelles est un pré-requis
indispensable pour évaluer leur contribution réelle en tant que auxiliaires des
cultures. D’autre part, connaitre les relations trophiques entre espéces peut nous
éclairer sur les interactions directes et indirectes, synérgiques ou antagonistes au
sein de la communauté afin de mieux prédire leur efficacité a réguler les ravageurs.
De plus, explorer la diversité et la compléxite des interactions entre carabes permet
d’enrichir nos connaissances théoriques sur les mécanismes a l'origine de la
biodiversité et les relations entre biodiversité et fonctions écologiques. Aborder
'ensemble de ces questions implique forcément une démarche plus générale qui
inclut a la fois I'adoption de nouvelles méthodes innovantes, comme les outils
moléculaires mais également une diversification et une complémentarité des
approches.

Les coléopteres carabiques semblent donc le modéle d’étude idéal dans le cadre de

cette thése car ils nous permettent d’aborder des questions a la fois théoriques et
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appliquées, a l'interface de plusieurs disciplines sur un sujet d'importance aussi bien

scientifique que sociétale.

5) Objectifs de lathése et démarche générale

Les études théoriques et empiriques sur la biodiversité s’accordent pour conclure
gu’une approche systémique prenant en compte I'ensemble des interactions entre
espéces est indispensable pour comprendre les propriétés émergentes de ces
réseaux d’interactions. Seule la compréhension globale des propriétés émergentes
des réseaux d’interactions peut fournir le cadre nécessaire pour élaborer des régles
prédictives quant a I'approvisionnement en fonctions écologiques. Pouvoir prédire
'approvisionnement en fonctions écologiques pour optimiser la productivité et la
gestion durable des agro-écosystémes est le principal enjeu de [lagriculture
moderne. Enfin, I'élaboration d’'une démarche systémique pour I'étude des réseaux
d’interactions doit se faire a l'interface de plusieurs disciplines.

Nous intégrons ici les concepts développés en écologie trophique, écologie des
communautés, écologie comportementale et écologie moléculaire pour étudier le
réseau d’interactions entre coleoptéres carabiques et les facteurs déterminant leur

contribution au contrdle biologique, dans un paysage agricole européen typique.

1) Dans un premier temps, Nous hous sommes intéressés au régime alimentaire
et aux relations trophiques entre espéces, ainsi qu’aux déterminismes de
leurs variations spatio-temporelles. Nous avons combiné des approches
moléculaires de type barcoding et séquencage haut-débit avec des analyses
des ratios en isotopes stables du carbone et de I'azote pour caractériser le
régime alimentaire a I'échelle de la communauté, dans deux types de
grandes cultures, blé et colza. Nous avons émis I'hypothése que malgré
l'opportunisme apparent des carabes, il existe des différences en termes
d’alimentation entre les espéces, et que ces différences sont déterminées
non seulement par la ressource disponible (le type de culture) mais
également par les interactions avec les autres espéces (compétition). Nous
avons aussi émis I'hypothése que selon le type de déterminisme, la fourniture
de contr6ble biologique sera impactée.

Cette partie de la thése est présentée dans les chapitres 1, 2 et 4. Dans un
premier temps, nous avons réalisé une mise au point méthodologique afin
d’adapter les outils moléculaires de barcoding et de séquengage haut-débit

au modéle carabe. Ces résultats sont présentés dans le chapitre 1. L’analyse
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2)

des relations trophiques entre carabes par la méthode des isotopes stables
est présentée dans le chapitre 2. L’analyse des relations trophiques entre
carabes par la barcoding et séquencage haut-débit est présentée dans le

chapitre 4.

Dans un deuxiéme temps, nous avons exploré les mécanismes a l'origine
des différences trophiques entre espéces, en complétant les données de
régime alimentaire par des observations comportementales au laboratoire et
par des analyses des dynamiques spatio-temporelles des communautés de
carabes dans plusieurs types de cultures. Nous avons émis I'hypothése que
la compétition pour la ressource entre especes, conduit a un partitionnement
de la ressource par un mécanisme de différentiation de niche. Nous
spéculons que cette différentiation de niche peut étre un facteur expliquant
les niveaux de diversité observés au sein des communautés de carabes et
qu’il pourrait étre manipulé pour optimiser le potentiel régulateur des carabes.
Les résultats de cette partie de la these sont présentés dans le chapitre 3 et

dans I'annexe 1 de la thése.
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CHAPITRE 1 : Mise au point méthodologique pour la caractérisation moléculaire

du régime alimentaire des coléoptéres carabiques par séquencage haut-débit

Introduction

1) Présentation générale des méthodes pour I’étude du régime alimentaire

en écologie

Dans un premier temps, nous présentons brievement les avantages et les
inconvénients des différentes méthodes utilisées pour étudier le régime alimentaire
en écologie trophigue. Ensuite, nous justifions le choix de méthode et nous en
présentons les avantages et les contraintes méthodologiques associées. A la fin,

nous exposons notre démarche de travail et les résultats que nous avons obtenus.

1.1) Les méthodes classiques

Etablir avec précision les interactions trophiques entre espéces a I'échelle de la
communauté reste I'un des défis majeurs en écologie aujourd’hui. En effet, les
méthodes directes d’évaluation du régime alimentaire restent complexes et
généralement colteuses en temps. L’approche la plus simple pour étudier la diéte
d’'un organisme consiste a observer directement sur le terrain son comportement
alimentaire. Toutefois, selon le type d’organisme et le milieu dans lequel il vit,
'approche par observation directe n’est pas toujours applicable et elle implique
souvent une perturbation du systéme d’étude (Symondson 2002). L’observation
directe s’est avérée trés utile pour I'étude du régime alimentaire des grands
mammiféres carnivores par exemple (Mills 1992; Hayward et al. 2009) mais sa
portée reste limitée en dehors des groupes taxonomiques dont I'observation est
aisée.

L’approche par détermination microscopique des restes de proies dans les contenus
stomacaux ou les féces des organismes a été appliguée avec succes dans des
clades variés. Le principe consiste a identifier & partir des restes non digérées, les
proies consommeées. Dans certains cas, cette approche peut fournir une estimation
quantitative des proies ingérées si des parties non ambigies d'un organisme

peuvent étre dénombrées comme les otolithes des poissons ou les capsules
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céphaliques de certains arthropodes (Symondson 2002). Ainsi, cette approche a
permis d’acquérir des informations précieuses sur I'écologie trophique d’'un nombre
varié d’organismes comme les reptiles (Pizzatto et al. 2009), les mammiféres
(Elmhagen et al. 2000), les oiseaux (Ewins et al. 1994) ou les invertébrés
(Sunderland 1975; Bo et al. 2011). Néanmoins, cette méthode rencontre rapidement
ses limites pour des organismes dont le type d’alimentation produit peu de fragments
reconnaissables, comme par exemple chez un trés grand nombre d’arthropodes.
Cette méthode est aussi colteuse en temps, en investissement pour I'apprentissage
et souvent peu résolutive quant au niveau taxonomique des proies identifiées. En
effet, 'examen microscopique des proies dégradées permet souvent au mieux
lidentification au niveau de la famille, rarement au niveau du genre et presque
jamais au niveau de I'espéce (Hengeveld 1980; Loreau 1983).

Suite a ces constatations, le recours aux techniques biochimiques et moléculaires
pour la caractérisation du régime alimentaire qui ont connu un grand essor ces

derniéres années (Traugott et al. 2013) semble pleinement justifié.

1.2) Les méthodes moléculaires

1.2.1) Techniques biochimiques et immunologiques

La toute premiére technique de ce type ayant été employée reposait sur la
précipitation de protéines spécifiques d’'une proie d’intérét (Brooke & Proske 1946)
ou la migration enzymatique en électrophorese (Walton et al. 1990). Ces techniques
ont été ensuite supplantées par le développement de la méthode immuno-
enzymatique (enzyme-linked immunosorbent assay ou ELISA) garantissant une
meilleure spécificité aux proies-cibles et une sensibilité beaucoup plus grande aux
faibles concentrations de ces mémes proies dans le contenu stomacal (Fichter &
Stephen 1981; Ragsdale et al.1981; Greenstone & Morgan 1989). Le succées de
lapproche ELISA a permis des progres considérables dans la description de
relations trophiques particulieres comme la consommation de pucerons par les
ennemis naturels (Sunderland et al. 1987) ou la prédation des différents stades de
développement du Iépidoptere ravageur Heliothis zea (Greenstone & Morgan 1989).
Cependant, l'approche multi-spécifique et sans a priori de I'étude du régime
alimentaire restait hors de la portée de la méthode ELISA en raison notamment du

colt et du temps nécessaires a la fabrication des anticorps spécifiques. De plus,
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'approche ELISA implique une connaissance préalable du spectre des proies

consommeées par I'organisme d’intérét.

1.2.2) Techniques d’amplification par PCR

Le développement des techniques d’amplification d’ADN par la réaction en chaine
par polymérase (polymerase chain reaction ou PCR) a partir des années 1990, a
résolu certaines des contraintes énumeérées ci-dessus (Agusti et al. 1999; Zaidi et al.
1999). En effet, la découverte de la PCR, le développement et la popularisation des
techniques de séquencage ainsi que l'enrichissement progressif des bases de
données de séquences ont permis aux écologistes d’aborder I'étude de I'écologie
trophique d’un trés large spectre d’organismes pour des stades de développement
ou des modes de vie variés (Gariepy et al. 2007; King et al. 2008; Schill et al. 2011,
Pompanon et al. 2012) avec une liberté, inconcevable avec les méthodes
antérieures. Les progres technologiques, notamment en termes de séquencgage de
masse et la réduction de leur co(t, ont permis de généraliser les domaines
d’application et la portée des meéthodes basées sur I'amplification de I'ADN.
Actuellement, c’est la méthode par excellence pour I'étude des relations trophiques
en conditions naturelles.

Le principe consiste en 'amplification par PCR avec un jeu d’amorces spécifiques
(PCR diagnostique) ou universelles (barcoding moléculaire) de courts fragments
d’ADN résiduel a partir d’échantillons environnementaux (e.g. contenus stomacaux,
féces, cadavres, ou dans le cas des parasites, un échantillon de tissu de I'héte
infecté). Les fragments d’ADN ainsi amplifiés peuvent étre visualisés par
électrophorése ou séquencés afin d’identifier 'appartenance taxinomique des proies-
cibles. L'utilisation d’amorces spécifiques a été appliquée essentiellement a 'étude
d’interactions de type un prédateur-une proie-cible (Chen et al. 2000; Symondson
2002). La mise au point récente de multiplexage de plusieurs paires d’amorces
spécifiqgues en une seule réaction PCR offre maintenant la possibilité de s’intéresser
a plusieurs proies a la fois (Sint et al. 2010; Traugott et al. 2013). Toutefois,
l'utilisation d’'une paire d’amorces spécifiques permet d’évaluer rapidement et a
grande échelle le taux de parasitisme (Gariepy et al. 2005; Macfadyen et al. 2009)
ou de consommation d’'un ravageur-clé, par ses ennemis naturels (Harper et al.
2005). L'inconvénient majeur de I'approche par PCR diagnostique, comme pour les
méthodes ELISA, résulte de la nécessité d’avoir des fortes connaissances a priori
sur le systéme étudié. Du point de vue méthodologique, la présence d’amplifications

non-spécifiques, constitue la principale difficulté des approches PCR diagnostique. A
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la facon dont sont concues les amorces actuellement, il semble difficile en effet de
tester une paire d’amorces spécifiques sur I'ensemble du spectre d’organismes
potentiellement amplifiables. Des amorces spécifiques, amplifiant des taxa autres
que l'organisme ciblé, peuvent induire des biais dans [I'estimation des liens
trophiques surtout lorsque les amplicons ne sont pas séquencés apres PCR.

La méthode de barcoding moléculaire est une alternative récente a la PCR
diagnostique. Il s’agit dans ce cas d’amplifier par PCR un fragment d’ADN avec des
amorces universelles, amplifiant un large spectre de taxa avec la méme efficacité
(Valentini et al. 2009b). L’intérét majeur du barcoding moléculaire est de caractériser
sans a priori les taxa présents dans le régime alimentaire d’'un organisme.
L’approche par barcoding moléculaire impose le séquencage des fragments d’ADN
amplifiés pour s’assurer de leur identité. Cette approche a été appliquée avec succés
a l'étude du réseau trophique pucerons-hyménopteres parasitoides en milieu
agricole (Derocles et al. submitted). Néanmoins, cette approche est peu adaptée a
I'étude des espéces généralistes qui peuvent ingérer simultanément plusieurs proies,
souvent taxinomiquement éloignées. En effet, les séquenceurs classiques, de type
Sanger, ne permettent pas de traiter des mélanges de plusieurs séquences d’ADN
différentes dans le méme échantillon. Le clonage dans des vecteurs bactériens
(insertion d’'un seul type de séquence par bactérie) et leur séquencage ultérieur
permet de contourner ce probléme mais la démarche est laborieuse (manipulation de
colonies bactériennes en condition stériles, etc.) et les pertes de séquences lors du
clonage sont fréquentes (Traugott et al. 2013). Le développement des technologies
de séquencage parallele en masse et leur couplage avec le barcoding moléculaire,
ont apporté I'outil nécessaire pour aborder la complexité des interactions trophiques
dans leur intégralité. Cette méthode, le métabarcoding, a déja été appliquée avec
succes a la description des régimes alimentaires du chamois (Rayé et al. 2011), des
otaries a fourrure (Deagle et al. 2009), des chauves-souris (Razgour et al. 2011), du
chat-léopard (Shehzad et al. 2012) et tout récemment des poissons des récifs
coraliens (Leray et al. 2013).

Néanmoins, deux probléemes méthodologiques majeurs entravent la généralisation

du barcoding moléculaire haut-débit dans le cadre de I'écologie trophique:

i) lamplification non-contrélée de I'ADN du prédateur dans le cas d’une

proximité phylogénétique entre le prédateur et ses proies.

i) luniversalité réelle des amorces et I'éventuelle amplification préférentielle de

certains groupes taxonomiques parmi les espéces proies.
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i) Les approches moléculaires haut-débit se sont dabord portées sur la
caractérisation des régimes herbivores (Valentini et al. 2009; Soininen et al. 2009;
Rayé et al. 2011; Soininen et al. 2013) facilitée par I'éloignement phylogénétique
important entre le prédateur et ses proies. Dans le cas d’'une proximité taxinomique,
les risques d’amplifier TADN de I'héte, souvent de meilleure qualité que I'ADN
partiellement digéré des proies, sont considérables (Shehzad et al. 2012; Pifiol et al.
213). La prépondérance de 'ADN du prédateur qui entre en compétition avec 'ADN
des proies lors des réactions de PCR, empéche I'amplification des séquences
minoritaires biaisant éventuellement le spectre alimentaire (Shehzad et al. 2012).
Pour résoudre cette difficulté méthodologique, plusieurs propositions ont émergé
comme le blocage spécifique de I'ADN du prédateur (voir 'Encadré). Néanmoins,
limpossibilité de généraliser une méthode efficace pour palier 'amplification de
'ADN du prédateur freine encore I'application du barcoding moléculaire haut-débit

sans a priori aux prédateurs généralistes (mais voir Pifiol et al. 2013).

ii) Les amorces universelles sont des amorces qui amplifient un trés large spectre
d'organismes pouvant étre phylogénétiquement trés éloignés. C’est le principe
méme du barcoding tel qui a été proposé par Paul Hebert et ses amorces
LCOI/HCOI congues pour amplifier tout le regne animal (Hebert et al. 2003a). Le
design des amorces universelles repose sur la recherche de régions d’ADN
phylogénétiguement trés conservés flanquant une région suffisamment variable pour
permettre de distinguer méme les clades trés proches taxinomiquement. En
métabarcoding, I'enjeu consiste a amplifier, a partir d’'un mélange complexe d’ADN,
et avec la méme probabilité, toutes les séquences présentes dans I'échantillon pour
éviter un biais de représentativité des espéces. L’identification de régions trés
conservées flanquant une région tres variable est 'un des enjeux principaux de

I'approche métabarcoding.
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Encadré: Amorce de blocage

L’amplification de 'ADN du prédateur constitue une difficulté méthodologique majeure pour
'étude du régime alimentaire carnivore par les outils NGS (nouvelle génération de
séquencage). En cas de proximité phylogénétique entre proies et prédateur, 'amplification
par des amorces universelles entraine I'amplification de 'ADN du prédateur simultanément
avec I'ADN des proies (Deagle et al. 2005b; Jarman et al. 2006). Tres souvent 'ADN du
prédateur est amplifié préférentiellement, des les premiers cycles de la PCR, compte tenu
des faibles concentrations de 'ADN digéré des proies (Jarman et al. 2004, 2006; Green &
Minz 2005). Parmi les nombreuses stratégies proposées pour limiter I'amplification de
'ADN du prédateur (Vestheim & Jarman 2008), I'utilisation d’amorce de blocage est la
méthode la moins contraignante et la plus efficace pour empécher spécifiquement

I'amplification de I’ADN prédateur.

L’amorce de blocage est un oligonucléotide unique s’hybridant en 3’, sur une partie de
'amorce universelle (en forward ou en reverse), mais également sur une partie de la
séquence de I'ADN du prédateur de facon spécifique. La modification de I'amorce de
blocage en 3’ par une molécule de synthése empéche ensuite I'élongation de 'ADN par la
polymérase. La molécule de synthése le plus communément utilisée est le C3-spacer grace
a sa grande stabilité face aux dégradations enzymatiques lors de la PCR (Vestheim &
Jarman 2008). Il est généralement recommandé dutiliser 'amorce de blocage en
concentrations 10 a 20 fois supérieures a celles des amorces dessinées pour I'amplification
de I'’ADN des proies. Les amorces de blocage ont fait la preuve de leur utilité en écologie
trophique: par exemple, Shehzad et al. (2012) ont démontré chez le chat-léopard qu’on
pouvait passer d’'une proportion de 91,6% d’ADN du prédateur amplifié en I'absence de
blocage, a seulement 2,2% apres blocage. Toutefois, les amorces de blocage ne sont pas
applicables a tous les systéemes d’étude. Lorsque le prédateur et ses proies sont tres
proches phylogénétiquement, I'amplification de 'ADN proie peut également étre bloquée,

entrainant ainsi des biais dans I'estimation des liens trophiques.

32




2) Problématique générale et démarche méthodologique
Dans le cadre de cette thése nous nous sommes confrontés a un double défi:
développer une approche moléculaire par séquencage haut-débit afin de caractériser
le régime alimentaire sans a priori de plusieurs espéces d’invertébrés prédateurs
généralistes, prélevés sur le terrain. Le caractére innovant de I'approche et 'absence
de références préalables sur les méthodes NGS appliquées a l'analyse du régime
alimentaire des arthropodes a nécessité des travaux de mise au point préalables.
Les étapes de mise au point, présentées dans ce chapitre se sont déroulées en
collaboration avec Eric Coissac et Pierre Taberlet du Laboratoire d’Ecologie Alpine
de Grenoble. Notre démarche a consisté en trois étapes, visant I'adaptation de la
technique au modéle carabe. Cette démarche devait nous permettre d’identifier les
difficultés et corriger les sources de biais avant de réaliser I'étude a une plus grande

échelle.

1) Une revue exhaustive de la littérature afin de lister 'ensemble des groupes
taxonomiques, potentiellement consommés par la communauté de

carabiques.

2) Le choix ou le design d’amorces amplifiant la majorité des groupes

taxinomiques, entrant dans 'alimentation des carabes.

3) La réalisation d’'un séquencage haut-débit test sur des échantillons de

carabes prélevés dans les champs agricoles.

2.1) Matériel & Méthode

1) Evaluation du spectre alimentaire de la communauté de carabiques

Nous avons en premier lieu établi a partir de la littérature disponible une liste des
invertébrés et des plantes, les plus communs des payses agricoles frangais ou
européens. Nous avons mis un accent particulier sur les espéces d’invertébrés
nuisibles aux cultures et les plantes adventices mais ont été également incluses les
espéces réputées auxiliaires des cultures ou d’autres espéces utiles comme les
lombrics. Cette liste a été établie a partir de 10 ouvrages de référence et a partir de

sites internet comme ACTA, OEPP ou SYNGENTA (la liste des ouvrages et les liens
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vers les sites sont donnés dans I'annexe 1 de ce chapitre). En parallele, et pour
compléter la liste des proies potentielles, a partir de la littérature sur le régime
alimentaire des carabes les plus communs dans les paysages agricoles européens,
nous avons extrait les informations sur les familles de proies consommées. Nous
avons également établi une liste des especes de carabes les plus communs et le
type de leur régime alimentaire (omnivore, phytophage ou carnivore), a chaque fois

que l'information était disponible.

2) Choix et design des amorces

Pour assurer une large couverture taxonomique, nous avons décidé d’utiliser
plusieurs couples d’amorces universelles permettant d’amplifier un large panel de
proies potentielles. Pour cela deux jeux amorces universelles 16S dessinées au sein
de 'UMR LECA, ont été retenues. Pour cibler les Annelides Oligochétes dans
l'alimentation des carabes, nous avons utilisé les amorces ewB/E (produit
d’amplification : 120pb, Bienert et al. 2010). Pour cibler les Arthropodes et les
Mollusques dans l'alimentation des carabes, nous avons utilisé les amorces MAV
(produit d’amplification : 37pb, de Barba et al. in press). Ces derniéres amorces
amplifient également les vertébrés. Pour cibler les plantes dans l'alimentation des
carabes, nous avons adopté les amorces g/h amplifiant de fagon universelle la P6
loop du géne chrloroplastique trnL chez les plantes (Taberlet et al. 2007).

Dans le cadre de cette étude, 'amplification des proies arthropodes consommeées
par les carabes avec des amorces universelles risquait d’entrainer une amplification
significative voire préférentielle de 'ADN carabe. Pour pallier cet inconvénient, nous
avons congu une amorce, bloquant spécifiquement I'amplification des Carabidae
avec les amorces MAV. Le principe d'une amorce de blocage est décrit dans
'encadré ci-dessous. Notre amorce de blocage a été dessinée selon la démarche
décrite par Vestheim & Jarman (2008). Pour cela, nous avons collecté toutes les
séquences de carabes potentiellement amplifiées in silico par MAV, et disponibles
sur le site de 'TEMBL (taxID 41073, taxonomie NCBI) et nous les avons alignées pour
choisir une séquence, conservée chez le plus grand nombre d’espéces de carabes.
Ensuite, nous avons réalisé une PCR in silico pour évaluer le nombre et la diversité
des taxa, autres que les Carabidae pour lesquels une amplification, dans notre cas
blocage (grace au groupement alkyl spécifique rajouté en 3’ lors de la synthése de
'amorce) avait lieu. Parmi les amorces de blocage concues, nous avons choisi celle
qui était la plus spécifiqgue aux Carabidae. Ensuite, afin d’évaluer l'efficacité de

'amorce de blocage choisie mais aussi pour évaluer la proportion d’ADN carabe
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amplifié sans blocage, nous avons réalisé pour les amorces MAV, des PCRs in vitro
avec et sans amorces de blocage.

Pour compléter les jeux d’amorces choisis, nous avons également congu une paire
d’amorces spécifiques de la famille des Carabidae. Nous avons émis I'hypothése
gu’avec des amorces plus discriminatives au sein des carabes nous serions mieux a
méme de détecter des événements de prédation intra-guilde, étant donné que la
résolution des amorces MAV permet rarement l'identification au niveau spécifique
(de Barba et al. in press). Pour cela, nous avons téléchargé tous les génomes
mitochondriaux complets eucaryotes (taxID 2759, taxonomie NCBI) disponibles sur
le site ’EMBL (release 107). A partir des séquences téléchargées, nous avons filtré
toutes les séquences de Carabidae disponibles (taxID 41073, taxonomie NCBI) et
recherché des régions conservées flanquant des régions de taille comprise entre 30
et 150pb. Une fois les amorces ainsi sélectionnées, nous avons réalisé une PCR in
silico pour évaluer leur spécificité et leur couverture taxonomique. Pour cela, nous
avons imposé une concordance parfaite entre les amorces et la séquence cible pour
les deux derniers nucléotides en 3’ et autorisé jusqu’a trois discordances entre
amorces et séquence-cible pour le reste de la séquence. Ces amorces ont été
appelées CACI-F et CACI-R.

Le design de I'amorce bloquante et du jeu d’amorces carabes, ont été réalisés avec
les outils EcoPrimer et ECOPCR (Ficetola et al. 2010; Riaz et al. 2011).

3) Echantillonnage et séquencage haut-débit

Pour la premiére expérience-test, nous avons choisi de travailler sur les féces des
carabiques. Ce choix se justifiait d’'une part par I'expérience déja disponible au
Laboratoire d’Ecologie Alpine, et d’autre part par le fait que les féces présentaient
l'avantage relatif de contenir une faible quantité de cellules-héte limitant ainsi
'amplification de I'ADN du prédateur. De plus, l'adoption de cette approche
permettait de nous fournir des échantillons de bonne qualité pour des analyses
isotopiques complémentaires (carabes entiers avec le tube digestif vide).

Nous avons réalisé des piégeages dans six parcelles agricoles (3 parcelles de blé et
3 parcelles de colza) au sein de la zone-atelier ‘Armorique’, llle-et-Vilaine, France
(fig. 1a). Cet échantillonnage devait a la fois fournir des individus pour le
séquencgage-test mais également les espéces nécessaires pour mener I'étude a
'échelle de la communauté. Cela a nécessité d’échantillonner un trés grand nombre
d’individus vivants, représentatifs de la communauté et de collecter leurs féces dans

des conditions compatibles avec les techniques NGS (préserver la qualité de I'ADN,
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minimiser les sources de contaminations). Les individus ont été capturés vivants
dans des pots-piéges enterrés au ras du sol, sans liquide conservateur. Pour
minimiser la digestion ou la défécation, ainsi que la prédation dans les pots-pieges,
ils ont été relevés toutes les 24h, six fois consécutives entre le 11 mai et le 06 juin
2011. Nous avons disposé une moyenne de 44 pots-piéges par parcelle afin de
maximiser les captures. Les individus collectés ont été lavés a I'eau Milli-Q ultra
pure, identifiés a l'espéce et placés dans des tubes de type Eppendorf pour
défécation. Les tubes ont été adaptés a la taille des especes, allant de volumes de
0,2ml pour les espéces de taille 2,5 - 4,5mm, a des volumes de 10ml pour les
espéces mesurant 30-40mm. Le couvercle de chaque tube a été percé pour
permettre la respiration des carabes. L'ensemble des individus a été placé dans une
chambre climatique a 25°C. Aprés défécation, les individus ont été retirés des tubes
et congelés a -20°C. Les tubes contenant les féces ont été conservés a température
ambiante avec du silica-gel pour éviter I'humidification des échantillons et la
dégradation ultérieure de 'ADN. Pour le séquengage-test, nous avons sélectionné
12 individus des trois especes de carabes les plus abondantes dans les captures et
présentant des régimes alimentaires contrastés d’apres la littérature : Pterostichus
melanarius avec un régime plutét omnivore, Poecilus cupreus avec un régime plutdt
carnivore et Amara similata avec un régime plutdt phytophage. Tous les individus
choisis pour cette expérience proviennent de la méme parcelle de colza (fig. 1b) et
ils ont été prélevés aléatoirement dans I'ensemble des individus de I'espéce,
capturés a la méme date (25 mai 2011). Au sein de ces trois espéces, nous avons
comparé des échantillons individuels et des échantillons d’individus poolés avant et
aprés PCR. La validité des données individuelles vs les données poolées avait pour
objectif de nous renseigner sur la possibilité de mélanger plusieurs individus/espéce
afin de réduire le colt et d’augmenter le débit pour I'analyse NGS du régime
alimentaire a I'échelle de la communauté. Pour cela 'ADN de dix sur les douze
individus pour chaque espéce ont été poolés apres extraction (fig. 2a et 2b). Ce pool
d’ADN (mix pré-PCR) a été traité comme un échantillon supplémentaire
indépendant. Ensuite, nous avons réalisé des PCR indépendantes par amorce pour

chacun des douze individus et le mix pré-PCR.

36



Figure 1. Présentation de la zone d’étude et localisation des 6 parcelles échantillonnées. (a)

Localisation de la zone-atelier ‘Armorique’, llle-et-Vilaine. Les parcelles ont été choisies
aléatoirement, chaque couple est composé d'une parcelle de blé (grande) et de colza (petite).
Les points rouges correspondent a I'emplacement des pots-pieges. (b) Les carabes

séquencés dans cette étude ont été récoltés dans les pots-pieéges en gras.
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Lors des PCR, nous avons marqué individuellement chaque échantillon grace a une
courte séquence unique, tag, située en 5 de chaque amorce. Ce « marquage »
s’impose car tous les échantillons sont mélangés avant séquencage. Nous avons
utilisé une combinaison de tags différents en forward et en reverse. La taille des tags
variait entre 7 et 9 nucléotides mais pour un méme individu et pour les mémes
amorces, nous avons toujours combiné des tags de taille identique. Les douze
individus et les mixes pré-PCR de chaque espéce ont été taggués individuellement.
Aprés PCR, les individus qui ont servi pour préparer le pool pré-PCR ont été poolés
de fagcon équimolaire, pour ne former qu’un seul échantillon avant le séquengage.
Toutefois, grace au tagging individuel lors de la PCR, les informations individuelles
au sein de ce pool post-PCR, étaient gardées. Les deux individus sur les douze ont
été traités comme des échantillons indépendants du début a la fin. Enfin, pour
anticiper d’éventuelles erreurs lors des PCR et pour plus d’exhaustivité, nous avons
réalisé trois répétitions PCR indépendantes pour chaque individu et pour chaque
amorce, taggés individuellement aussi.

L’ADN des feces a été extrait avec le kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen GmbH)
selon le protocole fourni, par une digestion a la protéinase K de 2h a 56°C. Aprés
extraction, TADN a été amplifié avec les quatre jeux d’amorces et avec et sans
blocage pour MAV. Les amorces de blocage ont été utilisées en concentrations dix
fois supérieures a celles des amorces forward et reverse MAV. Pour les amorces
g/h, nous avons respecté les conditions PCR spécifiés dans Taberlet et al. (2007).
En ce qui concerne les amorces ewB/E, MAV et CACI, nous avons respecté les
conditions spécifiées dans Bienert et al. (2012) pour ewB/E, en modifiant seulement
la température d’hybridation a 55°C pour MAV, et a 57°C pour les amorces Carabes.
Les produits PCR ont été visualisés par migration en électrophorese capillaire
(Qiaxcel Advanced System, Qiagen GmbH). L'/ADN amplifi¢ a été ensuite purifié
avec le kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH), quantifié par dosage
Nanodrop (ThermoScientific) et mélangé de facon équimolaire. Le séquencage a été
réalisé au sein de 'TUMR LECA, Grenoble, selon le protocole standard 454 GS fourni

par Roche.
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Figure 2. Représentation schématique de la démarche de pooling avant (a) et aprés (b)
PCR de I’ADN extrait a partir des féces des trois espéces de carabes. Douze individus par

espéce ont été analysés.
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2.2) Résultats

1) Evaluation du spectre alimentaire de la communauté de carabiques

Nous avons obtenu au total une liste de proies composée de 97 familles, classées
dans 22 ordres (Tableau 1, annexe de ce chapitre), répartis entre les classes des
Arachnides (Arthropoda), des Insectes (Arthropoda), des Myriapodes (Arthropoda),
des Gastéropodes (Mollusca), des Secernentea (Nematoda) et des Clitellates
(Annelida). Pour les plantes adventices, nous avons recensé 50 genres répartis dans
22 familles différentes (Tableau 2, annexe chapitre 1). Nous n’avons pas inclus dans
cette liste les 3 genres de Coniféres faisant partie de I'alimentation de certaines
espéces de carabes d’apreés la littérature.

En ce qui concerne la typologie alimentaire des carabes, nous avons constitué une
liste de 161 espéces de 38 genres différents, parmi lesquels 69 espéces sont trés
communes dans les paysages agricoles de I'Ouest de la France (Tableau 3, annexe
chapitre 1).

2) Choix et design d’amorces

Les amorces ewB/E amplifient potentiellement 12 familles d’Annélides Oligochétes
associés a la faune européenne commune du sol avec une efficacité identique grace
a la conservation des sites d’ancrage des amorces (90% des taxa, évaluation in
silico, Bienert et al. 2010). Ensuite, ces amorces ont amplifié avec succés 100% des
espéces et 93% (14/15 espéces) ont été identifiées au niveau spécifique sans
aucune ambiguité.

Les amorces MAV amplifient potentiellement 60% des genres pour les Arthropodes,
les Mollusques et les Vertébrés (évaluation in silico, de Barba et al. 2013, in press).
Pour le design de 'amorce de blocage, 314 séquences 16S appartenant a 93
espéces de carabes, réparties en 19 genres ont été amplifiées par PCR in silico avec
MAV. Aprés alignement, nous avions le choix de bloquer MAV soit en forward, soit
en reverse. Nous avons testé les deux possibilités, en évaluant par PCR in silico le
nombre de taxa différents potentiellement bloqués par chacune des deux amorces
de blocage. En ce qui concerne les Carabidae, le blocage était aussi efficace en
forward qu’en reverse. Le blocage s’appliquait a 100% des séquences de Carabidae
mais également aux Cicindellidae et aux Dytiscidae avec aucune discordance entre

amorce et séquence-cible, en forward et en reverse. Néanmoins, étaient bloquées
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avec la méme efficacité un certain nombre d’autres taxa, non-cibles et proies
potentielles des carabes (Chrysomelidae, Curculionidae, Scarabaeidae) lorsque
'amorce bloquante reverse a été utilisée. Pour bloquer I'amplification de I'ADN
carabe de facon plus spécifique, nous avons donc gardé uniquement I'amorce
bloguante forward (Block-F CCAACATCGAGGTCGCAA).

260 mitochondries compléetes de 128 espéces de Carabidae ont été téléchargées
depuis le site de 'EMBL. Les régions, conservées en forward et en reverse chez le
plus grand nombre de carabes, identifiées par ecoPrimer correspondaient au géne
mitochondrial 16S, avec une conservation maximale chez 122 des 128 espéces
disponibles. Les amorces Carabidae ont donc été dessinées a partir de ces deux
régions 16S conservées. Apres évaluation par PCR in silico sur les séquences
disponibles sur GenBank, il s’avere qu’avec les amorces CACI, on discrimine au sein
des Carabidae, 90% des genres (17/19) et 63% des espéces (79/126). Les
séquences des amorces Carabidae sont CACI-F GCCAGGTCGGTTTCTATC et
CACI-R GAATTCTAAATTCATTGCACTA.

3) Echantillonnage et séquencage haut-débit

Sur l'ensemble des six sessions d’échantillonnage et des six parcelles
échantillonnées, nous avons collecté 4296 individus de 49 espéces différentes.
Compte tenu du grand nombre de pot-piéges, les carabes ont été mis a déféquer en
moyenne 5,2 jours aprés capture (entre 0 et 13 jours selon les dates et les
parcelles). Néanmoins, la majorité des individus (>90%) ont produit des féces dans
les tubes. Les individus séquencés lors de I'expérience-test ont passé en moyenne
7,7 jours dans les piéges avant d’étre mis a déféquer dans les tubes Eppendorf.
Malgré cela, tous ces individus ont produit une quantité de féces significative.

Suite a des problémes techniques, seules les PCR produites avec les amorces g/h
(plantes) ont pu étre étiquetés (taggués) individuellement (12 individus/espéce +
mix). Les produits PCR MAV avec et sans blocage ont été étiquetés avec les mémes
tags, de sorte que nous n’avons pas pu comparer l'efficacité du blocage de I'ADN
carabe. Pour les produits PCR MAV, ewB/E et CACI, nous avons pu distinguer les
informations uniquement pour les deux individus traités indépendamment et pour les
deux mix.

Les deux runs de 454 GS Junior ont généré un total de 225 000 séquences brutes.
Aprés les différentes étapes de traitement des séquences (décrites en détails dans le
manuscrit d’article ci-dessous), nous avons obtenu 53 166 séquences avec les

amorces MAV (Mollusques/Arthropodes), 23 713 séquences avec les amorces CACI
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(Carabes) et uniqguement 1571 séquences avec les amorces ewB/E (Annélides).
Apres BLAST, le nombre et la diversité des séquences ont considérablement
diminués. Les résultats sont détaillés par type d’amorce. Etant donné le faible
nombre de séquences par échantillon et pour faciliter les analyses, les trois

répétitions techniques de PCR ont été regroupées ensemble.

a) MAV

Sur 'ensemble des 2261 variants de séquences MAV, seuls 20 étaient présents en
plus de 20 exemplaires sur I'ensemble des échantillons (seulement 0,88% du
nombre de séquences total). Sur les 20 séquences analysées, 18 ont produit des
résultats de BLAST satisfaisant les paramétres d’identité (>95%), avec un nombre
total de 22 532 séquences. Parmi ces séquences, 63% correspondaient a de 'ADN
humain et de mammiféres (Tableau la), vraisemblablement amplifiés du fait de
l'universalité des amorces MAV. Les séquences ayant amplifié de 'ADN de carabes
correspondaient a 18% du jeu de données. Le reste des séquences correspondait
vraisemblablement a de I'’ADN de proies consommées (Lycosidae, Linyphiidae,
Diptéres, Coléoptéres autres que les carabes, Insectes). En termes de spécificité, la
résolution MAV a permis dans certains cas de discriminer a I'espéce (Trochosa
ruricola pour les Lycosidae et Homo sapiens avec 100% d’identité), dans d’autres
cas a la famille (22%) et a l'ordre ou a 'embranchement pour la majorité. Aucune
séquence de mollusques n’a été retrouvée dans les féces des carabes. La longueur
des séquences MAV était de 37pb a I'exception de deux séquences de taille 23 et
24pb.

Le nombre total de séquences MAV était équivalent pour les espéces P. melanarius
(9000) et P. cupreus (8223), et un peu moindre en ce qui concerne A. similata
(5428).

Parmi les échantillons, les séquences majoritaires correspondant a Homo sapiens
étaient présentes dans les trois espéces de carabes. Les autres séquences de
mammiféres majoritaires (Bovidae) étaient uniquement présentes chez P.
melanarius. Les séquences de I'espéce d’araignée Trochosa ruricola (Lycosidae)
étaient uniqguement présentes chez Amara similata (1300 séquences). Les autres
séquences d’araignées (Lycosidae, Linyphiidae) étaient présentes chez P.
melanarius et P. cupreus mais en nombre bien inférieur (entre 30 et 173 séquences
au total). Des séquences de carabes (Adephaga sp) étaient présentes pour la
majorité chez P. cupreus (3769 séquences). Trois autres variants minoritaires de

séquences de carabes se répartissaient entre P. melanarius et A. similata (entre 22
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et 115 séquences au total). Un trés grand nombre de séquences (2453) d’'un variant
correspondant & un ou des Arthropodes non identifiés était présent chez P.
melanarius. Le restant des séquences se répartissait entre espéces mais avec un
faible nombre de séquences (entre 2 et 50 séquences au total). Le nombre total de
séquences par échantillon était relativement équivalent entre mix avant et post PCR
et entre individus isolés (Tableau 1a). L'un des individus de I'espéce P. cupreus
contenait un trés faible nombre de séquences comparé aux autres (268 contre 1000-
2000).

Les séquences humaines étaient réparties de facon équivalente dans tous les
échantillons, sans exception. Les séquences de Bovidae présentes chez P.
melanarius étaient majoritairement présentes chez I'un des deux individus analysés
en dehors des mix. Les séquences darthropodes majoritaires, présentes
uniguement chez P. melanarius (2453 séquences), apparaissaient dans tous les
échantillons de cette espece (mix et individus séparés). Les séquences d’araignées
chez P. melanarius étaient uniqguement présentes dans les mix. Les séquences de
carabes (Adephaga sp) retrouvées majoritairement chez P. cupreus étaient
présentes dans les deux mix (avant et post PCR) et dans I'un des individus isolés
mais pas dans le second. Ce deuxiéme individu, par ailleurs, ne contenait aucune
autre séquence a l'exception de quelques séquences humaines. Chez A. similata,
les séquences de Trochosa ruricola se retrouvent chez I'un des individus isolés et

dans le mix avant PCR mais pas dans le mix aprés PCR.
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Tableau 1la. Distribution des séquences amplifiées par MAV, par échantillon et par espéce de carabe. La colonne « taxon » correspond aux résultats de

BLAST. PM : P. melanarius ; PC : P. cupreus ; AS : A. similata ; Ind 1 et Ind 2 : les individus analysés indépendamment. Mix ADN : mix pré-PCR ; Mix PCR :

mix post-PCR.
taxon nb total PM PC AS PM Mix ADN PMMix PCR PMInd1 PMInd2 PCMixADN PCMix PCR PCind1 PCInd2 AS Mix ADN AS Mix PCR ASIndl ASInd2
Homo sapiens 11705 4166 3905 3634 827 1103 247 1989 17 1427 260 2201 1269 1177 974 214
Adephaga (Carabidae, Dytiscidae) 3773 2 3769 2 2 0 0 0 1730 1013 0 1026 2 0 0 0
Arthropoda 2453 2453 0 0 824 537 759 333 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovidae (Ovis aries) 1991 1920 29 42 128 201 2 1589 0 28 0 1 5 11 26 0
Trochosa ruricola (Lycosidae) 1293 7 2 1284 0 7 0 0 0 2 0 0 620 0 0 664

Suidae (Sus spp) 229 0 117 112 0 0 0 0 0 1 0 106 1 95 16 0
Linyphiidae 180 173 7 0 127 46 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0
Arthropoda (Heteroptera:Miridae; Acari) 175 0 175 0 0 0 0 0 0 175 0 0 0 0 0 0
Lycosidae 152 116 36 0 80 36 0 0 0 36 0 0 0 0 0 0
Adephaga (Carabidae, Dytiscidae) 118 3 0 115 2 1 0 0 0 0 0 0 85 22 6 2
Homo sapiens 89 0 11 78 0 0 0 0 1 10 0 0 53 25 0 0
Coleoptera 50 50 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0
Arthropoda (Dytiscidae) 48 0 0 48 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 33 0
Insecta 43 3 0 40 3 0 0 0 0 0 0 0 9 31 0 0
Diptera 37 37 0 0 0 0 37 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Adephaga (Carabidae, Dytiscidae) 23 23 0 0 3 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Adephaga (Carabidae, Dytiscidae) 22 22 0 0 0 0 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lycosidae 20 0 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 19 0 0 1
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Tableau 1b. Distribution de des séquences amplifiées par CACI, par échantillon et par espéce de carabe.

taxon nb total PM PC AS PM Ind1 PMInd2  PM Mix ADN M Mix PC  PC Ind1 PCInd2  PC Mix ADN >C mix PCF  AS Ind1 ASInd2  AS Mix ADN AS Mix PCR

Pterostichini (Percus corsicus) 6352 0 0 6352 0 0 0 0 0 0 0 0 3019 2375 58 900
Bembidiini (Bembidion spp) 4115 4114 0 1 1250 839 940 1085 0 0 0 0 1 0 0 0
Bembidiini (Bembidion spp) 2279 0 2279 0 0 0 0 0 571 558 701 449 0 0 0 0

Harpalinae (Metius spp) 1455 0 0 1455 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1322 133
Carabidae 24 0 24 0 0 0 0 0 5 10 9 0 0 0 0 0
Pterostichini (Percus corsicus) 15 0 0 15 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 12

Tableau 1c. Distribution de des séquences amplifiées par CACI, par échantillon et par espéce de carabe.
taxon nb total PM PC AS PMIndl PMInd2 PM Mix ADN PM Mix PCR PCIndl PCInd2 PC Mix ADN PC Mix PCR ASIndl ASInd2 AS Mix ADN AS Mix PCR

Pterostichus spp 198 0 0 198 0 0 0 0 0 0 0 0 21 63 47 67

Pterostichus spp 197 0 197 0 0 0 0 0 75 17 20 85 0 0 0 0

Pterostichus spp 81 81 0 0 8 48 21 4 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figure 3. Le nombre de séquences amplifiées par les amorces MAV selon I'espéce et le
type d’échantillon (individu ou mix pré- et post-PCR). Espl: P.melanarius; Esp2:
P.cupreus ; Esp3 : A.similata ; Mix ADN = mix pré-PCR ; Mix PCR = mix post-PCR. Les

échantillons ont été classés en ordre décroissant selon le nombre de séquences.

Les différents échantillons étaient trés contrastés dans le nombre total de séquences
qu’ils contenaient sans qu’un patron général ait pu étre observé (Tableau 1a, fig. 3).
Les individus indépendants et les mix (pré- et post-PCR) étaient trés hétérogénes en
termes de nombre des séquences (fig. 3).

b) CACI

Sur les 1272 variants, seuls 6 étaient représentés par plus de 15 séquences au total.
Les scores de BLAST ont varié entre 94-99% d'’identité et la résolution était au mieux
a la tribu (Tableau 1b). Toutes les séquences ont été identifiées sans ambiguité
comme étant des Carabidae. Chacune des 4 séquences majoritaires (>1000
séquences) était présente chez seulement 'une des trois espéces, a I'exception de
A.similata ou deux variants majoritaires de séquences de Carabidae ont été trouves.
Toutefois aucune des séquences identifiées ne correspondait au genre de nos trois
especes, et dans le cas de P. melanarius et P. cupreus, la tribu ne correspondait pas
non plus. Dans le cas de la deuxiéme séquence majoritaire chez A. similata, la tribu

ne correspondait pas non plus. Ces séquences étaient présentes aussi bien dans les
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individus isolés que dans les mix pré- et post-PCR. Le deuxieme variant, abondant
chez A.similata était présent uniqguement dans les mix. Pour P. melanarius et P.
cupreus, il N’y avait pas de différences notables entre mix et individus en termes de
nombre de séquences. Pour A. similata deux a trois fois plus de séquences ont été

trouvées dans les individus isolés par rapport aux mix.

c) ewB/E

Sur les 466 variants de séquences initiaux, seuls 3 contenaient un nombre de
séquences significatif (entre 81 et 198). Aprés BLAST, il s’est avéré que les trois
variants étaient identifiéss comme des Carabidae (avec 91-98% d’identité, genre
Pterostichus spp). Aucune séquence d’Annélides n’a été identifiée. Chaque variant
était présent chez une seule des trois espéces (Tableau 1c). Les séquences étaient

équitablement réparties entre mix et individus isolés.

En ce qui concerne les amorces g/h du géne trnL, les résultats et les conclusions
sont présentés en fin de chapitre, sous forme d’article préparé pour soumission a la

revue ZooKeys.

2.3) Discussion & Perspectives

La caractérisation du régime alimentaire a partir de féces de carabes par
séquencage haut-débit n'a pas donné les résultats espérés, du moins en ce qui
concerne les proies animales. Les seules séquences relevant de consommation,
semblent étre les séquences de Trochosa ruricola, amplifiées chez un individu
unique de I'espéce Amara similata. Outre le grand nombre de contaminations par de
'ADN humain, seules des séquences de Carabidae ont été identifiées dans les
féces. Ces séquences correspondaient a 'ADN du prédateur amplifié. Les raisons de
cet échec résident probablement dans la mauvaise qualité des féces utilisées. |l
semble que malgré la quantité de déjections produites par les carabes, celles-ci ne
contenaient pas ou contenaient peu d’ADN animal. L’absence d’ADN animal pourrait
s’expliquer de deux fagons : soit les feces ne contenaient plus le bol digéré apres 7
jours de je(ne dans les pots-pieges, soit ’ADN dans les féeces déposés a été trés
rapidement dégradé dans les conditions des chambres climatiques (forte lumiére et
25°C).
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Gréace a la littérature abondante sur les habitudes alimentaires chez les carabes, I'on
dispose actuellement de nombreuses données sur la cinétique de digestion chez les
espéces les plus communes (Greenstone et al. in press). Cependant, la dynamique
de transit intestinal chez les carabes est un processus complexe et plusieurs
variables peuvent intervenir dans la vitesse de digestion. Premiérement, les carabes
comme tous les arthropodes sont des organismes ectothermes et la vitesse de leur
métabolisme, dont la digestion, dépend directement de la température du milieu
ambiant (Hagler & Naranjo 1997). Toutefois, selon I'espéce considérée, la relation
entre vitesse de digestion et la température ne sera pas la méme (von Berg et al.
2008a). De plus, des nombreux autres facteurs comme le sexe (Symondson et al.
1999b), la quantité de proies consommées (Symondson & Liddell 1995) ou encore
I'état physiologique de lindividu (Symondson 2002) peuvent influencer la digestion
chez les carabes. Malgré cela, une période de jeine de sept jours comme dans le
cas présent, dépassent largement les chiffres rapportées dans la littérature
(moyennes de détection de 'ADN dans 50% des individus entre 7h et 89h avec les
techniques PCR selon les études, chiffres résumés dans Greenstone et al. in press).
Les féces que nous avons observés chez les individus séquencés ont di contenir
essentiellement des métabolites des carabes mais pas de proies digérées (sauf
vraisemblablement quelques exceptions dans lesquelles de 'ADN proie a été trouvé
ou des séquences de plantes). Ces résultats n'impliquent pas pour autant que les
féces soient un choix inapproprié pour étudier le régime alimentaire chez les
carabes. La seule alternative aux feces est de travailler sur les contenus intestinaux
mais les difficultés liées a leur manipulation et dissection, équivalent largement les
difficultés de récolter les féces en laboratoire. De plus, les féces présentent
lavantage d’intégrer plusieurs repas et potentiellement refléter plus fidélement la
diversité des proies consommeées. Il serait donc trés intéressant d’évaluer la
dynamique de digestion chez les carabes, non seulement pour apporter plus de
clarté a nos résultats du séquencage-test mais également pour combler le vide
méthodologique qui existe dans la littérature sur ces aspects du comportement
alimentaire chez les carabes.

La deuxieme difficulté que nous avons rencontrée lors de linterprétation des
résultats, concerne la faible précision taxonomique pour les amorces MAV et CACI.
Avec MAV la meilleure résolution était souvent au niveau de 'embranchement ou de
'ordre, et avec CACI, au niveau de la tribu. De plus il faut noter la mauvaise
assignation taxonomique avec CACI. Cependant, ces résultats ne s’expliquent pas
forcément par un mauvais choix des amorces. D’'une part lorsque les séquences

produites avec MAV, autres que les contaminations humaines étaient de mauvaise
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gualité (scores d’alignement lors du BLAST trés bas) suggérant qu’il peut s’agir de
séquences-chiméres ou des erreurs de PCR compte tenu des faibles concentrations
d’ADN-cible. D’autre part, lorsque de 'ADN en quantité suffisante était présent,
'assignation taxonomique était souvent a I'espéce (Homo sapiens ou Trochosa
ruricola) ou a la famille pour les séquences de mammiféres. Cette précision était
possible aussi parce que des séquences de référence étaient disponibles dans les
bases de données. C’est justement I'absence de séquences de carabes 16S qui
explique le manque de précision avec les amorces CACI. Ainsi, lorsque I'on compare
les données de séquences disponibles pour 16S avec celles pour COIl chez les
carabes, on trouve 1257 especes de 202 genres pour COI contre seulement 128
especes pour 16S. De plus, sur les 19 genres disponibles en 16S, 7 correspondent a
des données fossiles et seuls 4 des genres séquencés en 16S sont présents dans
les paysages agricoles de I'ouest de la France. Cette situation nous place devant un
véritable dilemme scientifique ou les genes les plus appropriés pour étudier ’ADN
environnemental ne sont pas les plus étudiés par la communauté d’écologistes
moléculaires. En effet, lorsqu’on utilise les approches de barcoding environnemental
pour étudier la biodiversité dans des échantillons complexes comme les féces, le
plus important est de réduire au minimum les biais d’amplification différentielle entre
espéces (Pompanon et al. 2012), si possible en utilisant une seule paire d’amorces
universelles. Pour cela, les régions pour le design des amorces doivent étre
conservées chez tous les groupes taxonomiques visés (Taberlet et al. 2012). Cela
implique le choix d’'un marqueur génétique différent de COI proposé par le CBOL. En
effet, les génes ribosomiaux comme 16S sont mieux adaptés compte tenu de leur
taux d’évolution plus lent comparé aux génes codant des protéines, tels COIl. Ainsi,
les sites peu variables sont mieux conservés a travers I'arbre du vivant mais leur
taux d’évolution reste suffisant pour permettre la séparation correcte méme
d’espéces phylogénétiquement trés proches (e.g. Vences et al. 2005a, b). Une
solution potentielle a ce probleme est de constituer sa propre base de référence pour
le géne d'intérét (Pompanon et al. 2012). Or, il semble insurmontable de pouvoir
référencer au préalable tous les organismes ciblés, particulierement dans des
groupes aussi diversifiés que les arthropodes. Et méme si les progrés en termes
d’automatisation et de colts permettent de traiter les échantillons en haut-débit, on
se heurte toujours aux limites imposées par lidentification taxonomique des
spécimens. Non seulement le processus d’identification taxonomique nécessite du
temps mais il manque des spécialistes pour un trés grand nombre de groupes. Ainsi,
'enthousiasme suscité par les avancées spectaculaires des technologies est

qguelque peu freiné par les contraintes de la taxonomie. En attendant que les bases
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de données se completent, plusieurs approches alternatives sont envisageables. Par
exemple, il est possible de remplacer les noms des différents organismes par des
unités taxonomiquement opérationnelles (OTUs) dont I'on peut établir les relations
de phylogénie. Cette approche est trés populaire chez les microbiologistes pour
lesquels le concept d’espéce est déja une notion abstraite (Riesenfeld et al. 2004).
Toutefois, les écologistes semblent encore relativement réfractaires a cette
approche, méme si cette réticence semble plus culturelle que liée aux limites de
'approche car elle a été appliquée avec succés a I'étude du régime alimentaire des
chauves-souris (Bohmann et al. 2011 ; Razgour et al. 2011).

L’alternative est de changer notre vision actuelle en ce qui concerne les amorces
universelles. Par soucis de colt et de temps, le design des amorces universelles a
toujours été orienté vers un nombre réduit d’amorces amplifiant un grand nombre de
taxa. Néanmoins, cette approche est non seulement difficile méthodologiquement (la
manipulation de grands jeux de séquences, I'incomplétude des bases de données)
mais surtout, elle est souvent inefficace, trés peu de régions sont conservées de
fagon universelle dans I'arbre du vivant. || semble plus pertinent d’investir des efforts
dans le design de batteries d’amorces spécifiques a des groupes d’organismes plus
restreints. Ces amorces peuvent étre multiplexées en une seule réaction de PCR.
Avec cette approche, il devient tout a fait envisageable de travailler sur des génes
comme COI. L’approche par PCR multiplexe semble prometteuse et méme si elle n’a
pas encore été appliquée dans le cadre des technologies NGS (mais voir de Barba
et al. in press), son succés déja dans le cadre des approches par PCR diagnostique
est notable (Wallinger et al. 2012). La seule limite a la popularisation de la PCR
multiplexe reste la difficulté d’ajuster les conditions de PCR pour chaque amorce afin
d’éviter les différences d’efficacité entre les différents jeux d’amorces. Cette difficulté
impligue souvent des mises au point tres longues

Avec ces constats, nous avons conclu qu’il serait intéressant de garder les amorces
16S, particuliérement MAV qui convient parfaitement a notre systéme d’étude.
Seulement, en mesures de précaution et pour améliorer notre résolution
taxonomique, nous avons décidé d’évaluer au préalable in silico tous les jeux
d’amorces universelles, disponibles dans la littérature et correspondant a nos
besoins, et de les comparer avec les performances in silico de MAV. Ensuite, choisir
notre stratégie d’amplification sur la base de cette comparaison. Nous avons
également décidé d’établir une base de référence COIl et 16S pour les groupes
taxonomiques les plus représentés dans notre zone d’étude.

En ce qui concerne ewE/B, nous ne pouvons pas conclure puisqu’aucune séquence-

cible n’a été séquencée. Toutefois, les amorces Oligochétes discriminent assez bien
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nos trois especes de carabes et ils les assignent tres correctement dans la tribu des
Pterostichini. Cela suggére que d’'une part ces amorces peuvent amplifier des taxa
non-cibles dans des conditions particuliéres, d’autre part que ces amorces amplifient
une région qui est au moins aussi discriminative que la région amplifiée par les
amorces CACI (les scores de BLAST étaient largement équivalents avec une
assignation plus juste pour les amorces ewE/B). Il nous semblait important toutefois
de garder ce jeu d’amorces, non seulement parce qu’il a été déja testé avec succes
(Bienert et al. 2012) mais parce qu'il n’existe pas d’autres amorces universelles pour
les Oligochétes. Or, des taxa comme les Lumbricidae ou les Enchytraeidae peuvent
constituer une partie essentielle du régime alimentaire des Carabidae (Symondson
2002).

En ce qui concerne le blocage spécifique des Carabidae avec les amorces MAV,
nous n’avons pas pu évaluer leur efficacité dans cette étude faute d’avoir pu taggé
séparément les échantillons avec et sans blocage. La proportion d’ADN carabes
(Adephaga) était considérable (18%) suggérant que méme dans les féces, 'ADN
hote est prépondérant. Dans notre cas, les proportions d’ADN carabe étaient
d’autant plus exacerbées qu’il y avait trés peu d’ADN proie. Par exemple, les
échantillons dans lesquels des séquences de T.ruricola ont été amplifiées, ne
contenaient pas de I'’ADN carabe, suggérant que lorsque de 'ADN cible est présent
dans des quantités significatives, 'amplification de ’ADN prédateur est quand méme
limitée. Toutefois, il faut noter qu’ily avait d’autres échantillons qui ne contenaient
pas d’ADN de proies et qui ne contenaient pas de 'ADN carabe pour autant. Le
blocage reste une décision délicate, encore plus quand des proies potentielles
peuvent étre bloquées aussi (Vestheim & Jarman 2008). De plus, le colt de la
synthése des amorces de blocage (a cause de la molécule C3) reste prohibitif si 'on
envisage de mener des études avec plusieurs centaines d’échantillons indépendants
vu que généralement 'amorce de blocage est utilisée en concentrations dix a vingt
fois supérieures des concentrations des amorces. Des résultats récents ont
également démontré la capacité d’identifier les proies consommées par un prédateur
généraliste (I'araignée Oedothorax fuscus) sans bloquer spécifiguement
'amplification de son ADN (Pifiol et al. 2013). Nous avons donc décidé de ne pas
utiliser des amorces de blocage pour la suite de cette étude.

Il convient de mentionner ici le nombre important de séquences de mammiféres que
nous avons amplifiées. Ce résultat souligne a quel point il est facile de contaminer
avec de 'ADN exogéne et a quel point il est important d’anticiper les contaminations
lorsque I'on utilise des amorces universelles. De telles contaminations peuvent non

seulement saturer les PCR lorsque '’ADN source est en faibles concentrations, elles
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peuvent également biaiser les résultats si les séquences contaminant sont proches
taxonomiquement des proies ciblées. De récentes études confirment ces
observations (King et al. 2012 ; O’'Rorke et al. 2013) et proposent de protocoles
appropriés pour les éviter (Greenstone et al. 2012 ; O’Rorke et al. 2013).

En ce qui concerne le pooling pré- et post-PCR, il semble difficile de tirer des
conclusions avec le faible nombre de séquences animales que nous avons
obtenues. Ces résultats sont discutés plus amplement dans le cas des plantes et
dans le manuscrit d’article ci-dessous.

En conclusion, méme si les résultats de cette étude n’ont pas été completement a la
hauteur des attentes en ce qui concerne le régime alimentaire des carabes ou
certains points méthodologiques, I'expérience que nous avons acquise nous a
permis de prendre du recul sur 'utilisation des outils moléculaires haut-débit et de les
adapter au modele carabe. Ainsi, nous avons pu appliquer avec succés cette
méthode pour décrire le régime alimentaire de la communauté de carabes (Chapitre
4). Ce travail a également ouvert quelques perspectives méthodologigues comme la
comparaison féces-contenus stomacaux ou encore le pooling de plusieurs

échantillons.
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Abstract

Promoting ecosystem services as biological control of pests by their natural enemies
is a promising solution for a sustainable agriculture. Although, studies failed to
evidence factors that govern the successful provision of biological control, especially
in the case of generalist predators. The problem is we still have a fragmentary vision
on diet spectrum and feeding behavior of these generalist auxiliaries because the
description of interactions networks remained until recently hardly approachable.
Today, the fast growing field of environmental genomics, thanks to new molecular
technologies, as barcoding and next generation sequencing, opens exciting
opportunities for studying trophic webs on a large scale. Ground beetles are a group
of particular interest as they are suspected to play an important role in regulating
pest populations in agricultural fields. However, their diet remains difficult to precise
in the field, and their role as auxiliaries remains still controversial.

Here, we developed high-throughput sequencing approach in order to assess plant
consumption in three common carabid species encountered in main crops of an
agricultural landscape. We used the trnL chloroplastic universal primers for
amplifying digested DNA in 36 individual carabid faeces. Data generated with the
454 pyrosequencing Roche technology revealed a large number of sequences
assigned to Brassicaceae family suggesting that all three carabid species likely
consumed cultivated plants especially oilseed rape. Other dominant plant families as
Poaceae and Juncaceae, typical plants growing in field margins and wet meadows in
the study area suggest a weed seed consumption and high mobility of the species.

Methodological implications and impact on biological control are discussed.
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Introduction

Ground beetles (Coleoptera: Carabidae) have long been considered as potentially
useful auxiliaries for crop protection (e.g. Forbes 1883; Thiele 1977; Luff 1987).
Indeed, significant body of literature has investigated pest suppression potential in
carabid beetles by many various approaches (Symondson et al. 1999; Harper et al.
2006; von Berg et al. 2012) and tried to identify efficient management strategies for
the enhancement of carabid populations in agricultural fields (Thomas et al. 1991;
MacLeod et al. 2004; Bell et al. 2008). It has been demonstrated that carabids could
contribute significantly to the regulation of aphids (Sunderland 1975; Griffiths et al.
2008), slugs (Symondson and Liddell, 1993; Bohan et al. 2000), coleopterans
(Szendrei et al. 2010), dipterans (Finch and Elliot 1994; Prasad and Snyder 2004),
lepidopterans (Riddick and Mills 1994; Monz6 et al. 2011; Boreau de Roincé et al.
2012), and that this is consistent across various geographic areas. However, the
carabid potential for pest regulation is largely unpredictable because of their
generalist omnivorous feeding habits (Holland 2002; Symondson et al. 2002). In fact,
their capacity to consume a large variety of preys results in complex trophic
interferences in agricultural landscapes. Thus, for instance, the role of alternative
preys (Frank et al. 2010; Renkema et al. 2012), or intraguild predation (Davey et al.
2013; Snyder and Wise 2001) diverting carabids from target pest species, has been
demonstrated. Plant material could probably also be a valuable alternative resource
for many carabid species considered as mostly carnivorous in literature. Indeed,
several studies have showed that weed seeds constitute nutritious and available food
source in arable lands (Frank et al. 2011; Honek et al. 2003) while, some insect
preys, as aphids, have been found of low nutritional value for ground beetles (Bilde
and Toft 1997). As a consequence, seed consumption by carabids could potentially
disrupt biological control of pests. Many authors consider that seed-eating carabids
regulate weeds’ populations, still performing a useful ecosystem service in
agricultural fields (Bohan et al. 2011; Brooks et al. 2012). However, the proportion
and the diversity of plant material consumed by omnivorous carabid species in
natural conditions have been rarely assessed, though previous studies suggest

rather high proportions in some generalist species. For example, Pollet and
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Desender (1985) reported consumption of plant material in almost 80% of gut
contents of individuals of P. melanarius, a dominant omnivorous species in
agricultural field. Hengeveld (1980b) pointed out the significant presence of plant
material in the guts of all 24 species they examined. This lack of knowledge is mainly
due to methodological constraints. Direct observations in the field are hard to carry
out and rendered still more complicated by the nocturnal behavior of many species.
Analysis of gut contents is confronted to the difficulty to accurately identify digested
fragments of plant material. The fast-growing field of PCR-based techniques and
especially the development of high-throughput sequencing technologies could help to
resolve these methodological pitfalls. Indeed, it is nowadays possible to screen
complex samples, often with a unique universal primer set (Soininen et al. 2009;
Zeale et al. 2011). More and more studies have adopted molecular approaches for
elucidating dietary breadth and trophic linkages in communities of generalist
predators as carabid beetles (King et al. 2007; von Berg et al. 2012; Traugott et al.
2012; Davey et al. 2013). However, a high-throughput sequencing approach has
never been adopted for invertebrate diet characterization until now (but see Pifiol et
al. 2013). The main difficulty lies in designing accurate universal primers for
polyphagous predators with potentially diversified diet. Moreover, designing universal
primers in plants is really challenging because of the lack of mitochondrial or plastid
regions evolving as rapidly as mitochondrial DNA in animals (Chase et al. 2007).
Consequently, there is still no general consensus on a standardized DNA region that
could be used as a barcode in the way CO1 is used in animals (Chase et al. 2007,
Taberlet et al. 2007; Fazekas et al. 2008; Hollingsworth et al. 2009). In diet
characterization, it is essential to use strongly conserver primers in order to avoid
differential amplification, potentially biasing prey proportions in the gut content
(Taberlet et al. 2007). For this purpose the primer pair g/h amplifying the P6 loop
variable region of the chloroplast trnL (UAA) intron is suitable (Taberlet et al. 2007).
These primers are targeting a unique and short variable fragment from chloroplast
DNA (10-143bp) and they have been already successfully used in several ecological
studies (Jgrgensen et al. 2012; Yoccoz et al. 2012), including diet analysis (Valentini
et al. 2009a; Quéméré et al. 2013).

Here, we develop high-throughput sequencing approach to evaluate plant
consumption in carabid beetles, targeting chloroplast trnL region with a unique set of
universal primers. We focus on three carabid species, very common in typical
European arable landscapes. We selected them because of their contrasting feeding
habits according to literature. Poecilus cupreus was designated as mostly

carnivorous generalist predator (Chiverton 1988), Pterostichus melanarius as
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omnivorous generalist predator (Larochelle 1990) and Amara similata as plant feeder
(Jagrgensen and Toft 1997). We hypothesize that, depending on their diet
preferences, they are not expected to consume plants in the same proportions. From
methodological point of view, we evaluate the feasibility of next-generation
sequencing technologies applied to the study of invertebrates’ diet and we discuss
the value of pooled individual samples by comparing individual data with data pooled
before and after the PCR step. We hypothesized that if data of pooled samples
reflect accurately individual information, pooling could be a valuable approach for
reducing costs in large-scale metabarcoding studies.

Methods

Sample collection. Beetles from the three species were collected by pitfall traps in
an oilseed rape field, situated in the LTER « Armorique », Brittany, France (48° 36" N,
1° 32' W). Traps were deployed and emptied 24h later on 24-25 May 2011, so that all
individuals of the three carabid species were trapped at exactly the same date.
Individuals were brought in the laboratory immediately after collection. To slow
digestion rate and facilitate their manipulation, we placed living carabids in cold
chamber (4°C) before sorting them individually in sterilized Eppendorf tubes for
defecating. To avoid contamination, all individuals were first washed in ultra-pure
Milli-Q water and dried on a clean absorbent paper. One tiny hole was made in every
tube for providing fresh air. Beetles were placed in a climate chamber at 20°C (16L.:
8D). After defecation, beetles were removed and freeze-killed, and faeces were
stored in silica gel (Dominique Dutscher SAS). All beetles were identified to the

species level.

DNA sequencing. DNA from individual faeces was individually extracted in
Eppendorf tubes with the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) according to
manufacturers’ instructions. To compare consistence of sequencing results on
individual or pooled guts, we designed mixes of DNA before and after PCR. For this,
we pooled 2pL of extraction products for ten of the twelve individuals in each species
(before-PCR mixes). Thereafter, the twelve individuals for each species plus the
mixes were tagged individually and PCR amplified independently. All PCR
amplifications were performed with the trnL g and h primers (Taberlet et al. 2007)
labeled with a 7 to 9 bp DNA tags to enable the identification of each sample after
sequencing. PCRs were performed in a 25 pL final volume, using 1 uL of DNA as

template in an amplification mixture containing 1.0 U Platinum® Taqg High Fidelity
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DNA Polymerase (Invitrogen), with 1x HiFi buffer, 5 mM MgS04, 1 mM mixed
dNTPs, 1 mg/mL bovine serum albumin (BSA) and 0.4 mM of each primer. 50 cycles
per PCR were performed (4 min initial denaturation at 95 °C, 30s at 95°C, 30s at
50°C, and a final cycle at 72 °C for 10 min). One extraction- and one PCR blank
control per plate were included. The PCR products were visualized on an automated
capillary electrophoresis system (QlAxcel, Qiagen). All PCR products were purified
using the MinElute PCR purification kit (QIAGEN GmbH). DNA quantification was
carried out using the NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop
Technologies). After the quantification step, PCR products from the same ten
individuals were pooled in equimolar proportions before sequencing (post-PCR mix).
For these samples, individual information was kept thanks to the unique tagging
during the PCR step. For retrieving maximum sequences potentially present in
samples, each DNA template (independent and mix) was amplified by three
independent PCR repetitions. All PCR products were mixed in equimolar proportions
before sequencing. Amplification products were sequenced on the Roche GS Junior
FLX DNA sequencing platform following the manufacturer's guide for amplicon

sequencing.

Analyzes. First, the sequences were sorted according to the DNA tag used, allowing
for a maximum of two mismatches in the primer sequence (Margulies et al. 2005;
Balzer et al. 2010). All reads of a size inferior to 8 bp and all unique reads
(singletons) were filtered out. The strictly identical sequences were grouped together.
Finally, for each carabid individual, a data set was generated, containing all the
sequences exhibiting the relevant tag. Then, these sequences were analyzed to
determine the diet. Manipulation of sequences and taxonomic assignment was
performed using a series of scripts freely available from the OBITools package
(http://www.grenoble.prabi.fr/trac/OBITools).

Sequences were compared to the GenBank database with BLAST. Only sequences
with 97-100% of identity and 92-100% of query coverage were retained for further
analyses. If two or more taxa exhibited the same barcode sequence, we assigned
this sequence to the higher taxonomic level that included both taxa according to the

NCBI Taxonomy database (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy). Variants of

sequences matching the same taxon level were grouped together. Data from
independent PCR repetitions were pooled for each individual. For this data set, the
Jaccard similarity coefficient (Jaccard 1908) was calculated, considering sequences
as binary (presence/absence of a sequence). After hierarchical clustering of

dissimilarity coefficients (Euclidian distance), a non-metric multidimensional scaling
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ordination method (Oksanen 2013) was used for characterizing carabids’ diet for
each individual from each of the three species. Analyses were run with the vegan

function of R software (R Core Team 2013).

Results

After tag assignation, we obtained a total of 90 477 raw sequences. After the
different filtering steps, we kept 83 576 sequences from 2050 unique variants. The
majority of the 2050 variants (93%) were viewed in less than 50 copies. Given
difficulties for analyzing such amount of data and given their low representativeness,
only sequences variants seen more than 50 times in samples were retained for
BLAST comparison (71 401 sequences from 127 variants). After BLAST filtering, 65
130 sequences from 105 variants satisfied BLAST criteria, the other sequences were
discarded. After clustering of the variants matching to the same taxa, 24 taxa were
identified in carabid samples (fig. 1). Only 6 of them were identified to the genus
level, all the other taxa were identified at best to the family level, and some
sequences were identified only to the division level (Magnoliophyta, 8 variants).
Sequences’ length ranged between 12 and 67bp.

An equivalent amount of sequences was obtained for each species and the richness
of plant families in each species was equivalent too. Between 2 and 17 different
sequences were retrieved per single sample. Contrariwise, a considerable variability
in the abundance and the richness of plant sequences were observed between
individuals from the same species.

Brassicaceae family was the most dominant with 23 variants and 38 493 sequences
(fig. 2), followed by Poaceae and Juncaceae families. The number of Brassicaceae
sequences ranged from 22 to 8880 according to samples. Brassicaceae sequences
were retrieved in all samples but two and Poaceae sequences were retrieved in all
individuals but three. Juncaceae sequences were mainly present in one A.similata
individual.

Individuals analyzed separately and both PCR mixes exhibited approximately the
same richness of plant sequences (fig. 3). The two independent individuals and the
before-PCR mixes contained consistently more sequences than post-PCR mixes,
except one of the P. cupreus individuals (fig. 4). When plotted, individuals pooled in
the post-PCR mix (those that we kept individuals’ tag information) showed no
differences concerning richness compared to the before-PCR mix and the two

independent samples (fig. 3), but they contained much less sequences per sample
(fig. 4).
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Comparison of before- and post-PCR indicates that before-PCR contained
significantly more sequences and significantly more different sequences than post-
PCR mixes (fig. 5a; b) for P. cupreus (p<0.001) and A. similata (p<0.001). For P.
melanarius only differences in the total amount of sequences were consistent
(p<0.001) but not differences in richness (p>0.05).

The hierarchical clustering of dissimilarities between individuals generated four
different clusters (fig. 6). But we failed to separate species according to their diet (fig.
7). We rather observed three clusters of individuals from the three species, sharing
similar patterns. The mixes did not cluster together, neither. The forth cluster, we
observed comprised only one P.melanarius individual containing a very low number
of plant sequences. For the non-metric multidimensional analyses (fig. 7), two
convergent solutions were found after 5 tries (stress = 0.225943).

Discussion

For the first time we applied next-generation sequencing technologies to the diet
analysis in carabid beetles. We investigated plant consumption in three different
species, very common in agricultural areas. We adopted a without a priori approach
with plant universal primers. Results showed that plant DNA was recovered in
individuals from the three carabid species. This plant DNA corresponded to 24
different plant taxa with sometimes several sequence variants per family, suggesting
a high diversity of consumed taxa. However, three plant families accounted for about
80% of the sequences identified (Brassicaceae 60%, Poaceae 13% and Juncaceae
6%). The diversity of sequences was rather evenly distributed across species but
much less between individuals suggesting an opportunistic plant feeding behavior by
our carabid species.

Plant consumption in carabid beetles is not a new matter in trophic ecology of ground
beetles. Many studies have already evidenced the ability of these generalist
predators to feed on plant material (Lund and Turpin 1977; Hengeveld 1980a;
Holland 2002; Honek et al. 2005; Lundgren and Lehman 2010). In some carabid
tribes (Zabrini, Harpalini), phytophagy has even evolved as a major trophic strategy
(Zetto Brandmayr 1990; Paarman et al. 2006), and plants are essential food in at
least one stage of the individual development (Saska 2008; Sasakawa 2009).
Experimental studies have demonstrated that the absence of plants in the diet of
Amara species could seriously compromise their reproduction capacity across
generations (Sasakawa 2009). In most cases, phytophagous species are mainly

consuming seeds as they offer high-quality nutrients. Some of the plant species we
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recorded in our samples are species producing highly nutritious seeds as Juncus
spp, Brassica spp and Poa spp (LEDA and BiolFlor plant trait databases) easy
available in arable fields. As beetles were collected in an oilseed rape field, and the
majority of sequences were from Brassicaceae family, it suggests that this crop
significantly contributes to the carabid diet at this period. Indeed, during the sampling
sessions at least two species of the genus Amara were observed to climb plants and
to open oilseed rape pods to consume ripening seeds. Indeed, experimental
observations state that in a multiple seed-choice, Amara species clearly prefer
Brassicaceae seeds to all other plant species offered (Lindroth 1949; Thiele 1977).
Although, we lack direct observations of oilseed rape consumption by the two other
species, P.melanarius and P. cupreus, this seems plausible, insomuch as, records
on significant plant consumption for these two species exist (Hengeveld 1980Db;
Larochelle 1990). It implies that carabids could behave in some cases as pests by
consuming crop seeds, especially those of high-energy value as oilseed rape. In
intensively managed agricultural landscapes, biodiversity is low (Matson et al. 1997)
and cultivated plants could appear as an important alternative source of food for
omnivorous species as they provide temporary abundant resources. Earlier studies
already pointed out the destruction of cultivated plants by some carabid species
(Briggs 1965; Lund and Turpin 1977) and some carabid species, as members of the
Zabrinae subfamily, are clearly identified as pests (Mihle 1944; Cate 1980). With the
intensification of practices, preferred food sources such insects or weeds could be
scarce at a large scale. This might exacerbate the risk for some generalist taxa as
carabids to switch from an auxiliary to a pest status. Nevertheless, we should notice
that Amara samples exhibited a more even distribution in consumed plant diversity
suggesting a real specialization in phytophagy. On the contrary, the two predaceous
carabid species consumed mainly the most abundant plant items (Brassicaceae and
Poaceae). These findings confirm the generalist trophic habits of carabid beetles.

In our samples we also detected several other plant families. Some of them clearly
belong to the typical weed flora or to the flora of field margins (Poaceae, Asteraceae,
Convulvulaceae, etc.) in our sampling site. Especially, Poaceae are very abundant in
field margins and adjacent pastures. Poaceae was the second most abundant taxon
identified in carabid beetles feces suggesting that this plant family could offer an
available and nutritious food source. Other plant families were also present in carabid
faeces, most of them associated with the common arable flora (Plantaginaceae,
Polygonaceae, Ranunculaceae, etc.). Sequences from common tree species were
also present in carabid samples (Fagales, Salicaceae). However, it is difficult to

conclude whether these additional taxa actually contributed to carabids’ diet, as they
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were supported by a low number of sequences per individual and/or only present in a
limited number of individuals. Previous microscopical observations of carabids’ gut
contents revealed that pollen and different kinds of spores were regularly present
(Davies 1953). It is not clear whether these are remains of significant plant meals or
whether they are occasionally ingested during feeding on other preys. The presence
of these low copy number sequences and their heterogenous distribution in our
samples could likely be explained in these terms. The possibility of external
contaminations with plant DNA cannot be completely excluded as well. As carabid
beetles are ground dwelling and they often hide under the litter, they could carry
plant DNA on their carapaces. Recent studies actually demonstrated the risks of
external contaminations when using PCR-based techniques (King et al. 2008;
Greenstone et al. 2012), and the need to prevent these potential biases by
appropriate decontamination measures (Greenstone et al. 2012). In our case,
beetles were washed individually in sterile water but this may not be sufficient in all
cases (O’'Rorke et al. 2013). More work is necessary to assess the actual impact of
contaminations when using NGS technologies.

Globally, the observed plant diversity in carabids’ guts suggests that they feed
locally. In only one individual A. similata a significant number of Juncus spp
sequences was found. The most abundant Juncus species in our study area are in
the humid permanent grasslands surrounding crops. This finding may imply that
these areas could be potential foraging areas for carabid beetles but also that they
are able of relatively large displacements. Studying dispersion and movement
patterns in insects has always been a methodological challenge and faced numerous
biases (Griffiths et al. 2001; Hagler and Jackson 2001). We propose that tracking
insect DNA could bring valuable information on movement in natural conditions and
at an individual level. These findings are also suggesting that carabid beetles are
able to exploit alternative resources at scales larger than believed by earlier studies
(Loreau and Nolf 1993; Charrier et al. 1997). Of course, one cannot exclude the
possibility that these Juncus sequences came from a small weed species around the
trapping area (e.g. Juncus bufonius), as our taxon resolution is only at the family or
genus level. Currently designing valuable universal primers, both sensitive and
efficient, seems to be a real challenge in metabarcoding studies and further
investigations will be appreciated for improving DNA identification at species level in
complex environmental samples. It is generally recommended to establish an
exhaustive reference database before conducting metabarcoding studies when

possible. And even if, establishing reference database could require efforts and
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taxonomic expertise, this preliminary step could shed much more light on the
interpretation of high-throughput sequencing data.

From a methodological point of view, individual samples and PCR mixes were
equivalent in terms of richness but not in terms of the number of sequences
obtained. The fact that pooled samples are reflecting individual richness indicates
that there is little bias of competition between multiple DNA templates during PCR
and that we are able to retrieve accurately different taxa present in samples. When
comparing the both mixes (before- and post-PCR), significant differences are
observed. This seems difficult to explain but it is possible that the double sub-
sampling for post-PCR mixes skews the representativeness of sequences. Though,
performing pooling of DNA templates before PCR appears more accurate and more
profitable given the PCR cost. Thereby, we conclude that even if individual
information is often valuable, pooling of samples before the PCR step could be
useful, in cases where individual information is not a priority but where cost for PCR
and tagging are limited. This strategy could allow increasing sample size and hence

dieting exhaustiveness and diversity across the species.

Conclusions

Currently there is still no consensus about the contribution of carabid beetles to the
regulation of pests. For example, Haschek et al. 2012 demonstrated a high
aggregation of P. cupreus and A. simiata in oilseed rape and they found a correlation
between their activity density and their condition factor, and oilseed rape pests’
abundances. So they concluded that carabid beetles should consume and contribute
greatly to control of the oilseed rape insect pests. However, our findings could
contrarily suggest that they concentrate on oilseed rape field in order to consume
oilseed rape seeds. We are now aware that there is a pressing need to develop and
apply high-throughput techniques to the study of auxiliaries’ feeding habits and their
variation in arable areas. Accurate description of trophic interactions networks should
allow a better prediction on the delivering of ecosystem services. Different
approaches should be promoted, and in particular molecular next-generation
technologies, which offer a promising future for large-scales studies in trophic

ecology.
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Figure 1. Global per plant taxon distribution of the total number of plant sequences

retrieved in carabid faeces.

Figure 2. Distribution of the different plant sequences proportions in each of the

three carabid species.

Figure 3. Distribution of the plant sequences richness among individuals and mixes
from the three carabid species. In red, before-PCR mixes. In bleu, the two not pooled
individuals analyzed independently of mixes. Individuals range in decreasing order,
according richness.

Figure 4. Distribution of the mean sequences abundanceamong samples and mixes
for the three carabid species. In red, before-PCR mixes. In bleu, the two not pooled
individuals analyzed independently of mixes. Individuals range in decreasing order

according total sequences’ abundance.

Figure 5a. Comparison of the total abundance of plant sequences recovered in
before-PCR and post-PCR mixes for each carabid species. Before-PCR abundance
corresponds to the total number of sequences recovered in the mix. Post-PCR

abundance corresponds to the average abundance of the ten-pooled individuals.

Figure 5b. Comparison of plant sequences richness between mixes for each carabid
species. Before-PCR richness corresponds to the number of different sequences
recovered in the mix. Post-PCR richness corresponds to the average richness of the

ten-pooled individuals.

Figure 6. Cluster dendrogram on sequence dissimilarities between individuals
(Jaccard), sequences data are considered as binary. Each number corresponds to a
single sample (individual or mix). Samples 1-13 correspond to P. melanarius;
samples 14-26 correspond to P. cupreus; samples 27-39 correspond to A. similata.

Samples 13, 27 and 39 correspond to mixes.

Figure 7. Two-dimensional projection from the non-metric scaling analysis. Each
number corresponds to a single sample (individual or mix). Samples 1-13 correspond
to P. melanarius; samples 14-26 correspond to P. cupreus; samples 27-39
correspond to A. similata. Samples 13, 27 and 39 correspond to mixes. In red, plant

taxa recovered in carabid samples.
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Figure 2.
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Figure 3.

Nb of different sequences

18

16

14

12

10

®P.melanarius

OP.cupreus
AA similata
* o
e ® ¢ o
A
o A A
8 a o
*
A A
*

Samples (Individuals + Mixes)

75



Mean total nb of sequences by sample

Figure 4.
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Figure 5a.
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4) Annexe Chapitre 1

Liste des proies entrant dans le régime alimentaire des communautés de coléoptéeres
carabiques des paysages agricoles. Cette liste a été établie a partir de 10 ouvrages

de référence et de trois sites internet, référencés a la fin de 'annexe.

Tableau 1. Liste de 97 familles de proies animales consommées potentiellement par la
communauté de carabes dans les champs agricole, aprés revue de la littérature. Les taxa

soulignés sont notés comme des aukxiliaires des cultures.

Embranchement Classe Ordre Famille Genre

Arthropodes

Arachnida
Acari Tetranychidae

Tarsenomidae
Epodidae

Eriophyidae
Phytoseiidae
Trombidiidae
Araneae Thomisidae
Linyphiidae
Lycosidae

Opiliones
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Arthropodes

Insecta

Collembola

Lepidoptera

Diptera

Homoptera

Isoptera
Coleoptera

Orthoptera

Hymenoptera

Hemiptera

Thysanoptera
Dermaptera
Neuroptera

Onychiuridae
Sminthuridae
Geometridae
Lasiocampidae
Noctuidae
Notodontidae
Pieridae
Pyralidae
Tortricidae
Yponomeutidae
Hepialidae
Lycaenidae
Plutellidae
Gelechiidae
Arctiidae
Cecidomyiidae
Trypetidae
Anthomyidae
Chloropidae
Tipulidae
Tachinidae
Agromyzidae
Syrphidae
Aphididae
Aleyrodidae
Cicadellidae
Pemphigidae
Psyllidae
Termitidae
Cerambycidae
Cantharidae
Chrysomelidae
Curculionidae
Scarabaeidae
Scolytidae
Nitidulidae
Tenebrionidae
Silphidae
Bruchidae
Elateridae

Staphylinidae
Coccinellidae

Lampyridae
Gryllotalpidae
Blattidae
Catantopidae
Tettigoniidae
Acrididae
Formicidae
Siricidae
Eurytomidae
Tenthredinidae
Aphelinidae
Braconidae
Aphidiinae
Ichneumonidae

Trichogrammidae
Chalcidiens
Eulophidae

Pentatomidae

Miridae
Pentatominae
Piesmidae
Tingidae
Anthocoridae
Nabidae
Thripidae
Forficulidae

Chrysopidae

Hypogastruridae

Tipula
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Arthropodes

Myriapoda Symphyla Scutigerellidae
Diplopoda Polydesmidae
Blaniulidae
lulidae
Mollusca
Gasteropoda
Pulmonata Helicidae
Arionidae
Limacidae
Nematoda
Secernentea
Aphelenchida Aphelenchidae Aphelencoides
Dorylaimida Dorylaimidae Dorylaimus
Tylenchida Tylenchidae Ditylenchus
Heteroderidae Globodera
Heteroderidae Heterodera
Heteroderidae Meloidogyne
Hoplolaimidae Rotylenchus
Hoplolaimidae Pratylenchus
Annelida
Clitellata Haplotaxida Lumbricidae Allolobophora
Aporrectodea
Lumbricus

Enchytraeidae
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Tableau 2. Liste des plantes adventices dont les graines sont potentiellement présentes dans
le régime alimentaire des carabes d’apres la littérature (22 familles et 50 genres). Chaque

genre est représenté par 'espéce ou I'une des espéces les plus communes en milieu agricole.
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famille

Poaceae

espece

Asteraceae

Polygonaceae

Brassicaceae

Urticaceae
Chaenopodiaceae

Amarantaceae
Caryophyllaceae

Euphorbiaceae
Apiaceae

Portulaceae
Renonculaceae
Papaveraceae

Fumariaceae
Rosaceae

Fabaceae

Primulaceae
Convolvulaceae
Solanaceae
Scrofulariaceae
Plantaginaceae

Avenalfatua
Agropyrumepens
Cynodon@@lactylon

DigitariaBanguinalis
Panicum(Echinochloa)&rus@Galli
Poatrivialis
Loliumiigidum
Setaria®jlauca
Alopecurusigrestis
Achillea@nillefolium
Artemisia@ulgaris
Centaurealtyanus
Cirsium@irvensae
Erigeron®@anadensis
Sonchuslleraceus
Matricaria@hamomilla
Taraxacumidfficinale
Senecio@ulgaris
TussilagoBfarfara
Polygonum@viculare
Polygonum@onvulvus
Polygonumiersicaria
Rumex@&rispus
Rumexi@icetosella
Capsellabursa-pastoris
Lepidium®iraba
Raphanus@aphanistrum
Sinapis@irvensis
UrticaBirens
Chenopodium@ilbum
Amarantus&etroflexus
Agrostemmaithago
Spergula@®irvensis
Stellarialinedia
Euphorbiathelioscopia
Mercurialis@innua
Daucus@arota
Scandixibecten@eneris
Portulaca@®leracea
Ranunculus@icris
Papaverithoeasi
Fumariafficinalis
Potentilla@inserina
Lathyrus@phaca
Anagallis®irvensis
Convolvulus@irvensis
Solanummhigrum
Veronicathederoefolial®
Plantago@najor

Rubiaceae

Galium&iparinae
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Tableau 3. Liste des 161 espéces de carabes ayant participé a I'établissement des deux
listes d’espéces ci-dessus. La typlogie du régime alimentaire a été notée lorsque les données
étaient disponibles. Les espéeces soulignées sont celles piégées régulierement dans la zone-
atelier « Armorique », llle-et-Vilaine.
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espéce

régime alimentaire

Abax ovalis
Abax parallelepipedus
Abax parallelus
Abax pyrenaeus
Acinopus leavigatus
Acinopus picipes
Acupalpus exiguus
Agonum ericeti
Agonum fuliginosum
Agonum gracilipes
Agonum muelleri
Agonum obscurum
Agonum sexpunctatum
Agonum viduum
Amara aenea
Amara sabulosa
Amara alpina
Amara apricaria
Amara aulica
Amara bifrons
Amara chaudoiri
Amara communis
Amara consularis
Amara convexior
Amara convexiuscula
Amara curta
Amara equestris
Amara erratica
Amara erythrocnema
Amara eurynota
Amara famelica
Amara familiaris
Amara fodinae
Amara fulva
Amara fulvipes
Amara gaubili
Amara infima
Amara ingenua
Amara lunicollis
Amara meridionalis
Amara montivaga
Amara nitida
Amara ovata
Amara pastica
Amara plebeja
Amara praetermissa
Amara pyrenaea
Amara quenseli
Amara similata
Amara sprefa
Amara strenua
Amara tricuspidata
Anchomenus dorsalis
Anisodactylus binotatus
Asaphidion flavipes
Asaphidion pallipes
Bembidion obtusum
Bembidion aeneum
Bembidion biguttatum
Bembidion bipunctatum
Bembidion bruxellense
Bembidion celer
Bembidion gilvipes
Bembidion guttula
Bembidion illigeri
Bembidion laterale
Bembidion litorale
Bembidion lunulatum
Bembidion monticola
Bembidion nigricorne
Bembidion nitidulum
Bembidion obliquum
Bembidion obtusum
Bembidion pallidipenne
Bembidion pygmaeum

Bembidion quadrimaculatum

carnivore
omnivore/carnivore

carnivore

carnivore
carnivore/omnivore
phytophage/omnivore

phytophage
omnivore
omnivore

phytophage
phytophage

omnivore
omnivore

phytophage

phytophage

phytophage/omnivore

omnivore/carnivore
carnivore
carnivore

carnivore

carnivore

carnivore
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espéce

régime alimentaire

Bembidion stephensi
Bembidion tetracolum
Bembidion ustulatum
Bembidion varium
Brachinus crepitans
Bradicellus collaris
Bradicellus harpalinus
Bradycellus verbasci
Broscus cephalotes
Broscus punctatus
Calathus fuscipes
Calathus ambiguus
Calathus circumseplus
Calathus erratus
Calathus melanocephalus
Calathus micropterus
Calathus piceus
Calosoma inquisitor
Calosoma sycophanta
Calosoma auropunctatum
Calosoma denticolle
Carabus cancellatus
Carabus nemoralis
Carabus auratus
Carabus coriaceus
Carabus intricatus
Carabus granulatus
Carabus problematicus
Carabus violaceus
Clivina fossor
Cyrtonotus aulicus
Demetrias atricapillus
Dichirotrichus gustavii
Harpalus affinis
Harpalus tardus
Harpalus caliginosus
Harpalus azureus
Harpalus cupreus
Harpalus atratus
Harpalus dimidiatus
Harpalus distinguendus
Harpalus rubripes
Hexagonia terminalis
Lebia grandis
Lebia scapularis
Lebia bimaculata
Lebia scapularis
Loricera pilicornis
Metallina lampros
Metallina properans
Microlestes maurus
Microlestes minutulus
Nebria brevicollis
Notiophilus biguttatus
Notiophilus palustris
Notiophilus rufipes
Ophonus calceatus
Ophonus (Harpalus) pubescens
Pelor spinipes
Pelor inflatus
Percos iaequestris
Peryphus monticola
Platisma nigrum
Platysma vulgare
Poecilus cupreus
Pseudophonus (Harpalus) rufipes

Pterostichus crenatus

carnivore

carnivore

omnivore

carnivore
carnivore

carnivore
carnivore
carnivore
carnivore/omnivore
carnivore
carnivore
carnivore
carnivore
omnivore

carnivore

omnivore
omnivore

phytophage/omnivore

omnivore
omnivore

phytophage

carnivore
omnivore
carnivore

carnivore
carnivore
carnivore
carnivore
carnivore
omnivore

omnivore
omnivore

Pterostichus madidus

Pterostichus melanarius

Pterostichus niger
Pterostichus nigrita

Pterostichus oblongopunciatus

Pterostichus strenuus
Steropus madidus
Trechus quadristriatus

Zabrus tenebrioides

crenatus
omnivore/carnivore
omnivore/carnivore
carnivore

omnivore

carnivore
omnivore/phytophage
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CHAPITRE 2 : Etude des relations trophiques et des mécanismes de coexistence

chez les coléoptéres carabiques : une approche isotopique

1) Les isotopes stables : trente ans au service des écologistes

1.1) Présentation et intérét général de latechnique

Les isotopes stables sont largement reconnus comme un outil informatif et facilement
appropriable par les écologistes. A I'image des outils moléculaires, I'analyse des
ratios isotopiques en écologie a largement dépassé le cadre d’'un simple outil parmi
d’autres. En effet, depuis la popularisation de cette technique suite aux travaux
fondateurs de DeNiro & Epstein (1978) et de Fry et al. (1978), les isotopes stables ont
rencontré une large palette d’applications permettant d’aborder des questions de
recherche dans de nombreux domaines de I'écologie (Hobson et al. 1999; Ponsard &
Arditi 2000; Soe et al. 2004; Malausa et al. 2005; Authier et al. 2012b). De plus, les
guestionnements méthodologiques autour des sources de variation et les fagons
d’interpréter les données isotopiques (Vanderklift & Ponsard 2003 ; Martinez del Rio
et al. 2009 ; Boecklen et al. 2011) ont créé une véritable émulation scientifique
conduisant a des avancées analytiques et conceptuelles importantes (Eggers & Jones
2000 ; Chikaraishi et al. 2011; Authier et al. 2012 ; Crotty et al. 2013). Aprés plus de
trente ans d'investigations en matiére d’analyse isotopique et de savoir-faire
accumulé, il est relativement aisé aujourd’hui d’utiliser cette technique en écologie
trophique. Par ailleurs, I'apport des isotopes stables pour I'étude des relations
trophiques est considérable. L’approche par I'analyse des isotopes stables a contribué
a mieux comprendre la complexité des réseaux trophigues du sol (Scheu & Falca
2000) ou les stratégies d’approvisionnement chez des organismes a comportement
alimentaire complexe (Popa-Lisseanu et al. 2007 ; Reich et al. 2007), inaccessibles
par d’autres méthodes. Méme si [lutilisation de cette technique reste encore
essentiellement confinée a I'étude des milieux aquatiques continentaux et marins,
l'application des isotopes stables en milieu terrestre se popularise (Platner et al.
2012 ; Mestre et al. 2013 ; Staudacher et al. 2013).

L’avantage majeur de cette technique est qu’elle fournit une mesure intégrée des
processus écologiques étudiés au cours du temps et quelle peut étre utilisée pour

des études a long terme. L’analyse des ratios en isotopes stables compléte donc trés
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bien d’autres techniques en écologie, moins intégratives, comme les techniques
moléculaires de type barcoding, par exemple.

En milieu agricole, les pressions actuelles pour mieux prédire la fourniture de services
écologiques par les communautés d’auxiliaires et le besoin de conduire des études a
grande échelle placent les isotopes stables au premier rang des technigues les plus
adaptées (Traugott et al. 2013). En effet, la préparation rapide et relativement peu
contraignante des échantillons permet un traitement haut-débit de grandes séries de
données, tandis que 'amélioration des techniques de mesure implique une trés faible
guantité de tissu utilisé et permet, par conséquent, I'acquisition d’informations a
I'échelle de l'individu, voire de I'organe, méme pour les plus petites especes (voir
l'encadré). Ce dernier avantage est particuliérement intéressant lorsque I'on
s’'intéresse aux communautés d’arthropodes, constituées d’organismes de petite taille.
Le principal facteur limitant reste le prix des analyses, encore relativement élevé (voir

'Encadré).

1.2) Principes de base et sources de variations

You are what you eat...or are you?

L’analyse de ratios isotopiques tire avantage d’'un principe trés simple : du fait de
différences de masse atomique entre isotopes stables d’'un méme élément, les
cinétiques réactionnelles et la stabilité des composés formés ne sont pas parfaitement
identiqgues. Il en résulte un processus de fractionnement, c'est-a-dire un
enrichissement préférentiel en isotopes lourds ou légers. Les mesures du rapport
entre les abondances en isotopes légers et lourds, permettent ainsi d’inférer les
processus ayant généré le fractionnement isotopique en question. Du fait des faibles
différences relatives entre masses isotopiques et pour plus de facilités lors des
comparaisons entre études, il est coutumier d’exprimer les différences de composition
isotopique en termes de ratio & (en %o) par rapport a un standard international dont les
valeurs sont stables et connues. Les éléments les plus étudiés sont le carbone (C),
'azote (N), 'oxygéne (O), 'hydrogéne (H) et le soufre (S).

Chez les organismes vivants, on observe globalement un enrichissement progressif
en isotopes lourds le long de la chaine trophique ou selon le type de métabolisme
(Kelly 2000; Fry 2006). Cela résulte de ce que lors des réactions métaboliques, les
produits d’excrétion sont enrichis en isotopes légers alors que les tissus le sont en

isotopes lourds. Néanmoins, le processus de fractionnement est beaucoup plus
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complexe et plusieurs sources de variation ont été identifiées (Vanderklift & Ponsard
2003; Martinez del Rio et al. 2009 ; Boecklen et al. 2011). Les recherches portant sur
ce sujet concernent essentiellement les isotopes du carbone et de I'azote, car ils sont
les plus utilisées, particulierement en écologie trophique (voir 'Encadré). Ainsi, des
études montrent que le facteur d’enrichissement en azote lourd (15N) differe selon la
forme sous laquelle 'azote est excrété (urée versus ammoniac), (Vanderklift &
Ponsard 2003). Ainsi, des organismes possédant des métabolismes différents
peuvent étre difficilement comparables. De méme, le type photosynthétique chez les
plantes (C3 vs C4 ou CAM), le rapport d’enrichissement en carbone lourd (13C) n’est
pas du tout le méme (Jardine et al. 2006). D’autres facteurs comme le régime
alimentaire, I'age, le statut reproducteur ou encore le degré de satiété peuvent
influencer la signature isotopique d’'un organisme (Gannes et al. 1997 ; Webb et al.
1998 ; Vander Zanden & Rasmussen 2001 ; Vanderklift & Ponsard 2003) et doivent
donc étre pris en considération lors de linterprétation des données d’analyse
isotopique.

D’autre part, il existe des variations spatio-temporelles dans I'abondance naturelle des
isotopes stables qui rendent les comparaisons entre régions ou au cours du temps
difficiles (Jardine et al. 2006 ; Chouvelon et al. 2012). Généralement il est
recommandé de mesurer la signature isotopique de la source putative en nutriment a
la base du réseau trophique (le plus souvent les producteurs primaires).

Pour minimiser les sources de variations et supprimer la nécessité de définir une
référence de base, des études récentes proposent I'analyse des ratios isotopiques,
non pas des organismes entiers mais de constituants particuliers, qui reflétent plus
fidélement le processus de fractionnement, tels les acides gras (Ruess et al. 2002 ;
2004) ou les acides aminées (McClelland & Montoya 2002; Chikaraishi et al. 2009).
Une telle approche semble fournir des informations beaucoup plus précises et
répétables (Chikaraishi et al. 2011) a cause de I'absence des effets des facteurs de
variation, mentionnés plus haut. Cependant, cette méthode est encore peu populaire

et elle requiert encore des développements techniques pour étre utilisée en routine.

91



Encadré : Utilisation des isotopes du carbone et de ’azote en écologie trophique

Le carbone et de I'azote sont les constituants principaux de la matiére organique, et
'abondance de leurs formes isotopiques permet de les utiliser de fagon trés efficace
comme des traceurs de la matiere au sein des organismes et des écosystémes. Le
fractionnement prévisible de l'azote a travers la chaine trophique et la propriété du
carbone de refléter la ressource basale par sa quasi-absence de fractionnement
rendent ces deux éléments trés utiles pour inférer la position trophique des espéces.
Malgré les variations reportées dans la littérature, entre 2.3 - 3.4 %o pour le 815N, et
entre 0.5 - 1%o pour le 813C, ces différences d’enrichissement suffisent pour permettre
de classer les organismes selon leur niveau trophique (azote) ou selon leur ressource
basale (carbone). De plus, les gradients naturels qui existent pour les valeurs du
carbone entre localités géographiques, entre le milieu terrestre et aquatique, et entre le
milieu marin et I'eau douce, permettent d’étudier I'écologie alimentaire d’organismes
ayant des cycles de vie complexes (Akamatsu et al. 2004; Kiyashko et al. 2004; Navaro
et al. 2013).

Les progrés techniques en termes de mesures autorisent aujourd’hui I'analyse
simultanée des ratios 12C/13C et 14N/15N chez le méme individu. 5ug de tissu
seulement pour I'azote ou 10ug pour le carbone (Hood-Nowotny & Knols 2007) sont
nécessaires pour obtenir des informations robustes. Le prix actuel varie entre 7 et 30

euros par échantillon selon le prestataire.

1.3) Mises en gardes méthodologiques

Lorsque l'on souhaite appliquer la technique des isotopes stables pour inférer
'écologie alimentaire d’'un organisme, il semble pertinent d’essayer d’anticiper et
minimiser les sources de variations indésirables. Cela implique une réflexion sur un
certain nombre de choix a effectuer en amont. Tout d’abord, le choix du tissu ou de
l'organe a analyser est important, & cause des différences éventuelles de turn-over
métabolique ou de composition chimique (McCutchan et al. 2003; Boecklen et al.
2011). Ainsi, le tissu adipeux et la chitine sont appauvris respectivement en carbone
et en azote lourd (Newsome et al. 2010; Schimmelmann 2011) et toute variation dans
la quantité de ces tissus peut conduire a des interprétations biaisées (Post et al.
2007). La délipidation chimique des échantillons avant analyse isotopique a été

proposée comme une solution a ce probleme (Boecklen et al. 2011). Cependant, suite
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a la mise en évidence d’effets sur les ratios en isotope de I'azote chez les individus
délipidés chimiquement, il semble plus approprié de corriger les taux de lipides grace
a des formules adaptées, basées sur le ratio C:N (Sweeting et al. 2006; Logan et al.
2008). Une autre source de biais potentiel dans [linterprétation des données
isotopigues est la présence de proies dans le tractus digestif des organismes. Dans
ce cas, la signature des proies peut perturber I'estimation de celle du prédateur. Il est
donc recommandé de systématiquement faire jedner les individus ou disséquer leur
contenu stomacal. Le mode de préservation des échantillons avant les analyses
isotopiques peut également étre une source importante de variation. Il a été démontré
que selon le type de préservation ou selon I'état de dégradation d’un échantillon, sa
signature isotopique peut étre altérée (Hobson et al. 1997 ; Ponsard & Amlou 1998).
Actuellement, il est recommandé de congeler ou de lyophiliser les échantillons trés
rapidement aprés leur collecte pour s’assurer qu’aucun processus de dégradation
bactérienne ou autre, ne vienne altérer leur composition isotopique (Ponsard & Amlou
1998).

2) Questions de recherche et stratégie d’analyse

2.1) Problématique de recherche

Dans ce chapitre, et en complément des outils moléculaires haut-débit, nous avons
appliqué l'analyse des ratios isotopiques du carbone et de l'azote a I'étude des
relations trophiques au sein de la communauté de carabes dans les champs
agricoles. Dans un premier temps, nous avons exploré le partitionnement trophique
des espéces au sein de la communauté, et dans un deuxiéme temps nous nous
sommes intéressés aux effets de I'environnement immédiat (le type de culture) sur ce
partitionnement, en comparant les mémes communautés de carabes dans deux
cultures différentes (blé et colza). D’un point de vue fondamental, notre objectif était
de comprendre dans quelle mesure le partitionnement de la ressource est un facteur
autorisant la coexistence des espéeces. D’un point de vue appliqué, I'objectif était
d’identifier des patterns dans le comportement alimentaire des carabes pour mieux
prédire le service de contréle biologique qu’ils pourraient fournir. Pour cela nous
avons analysé 48 espéces de carabes, prélevés dans deux champs agricoles (blé et

colza) dans un paysage agricole en gestion conventionnelle.
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Les principaux résultats des analyses isotopiques réalisées sur la communauté de
carabes, typique d’'un paysage agricole breton sont présentés en fin de chapitre, sous

la forme d’un article, préparé pour soumission a la revue Journal of Applied Ecology.

2.2) Problématique méthodologique

Au préalable de cette étude, nous avons mené une réflexion méthodologique afin
d’évaluer les sources de variation pouvant potentiellement biaiser les interprétations
des signatures isotopiques chez les carabes. Il était donc nécessaire de choisir un
tissu a analyser, a la fois, intégrant fidélement I'écologie alimentaire chez toutes les
espéces, et présentant peu de biais en termes d’enrichissement en azote et en
carbone lourds. Etant donné qu’il n’existe pas de littérature sur ces problématiques
chez les arthropodes, nous nous sommes basés sur les raisonnements menés sur les
autres modeéles d’études. Ainsi, nous avons testé les deux plus grandes sources de
variation sur les ratios isotopiques : le type de tissu et le taux de lipides.

Dans un premier temps, nous avons comparé les ratios isotopiques dans trois types
de tissus différents chez une espéce de carabe pour évaluer quel est le type de tissu
présentant le moins de biais dans I'enrichissement en 13C et 15N. Dans un deuxieme
temps, nous avons compare les ratios 12C/13C et 14N/15N d’individus délipidés et
non-délipidés chez deux especes de carabes. Nous avons également comparé deux
méthodes de délipidation : une délipidation chimique et une correction mathématique.
La démarche générale et les résultats de ces mises au point sont présentés ci-

dessous.

Matériel & Méthode

1) Effets du type de tissu sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Pour comparer les signatures isotopiques dans les différents types de tissus et pour
évaluer les différences entre tissus et lindividu entier, nous avons mesuré les
signatures isotopiques en carbone et azote de la téte, du thorax et de l'individu entier
chez I'espéce Carabus nemoralis. Pour cela des individus ont été collectés en janvier
2011 dans quatre localités proches, dans le département des Deux-Séevres (Tableau
1). La téte et le thorax ont été disséqués et analysés séparément pour quatre
individus. Un individu a été analysé entier. Deux individus ont été analysés entiers

mais découpés sur la longueur en deux parties égales et chaque moitié a été
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analysée comme une répétition indépendante. Les individus vivants ont jelné au
laboratoire pendant 5 jours avant d’étre congelés a -20°C. Aprés dissection, les
carabes ont été lyophilisés et analysés par un spectrométre de masse (Delta Plus,
Thermo Fisher) couplé a un analyseur élémentaire (Flash EA 1112, Thermo Fisher), a
la Station Biologique de Roscoff. Les ratios isotopiques de I'air atmosphérique (pour
'azote) et du Pee Dee Belemnite (pour le carbone) ont été utilisés comme référence.
Les données ont été analysées par des modéles linéaires généralisés mixtes (GLMM)
avec la fonction Ime4 sous R version 3.0.2 (R Development Core Team 2013), avec
une famille de distribution gaussienne et un lien logit identité. La localité a été prise en
compte en tant que facteur aléatoire dans le modéle.

Tableau 1. Répartition du nombre d’individus de Carabus nemoralis analysés, selon le type

de tissu et selon la localité d’échantillonnage.

Localisations d’échantillonnage

A B C D
Bois de Bois de la Bois de Bois de
Magot Coudre Talbant Soudan
Demi-individus (*2) 1 - 1 -
TW.JE de Téte & Thorax 2 2 - -
tissu
Entier - - - 1

2) Effets de la délipidation chimique sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Pour évaluer l'intérét de la délipidation dans I'analyse des ratios 12C/13C et 14N/15N
sur les carabes ainsi que son effet possible sur la signature isotopique de l'azote,
nous avons comparé des individus avec et sans délipidation chimique chez deux
espéces de carabes de taille contrastée (Pterostichus melanarius, 12-19 mm et
Metallina lampros, 3-4.5 mm). Les individus ont été piégés en juillet 2011 sur le
domaine expérimental de I'INRA Le Rheu, llle-et-Vilaine (48°6’N, 1°48°'0). Tous les
individus ont été lyophilisés, et la moitié d’entre eux ont été broyés entiers, dans un
mortier. Le mortier a été décontaminé a I'acétone entre chaque individu. Les lipides

ont été extraits au chloroforme-méthanol selon le protocole décrit dans Logan et al.
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(2008). Les signatures en C et N ont été mesurées au spectrometre de masse (Delta
Plus, Thermo Fisher), couplé a un analyseur élémentaire (Flash EA 1112, Thermo
Fisher), a la Station Biologique de Roscoff. L’effet de la délipidation mécanique a été
comparé a la correction estimée par la formule proposée par Kiljunen et al. (2006) et
appliquée aux valeurs mesurées sur les individus non délipidés. Les valeurs obtenues
sur les individus « délipidés », « non délipidés » et celles calculées sur ces derniers
par la formule de Kiljunen ont été analysées par GLMM (gaussian distrubition family,
logit link identity) avec la fonction Ime4 sous R.

Résultats
1) Effets du type de tissu sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Lorsque I'on analyse la téte et le thorax séparément, le thorax présente un ratio SN15
plus élevé que la téte (fig. 1) méme si une trés grande variabilité est observée chez
les individus de la localité A (fig. 1). Les mesures indépendantes des deux parties du
corps des mémes individus étaient parfaitement répétables (fig. 1). Les résultats des
GLMM, en prenant en compte la localité en tant que facteur aléatoire, n'ont pas
montré d’effet significatif du type de tissu sur les ratios en carbone (p=0.393) et en
azote (p=0.604).

10 A

ME A téte A thorax_A
- | Fan? |

Y ) Yo
. téte_B

EDQ é_ O, thorax_B

0 T T T T T 1
-26,6 -26,4 1-26,2 -26,0 -25,8 -25,6 -25,4

ME_C

ON15 (%o)
N O @

8C13 (%o)

Figure 1. Comparaison des ratios 815N et 813C entre les différents types de tissus chez
Carabus nemoralis (ME* variance). Les lettres A, B, C ou D indiquent les différentes localités.

ME = individu entier coupé en deux moitiés ; E = individu entier.
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ON15 (%o)

2) Effets de la délipidation chimique sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Aucun effet significatif de la délipidation par chloroforme-méthanol n’a été observé
pour les ratios isotopiques du carbone (p=0.434) chez les deux especes. En ce qui
concerne, leffet de la délipidation sur les ratios isotopiques de Il'azote, un
appauvrissement significatif a été observé chez P. melanarius (p<0.001) mais pas
chez M. lampros (p=0.393).

L'effet de la correction mathématique sur les ratios isotopiques du carbone a été
significative pour les deux espéces (p<0.001). Apres correction, on observe un
enrichissement de signatures isotopiques du carbone (fig. 2), avec M. lampros étant

plus enrichi que P. melanarius.

13 1 O M.lampros (D)
[

12 - ° M.lampros (ND)
AP.melanarius (D)

11 - ¢ 4 o A

[ ]
A A
8 7 A ° Ab
9 Q
7 -
-27 -25 -23 -21 -19 -17 -15

5C13 (%o)

Figure 2. Distribution des ratios 515N et 813C des individus de P. melanarius et M. lampros, selon

le type de traitement lipidique. D = délipidé; ND = non délipidé; corrigé = correction mathématique sur

les valeurs 13C des individus non délipidés.
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Figure 3. Comparaison des ratios 515N et 313C chez P. melanarius et M. lampros selon le
type de traitement lipidique (MEzxvariance). (@) individus délipidés chimiquement (D) et
individus non-délipidés (ND). (b) individus délipidés chimiquement (D) et individus corrigés par

formule mathématique (corrigé).
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Conclusions

1) Effets du type de tissu sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Il est admis généralement que les muscles ont un turn-over plus important que les
autres types de tissus (McCutchan et al. 2003). Avec un taux de métabolisme plus
élevé, le nombre de réactions d’incorporation d’isotopes lourds augmente et par
conséquent, proportion d’azote lourd également. L’enrichissement relatif du muscle en
15N s’explique aussi par les difféerences de ratios protéines/lipides, comparé aux
autres types de tissus. Chez le muscle la proportion de protéines est généralement
plus importante comparé aux autres constituants (McCutchan et al. 2003).
Cependant, aucune différence significative de signature isotopique entre le tissu
musculaire et les autres tissus n’était observée dans notre cas, il semble donc difficile
de conclure. La téte analysée seule n’était pas non plus significativement différente et
il n‘existe pas non plus informations précises en ce qui concerne les effets du
métabolisme du cerveau sur I'enrichissement en 15N et en 13C chez les insectes.

Cependant, l'analyse séparée des différents tissus semble introduire plus de
variabilité, et potentiellement de biais dans les interprétations, comparé aux individus
entiers. Par conséquent, nous avons décidé, qu’en ce qui concerne la communauté
de carabes, nous analyserons les individus entiers. Cela est d’autant plus justifié que
pour un certain nombre d’espéces de petite taille, le prélévement d’un tissu particulier,

en guantité suffisante, aurait été difficile.

2) Effets de la délipidation chimique sur les ratios 12C/13C et 14N/15N

Nous n’avons pas démontré d’effet significatif des lipides chez les deux espéces de
carabes analysées. En contre partie, nous avons démontré des inconvénients
majeurs dans les deux méthodes de délipidation, la délipidation, mécanique et la
procédure de correction mathématique. Dans le cas de la délipidation mécanique, les
ratios isotopiques en azote sont modifiés chez P. melanarius, la plus grosse des deux
espéeces. Cette altération est déja connue dans la littérature et I'explication le plus
souvent avancée est que les solvants utilisés dans les protocoles de délipidation,
éliminent également les lipoprotéines qui sont généralement appauvris en 15N (Bodin
et al. 2006). Une élimination importante en lipides appauvris en 15N pourrait en
conséquence faire augmenter les ratios 8N15 mesurés (Sotiropoulos et al. 2004 ;
Sweeting et al. 2006). Cependant, dans notre cas nous avons observé I'effet inverse :

un appauvrissement des ratios de I'azote chez P. melanarius qui semble difficile a
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expliquer. En réalité, il n’existe pas de travaux explorant les efftes de la délipidation
sur le ratio d’azote, chez les arthropodes. La seule exception sont les études menées
chez un crustacé marin, le crabe-araignée (Maja brachydactyla), indiquant que la
délipidation mécanique entraine une augmentation des proportions en 15N mais
uniquement pour les tissus riches en lipides comme I'hépatopancréas (Bodin et al.
2006). Une tendance a lenrichissement en 15N est observée chez l'espéce M.
lampros mais I'effet n’est pas significatif. Globalement, les protocoles de délipidation
chimique sont recommandés uniquement si on travaille avec les ratios de carbone
seul ou bien lorsque [lorganisme dintérét présente des taux de lipides
particulierement élevés comme dans le cas de certains poissons migrateurs (Pinnegar
& Polunin 1999; Sotiropoulos et al. 2004 ; Sweeting et al. 2006). Ainsi, les effets de
délipidation sur les valeurs de I'azote peuvent étre interprétés comme des variations
de la position trophique si les individus présentent une forte variabilité dans les taux
de lipides. Et méme si dans notre cas, ces effets sont visibles uniqguement chez l'une
des espéces, vu I'absence d’effet significatif sur les ratios de carbone, il semble plus
intéressant de ne pas appliquer cette méthode dans le cas des carabes.

Toutefois, il serait intéressant d’approfondir les investigations sur le sujet dans le cas
des arthropodes. Cela se justifie d’autant plus que chez les insectes en particulier, la
diversité et les proportions de lipides d’une espéce a l'autre semblent extrémement
variables (Cerkowniak et al. 2013). Cela peut poser probléme lors des comparaisons
de ratios isotopiques entre plusieurs espéces, surtout si elles sont taxonomiquement
éloignées.

En ce qui concerne la correction mathématique, elle a pour effet de mimer un
enrichissement significatif de nos échantillons en 13C sans altérer 'azote qui ne
rentre pas dans le calcul. Néanmoins, la correction mathématique semble surestimer
le taux d’appauvrissement en 13C puisque les échantillons sont encore plus enrichis
en 13C comparé aux individus délipidés mécaniquement (fig. 2 ; 3a, b). Les mémes
résultats ont été aussi observés dans I'étude expérimentale, mentionnée plus haut,
visant la comparaison entre délipidation mécanique et correction mathématique chez
le crabe-araignée (Bodin et al. 2006). Ces résultats suggérent que les formules
proposées dans la littérature ne sont pas forcément adaptées a tous les groupes
taxonomiques. En effet, le taux d’appauvrissement en C13 des lipides (6%o), utilisé
dans les formules de correction, a été estimé a partir de mesures effectuées sur des
organismes marins, essentiellement vertébrés. |l serait intéressant d’effectuer des
mesures expérimentales pour évaluer le taux d’appauvrissement en 13C des lipides
chez les arthropodes, d’autant plus que la trés grande diversité au sein ce groupe

implique de différences physiologiques aussi trés importantes.
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En conclusion, nos résultats indiquent que dans le cas des carabes, il semble plus
raisonnable de mener I'analyse des ratios isotopiques sur les individus entiers, sans
délipider et sans appliquer une correction mathématique.

Il est & noter que, de part son appauvrissement en 15N, la chitine peut créer des biais
dans linterprétation des ratios d’azote, similaires a ceux décrits pour les lipides sur le
carbone. Toutefois, comme il semble difficile de comparer les effets de la chitine en
laboratoire, nous avons décidé d’éliminer par dissection et dans la mesure du possible
la chitine (e.g. les élytres, les pattes, etc) lorsque nous avons appliqué l'analyse

isotopique sur la communauté de carabes.

101
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Summary

1. Disentangle complex trophic interactions among species is important for
understanding underlying processes and predicting achievement of ecological
functions.

2. Carabid beetles are species-rich and abundant community in arable landscapes,
and they potentially provide essential ecosystem services as pest control. But their
generalist feeding behavior hinders predictions for their real contribution.

3. In order to evaluate carabid’s potential for pest regulation we compare
simultaneously the trophic position of several species in two different crop types using
stable isotope analysis.

4. Despite apparent overlapping of trophic niches, we demonstrate several distinct
trophic positions and spatially structured resource partitioning, with species dependent
on local resources, and others who seem to be mobile foragers.

4. Synthesis and applications. Predicting delivering of ecosystem services, as
biological control, is crucial for achieving productive and sustainable agriculture. We
demonstrate that stable isotopes are valuable and affordable technique for inferring
trophic position of carabid beetles. Together their generalist feeding behavior and their
diversified trophic strategies, greatly suggest that carabids have the potential to
regulate both animal and plant pests. This means that maintaining carabid beetles’
diversity in arable fields should be an important component of future management

strategies.

Key-words: Carabidae, biological control, trophic position, oilseed rape, agriculture,

biodiversity, stable isotopes, niche

*Correspondence author. E-mail: stefaniya.kamenova@gmail.com

102



Introduction

Many natural communities evince intriguing levels of biodiversity, and the origin and
the maintenance of this biodiversity is a central question in ecology. Nevertheless, the
complexity of interactions among species challenged theoretical and methodological
achievements, especially with regards to trophic networks (Cohen et al. 1993;
Memmott 2009). Although, disentangling trophic relationships between species is
critical for better predict ecosystem functioning (Thébault & Loreau 2005).

Carabid beetles are an important and diversified guild of generalist predators in arable
lands (Kromp 1999). For more than a century, their trophic ecology is a focal object of
investigation by ecologists (Forbes 1883; Lindroth 1992; Davies 1953; Sunderland
1975; Hengeveld 1980b; Loreau 1983; Pollet & Desender 1985b; King et al. 2010;
Okuzaki et al. 2010; Davey et al. 2013). This substantial interest on carabids’ trophic
preferences was mainly justified by their potential contribution to the natural regulation
of pests (Thiele 1977; Luff 1987; Sunderland et al. 1997). Interest was also justified by
the striking opportunistic feeding behavior of this species-rich group of coleopterans.
Indeed, numerous studies based on a variety of methods have demonstrated not only
significant consumption of pests but also of a large range of taxa, across large
geographic ranges (Larochelle 1990). However, despite this diversity of approaches
and huge quantity of data available on their diet, carabids’ trophic position remains
widely uncertain (Kotze et al. 2011). Nevertheless, predicting trophic niche of carabid
species is essential for measuring their involvement in ecosystem services as pest
control and for successfully managing their populations in crop fields (Symondson et
al. 2002).

From a theoretical point of view the coexistence of so many species with so similar
requirements, as carabid beetles, remains puzzling (Gause 1932), especially in
habitats characterized by the scarcity of resources and their low diversity as are
agricultural lands (Matson et al. 1997). Some authors suggested that temporal
variation of activity according to seasons (Sota 1985a; Loreau 1986) or circadian
rhythms (Kamenova et al. submitted) should reduce direct interferences, and thus
relax competition. However, Western European climate does not allow a wide range of
seasonal activity and a high number of insects are constrained to develop and
reproduce during the spring-summer period (Kotze et al. 2011). Consequently, carabid
beetles are forced to forage on relatively similar resources during the same time.
Some carabid genera could be more or less specialized on particular food resources
(Zetto-Brandmayr 1990; Toft & Bilde 2002; Honek et al. 2003), thus potentially limiting

diet overlapping with the other species. But given carabids’ trophic plasticity it is not
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clear yet in literature, which are herbivorous species and which are not (Kotze et al.
2011). For assessing the trophic position of generalist consumers as carabid beetles,
a more integrative estimation of diet is required. In trophic ecology, stable isotope
analysis is a particularly relevant technique for determining resource utilization over an
extended time period (Traugott et al. 2013). Indeed, naturally occurring stable
isotopes are incorporated into consumers’ tissues during metabolism with a net
preference for heavier isotopes (isotopic fractionation) (Ehleringer & Rundel 1988). So
changes in heavy-to-light isotope ratios in organisms’ tissues may reflect its feeding
history. The isotopic ratios the most frequently used by trophic ecologists are those of
the carbon (**C/*?C), and of the nitrogen (**N/*N). It is generally admitted that carbon
fractionation across the food chain is very weak, and thus that **C/**C ratio is a proxy
of the base food sources (Gannes et al. 1997, 1998). On a contrary, enrichment in
about 3,4%. per trophic level is admitted for nitrogen ratios; thus, °N/*N ratio
indicates the trophic position (Eggers & Jones 2000; Ponsard & Arditi 2000). Post-
feeding metabolism of isotopes is time-lasting process, so the stable isotope analysis
is a valuable technique for exploring the trophic niche of a species at lifetime scale.
We conducted community-wide stable isotope analysis searching for steady patterns
of trophic niche differentiation between co-occurring carabid beetles in a typical
agricultural landscape. We also compare trophic positions between two common crop
types, oilseed rape and wheat, and we further investigate the relationship in **C/**C

ratios with these baselines.

Material and Methods

COLLECTION AND SAMPLE PREPARATION

Carabid beetles were collected alive in empty pitfall traps in two arable fields (one
wheat and one oilseed rape) in the LTER area ‘Armorique’ (http://osur.univ-
rennesl.fr/za-armorique/), llle-et-Vilaine, France (48° 36' N, 1° 32" W). For maximizing
captures 51 (wheat) and 53 (oilseed rape) pitfall traps were placed. Traps were
emptied every 24 hours, twice a week, between April and May 2012. To avoid any
temporal shift in isotopic signatures, only individuals caught between 03 and 23 May
2012 were processed. Living individuals were sorted out at the laboratory, freeze-
killed at -20°C and identified to the species level. Stems and leafs from both cultures,

oilseed rape (Brassica napus L., 1753 var. napus, Capparales: Brassicacese) and
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wheat (Triticum aestivum L., 1753, Cyperales: Poaceae) were sampled to settle a
baseline reference for assessing trophic positions. Carabids and plants were freeze-
dried, and gut contents and chitinous elytra were removed from carabid beetles to
avoid bias in isotope signatures. The smallest species (2.5-4.5mm) as Phyla obtusa,
Metallina lampros, Metallina properans, Syntomus foveatus and Syntomus
obscuroguttaus were not dissected. Dissected individuals and plants were ground into
fine powder manually. Tin capsules containing between 1 and 2 mg of tissue of each
individual were processed with isotope-ratio mass spectrometer. The stable isotopic
composition of element X (8X) was expressed as a relative ratios, in parts per
thousand, to an international standard: 0X= [(Rsampie/Rstandara) - 1]*1000, where Rsampie
is the absolute isotopic ratio (heavy/light) of the sample and Rsangara IS the
correspondent ratio in the standard (Peterson & Fry 1987; Ehleringer & Rundel 1988).
The international standards used were Pee Dee Belemnite for 5*3C and atmospheric

nitrogen for 5™°N.

STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analyses were run with the R software (R Core Team 2013). Interspecific
and inter-crop variations in 8*3C and 3"°N isotopic signatures were tested with a two-
way ANOVA. Species represented by less than 2 individuals were not taken into
account in statistical analyses but they were projected on graphical outputs. For
further investigating the relationship between carabid isotopic signatures and the
baseline (wheat or oilseed rape), thereafter we selected all species present in both
cultures and we realized a GLM with the glm function in Rversion 3.0.2 (gaussian
distrubition family, logit link identity) for testing if differences of carabid "°C ratios
were significantly different from &"C difference between the two cultivated plants
(wheat and oilseed rape). Consequently, species were grouped as they differed

significantly or not from 8'*C difference between wheat and oilseed rape.

Results

COMMUNITY-WIDE ISOTOPIC RATIOS

A total of 45 species from 26 different genera (Table 1) were obtained. Globally, a
higher number of species and of individuals were caught in oilseed rape field than in
wheat field. Twenty-eight species were common in both cultures. The sample size

comprised between 1-16 individuals per species. For plants, 5 (wheat) and 8 (rape)
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measures of a mix of several plant stems were realized. Values of carbon ratios were
more spread in wheat and values of nitrogen ratios were more spread in rape (fig. 1a,
b). Means of *C/**C ratios assessed in carabids ranged in wheat between -14.3%o
(Harpalus rubripes) and -29.4%. (Amara familiaris), and between -22.8%. (Ocydromus
tetracolus) and -30.8%o (Nebria salina) in oilseed rape. Means of *>N/*N ratios ranged
between 2.8%o (Loricera pilicornis) and 11.3%o. (Pterostichus vernalis) in wheat, and
between 1.2%0 (Amara lunicollis) and 12.2%. (Pterostichus melanarius) in oilseed
rape. Thus, the nitrogen values encompassed more than three trophic levels (3.4%o)
(fig. 1a, b).

Differences between species, between crop types and their interaction explained a
significant part of the variance for carbon and nitrogen (Table 2). Isotopic signature of
the baseline (plants) was significantly different between wheat and rape for carbon
(ANOVA, p< 0.01) but not for nitrogen (ANOVA, p = 0.13).

SPATIAL PATTERN OF VARIATION IN **C/**C RATIOS

Concerning the relation with the isotopic ratios of cultures, two different patterns were
identified. In some of them, the *C/*?C ratio was fixed and independent from the field
of collection (fig. 2a). In the others, the **C/*C ratios differed between fields from a
value not significantly differing from the difference in **C/**C ratio observed between

the two cultivated plants (wheat and oilseed rape) (fig. 2b).

Discussion

COMMUNITY-WIDE ISOTOPIC RATIOS

Isotopic ratios across carabid community ranged over three trophic levels for nitrogen
and over potentially multiple base sources for carbon. The considerable overlapping of
signatures between species suggests a wide diet spectrum for carabid species.
However, despite overlap, carabids seem to partition their isotopic niches and they do
not all feed on the same trophic position. The majority of species analyzed in our
study occupied a trophic position in accordance with data from literature, thus
suggesting that isotopic ratio are good predictors for carabids’ trophic niche. And
although apparent differences in trophic positions for some species between the two
crop types, the relative ranking of species and the number of trophic levels remain

substantially the same.
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The lowest N/*N level was occupied by species belonging to the Amara genus,
indicating a predominantly herbivorous diet. However, a large range of variation in
°N/*N ratios was recorded among the Amara species and three species (Amara
similata, Amara ovata and Amara familiaris) exhibited high *>N/**N ratios suggesting a
high position in the trophic chain. Surprisingly, whilst Amara species were almost
entirely lacking in wheat, they formed a diversified and abundant group in oilseed
rape. One might expect that these phytophagous feeders preferentially forage on
energy-rich and easy available rape pollen and seeds. Albeit, numerous studies also
demonstrated carnivorous feeding habits for some Amara species (Hengeveld 1980a;
Larochelle 1990) and the value of a mixed diet throughout life or in particular stages of
its life cycle (Sasakawa et al. 2010). Our results suggest that different degree of
trophic specialization is occurring in the Amara genus with individuals almost
exclusively phytophagous towards more carnivorous ones.

Pterostichus species appeared to be always at the upper space of the isotopic
landscape. These species are famous with their generalist and voracious behavior
(Sunderland 2002), especially the case of Pterostichus melanarius, which are the
biggest top predator dominating summer-autumn carabid communities (Symondson et
al. 2000). Records for Pterostichus species suggest that they are able to feed on at
least four different phyla and several tens of families (Larochelle 1990; Sunderland
2002), and they are particularly prone to intraguild predation and even cannibalism
(Holland 2002). Our study confirms the predacious nature of these species and thus,
their position of top predators in agricultural fields.

The two species from the genus Harpalus (Harpalus affinis and Harpalus rubripes)
showed a markedly extreme carbon values. Harpalini tribe is known to be granivorous
generalists according to literature (Zetto Brandmayr 1990). And even if they seem to
consume animal preys too, seeds appear as the optimal food for their development
(Hurka & Jarosik 2003; Jargensen & Toft 1997a; Saska & Jarosik 2001). The extreme
013C signatures for these Harpalus species indicate that they feed on a very different
source of carbon compared to the culture. Previous observations point out a
significant preference of Harpalus spp. for Asteraceae seeds (Lindroth 1992; Thiele
1977). In our study area, these plant species were mainly present in the field margins
and given the limited number of Harpalus beetles caught in the crops, it will be not
surprising if they forage preferentially out of cultivated fields.

All other carabid species distributed across the 8°C and &"N. Their intermediate
positions and high degree of overlap could confirm the generally admitted omnivorous

trophic behavior in carabid beetles.
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SPATIAL PATTERN OF VARIATION IN *C/*?C RATIOS

We demonstrate that there is a strong relationship between the isotopic signatures of
the baseline (plants) and some carabid species. Species whose isotopic ratios where
dependent on the plant isotopic ratio seem to feed locally, whereas species with
independent ratios seem respond to other factors in their feeding choices. Among
species with carbon isotopic signatures independent of local baseline, Amara species
formed a very coherent group. Apparently, these species seem to be structured by
their carbon resource despite the fact that they range over several trophic positions for
nitrogen. One plausible explanation is that oilseed rape determines both their feeding
resources and their spatial distribution. Indeed, in our study Amara were mainly
encountered in oilseed rape fields and only occasional captures were realized in the
other crops. For example, we collected only one or two individuals per Amara species
in wheat field for the month of May, and the number of species was limited. Even if
some species as A. similata or A. ovata exhibit more predacious behavior as adults,
all these species are dependent on plant consumption for larva or for adults during
reproduction (Jergensen & Toft 1997b; Hurka 1998; Saska & Jarosik 2001).
According to literature, in laboratory conditions, Amara species exhibit net preferences
for Brassicaceae species if multiple plant species are offered (Thiele 1977). If is the
case in the field, cultivated oilseed rape fields could constitute abundant and valuable
resource in agricultural landscapes for these carabid species.

Loricera pilicornis and Brachinus sclopeta shared the same behavior as Amara spp.
and external factors seem determine their feeding habits. These two species are not
known to be plant feeders, contrariwise L. pilicornis is well-adapted Collembola
specialist (Bauer 1986) and B. sclopeta is recorded as carnivorous (Larochelle 1990).
Both species are equally abundant in wheat and oilseed rape fields. And as for L.
pilicornis we found hardly explanation, the case of B. sclopeta is particularly
interesting. Recent studies demonstrated the ectoparasitoidic behavior of species
from the genus Brachinus (Weber et al. 2008). The early instar larvae of species as B.
crepitans, B. explodens and B. elegans were shown to parasitize pupae of Amara
species in laboratory conditions (Saska & Honek 2004; Makarov & Bokhovko 2005).
As this particular strategy implies to optimize encounter with host, it is understandable
if adults B. sclopeta forage in areas they deposit their eggs.

Some other species seemed to respond in a similar manner as Amara species
regarding their relation to the baseline ratios but it is difficult to draw conclusions, as
only one individual was collected in wheat compared to oilseed rape (Asaphidion

flavipes, Pterostichus strenuus, Agonum afrum). Although, this suggests that these
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species do not occur in wheat translating indirectly potentially a preferential foraging
for these species.

Pterostichus melanarius and Ocydromus tetracolus were both independent from the
baseline in their 3*3C ratios but they seemed to be apart from the Amara group. Both
species were pointed as predators. P. melanarius is a generalist top predator and its
feeding behavior has been studied extensively (Larochelle 1990; Sunderland 2002).
Investigations reveal that this species exhibit non-random predation strategies
(Sunderalnd 2002) and that its spatial distribution is dynamically dependent on the
distribution of the prey (Bohan et al. 2000; Winder et al. 2001). This aggregative
behavior on high-density patches of a given prey could explain the independence from
the baseline for some carabid species.

Conclusion

Despite apparent trophic opportunism in carabid community, we demonstrate that in
CO-occurring species resource utilization is partitioned across several tropic levels and
this partitioning is structured spatially. It is plausible that such an adjustment of trophic
preferences has been set up for reducing potential competition among species
(Loreau 1986; Niemela 1993). By an original and relatively simple analytical
procedure, we also show that isotopic ratios could be a good predictor for complex
foraging strategies in some carabid species. These findings confirm the usefulness of
stable isotope analysis in trophic ecology. From applied point of view, evidence for
resource partitioning in carabid communities presents a considerable agronomical
interest. Highly diverse carabid assemblages should optimize resource utilization and
thus, potentially natural pests’ regulations (Kruess & Tscharntke 1994; Snyder et al.
2006). The diversity of trophic strategies exhibited by carabid beetles should
guarantee control of both, animal and plant injurious organisms. Of course,
prospective consumption of oilseed rape by some Amara species implies further
investigations about potential damages they could cause. However, their impact
should be rather limited by the processes of natural regulation occurring in the field
(e.g. potential ectoparasitoidism and potential predation by other carabid species).
Our findings confirm the necessity of management efforts for preserving biodiversity in
arable land. Finally, we recommend combining approaches and methodologies in
order to shed light on this obvious complexity of trophic interactions among farmland

invertebrate communities.
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Fig. 1 8"°C and &"N isotopic ratios (mean+SD) of plants and carabid species; 36
species in (a) wheat and 38 species in (b) oilseed rape carabid. For species codes,

see table 1. Data without error bars represent single individuals.

Fig. 2 The 26 species shared by both cultures, grouped according to their 3*C
difference with the baseline in (a) wheat, and (b) oilseed rape. Species independent of
the baseline (full circles) are significantly different from the difference between wheat
and oilseed rape. Species dependent of the baseline (empty circles) do not differ
significantly from the differences between wheat and oilseed rape.
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Table 1. Carabid species and their codes used in fig. 1 and 2. Underlined: species present in

both types of cultures. * indicates species present only in oilseed rape (38); ** indicates

species present only in wheat (36). Informations on subfamily and tribe belonging are given.

code species subfamily tribe
ACmerid Acupalpus meridianus Harpalinae Stenolophini
AGmulle Agonum muélleri Platyninae Platynini
AGafru Agonum afrum Platyninae Platynini
AGsexpu Agonum sexpunctatum* Platyninae Platynini
AMaen Amara aenea Pterostichinae Zabrini
AMcommu Amara communis* Pterostichinae Zabrini
AMfamili Amara familiaris Pterostichinae Zabrini
AMunic Amara lunicollis Pterostichinae Zabrini
AMovata Amara ovata* Pterostichinae Zabrini
AMplebej Amara plebeja Pterostichinae Zabrini
AMsimil Amara similata Pterostichinae Zabrini
ANbinot Anisodactylus binotatus Harpalinae Anisodactylini
ASflav Asaphidion flavipes Trechinae Bembidiini
BBulla Badister bullatus* Licininae Licinini
BRsclope Brachinus sclopeta Brachininae Brachinini
CAntri Carabus intricatus* Carabinae Carabini
CAnemo Carabus nemoralis** Carabinae Carabini
CHnigri Chlaenius nigricornis** Licininae Chlaeniini
Clcindel Cicidella spp* Cicindelinae Cicindelini
CLfosso Clivina fossor Scaritinae Clivinini
DEatric Demetrias atricapillus* Lebiinae Lebiini
HAaffin Harpalus affinis Harpalinae Harpalini
HRubri Harpalus rubripes** Harpalinae Harpalini
LFulvi Leistus fulvibarbis* Nebriinae Nebriini
LOpilic Loricera pilicornis Loricerinae Loricerini
MEamp Metallina lampros Trechinae Bembidiini
MEprope Metallina properans Trechinae Bembidiini
NEbrevi Nebria brevicollis Nebriinae Nebriini
NEsali Nebria salina Nebriinae Nebriini
NObigut Notiophilus biguttatus* Nebriinae Notiophilini
NOpalu Notiophilus palustris* Nebriinae Notiophilini
NOquadri Notiophilus guadristriatus Nebriinae Notiophilini
OCtetra Ocydromus tetracolus Trechinae Bembidiini
PAmacu Parophonus maculicornis* Harpalinae Harpalini
PHbigut Philochthus biguttatus Trechinae Bembidiini
PHobtu Phyla obtusa Trechinae Bembidiini
POcupr Poecilus cupreus Pterostichinae Pterostichini
PSrufi Psedudophonus rufipes Harpalinae Harpalini
PTanthra Pterostichus anthracinus** Pterostichinae Pterostichini
PTmela Pterostichus melanarius Pterostichinae Pterostichini
PTstren Pterostichus strenuus Pterostichinae Pterostichini
PTvern Pterostichus vernalis Pterostichinae Pterostichini
SYfovea Syntomus foveatus** Lebiinae Lebiini
SYobscu Syntomus obscuroguttatus** Lebiinae Lebiini
TRquadris Trechus quadristriatus Trechinae Trechini
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Table 2. Effects of species, culture and their interaction on 513C and 815N values (two-way
ANOVA).

613C 815N
species F=12.39 p<0.001 F=12.11 p<0.001
culture F=141.39 p<0.001 F=32.82 p<0.001
interaction F=8.04 p<0.001 F=3.27 p<0.001
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4) Conclusion générale

Dans ce chapitre, les résultats obtenus par I'analyse des ratios en isotopes stables
suggerent que les différentes espéces de carabes se placent sur un continuum
trophique allant d’herbivores stricts a carnivores stricts, incluant probablement des
superprédateurs (Pterostichus melanarius), avec une proportion élevée d’espéces
omnivores. Nous avons ainsi montré qu’un partitionnement de la ressource s’opére au
sein de la communauté, lorsque toutes les especes sont échantillonnées a la méme
date, et que ce partitionnement est structuré spatialement.

Nos résultats confirment ce qui a été déja observé dans la littérature pour des
espéces particulieres. Les especes du genre Amara sont trés dépendantes des
ressources disponibles dans le colza tandis que des espéces comme Pterostichus
melanarius semblent avoir une alimentation indépendante du type de culture ou de la
localité. Nos résultats confirment aussi l'importance de prendre en compte les
interactions entre espéces a |'échelle de la communauté dans les stratégies de
gestion. Nous apportons ici une vision plus générale des stratégies alimentaires des
carabes ouvrant des perspectives pour [I'élaboration de typlogies d’espéces
potentiellement manipulables via la disponibilité ou la localisation de leurs resources
basales.

Nous avons également observé pour un certain nombre d’espéces coexistant dans la
méme parcelle et & la méme période, un chevauchement important des signatures
isotopiques, suggérant un recouvrement potentiel du spectre alimentaire. Or, d’aprés
les prédictions théoriques (Volterra 1926 ; Gause 1934), la coexistence de ces
espéeces nécesite qu’elles se différencient sur au moins I'un des axes de leur niche.
Afin d’élucider ces observations, nous avons mené une étude expérimentale au
laboratoire pour investiguer si le comportement pouvait moduler une différentiation de
niche a une échelle spatio-temporelle plus fine, entre des espéces écologiquement

similaires. Les résultats sont présentés dans le chapitre 3.
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5) Annexe Chapitre 2

Les figures 3a et 3b présentent les signatures isotopiques en carbone et azote de la
communauté de carabes (a) dans le blé et (b) dans le colza, en fonction de la taille
relative des espéces et de leur régime alimentaire d’aprés la littérature. La couleur
des cercles indique le régime alimentaire. La taille des cercles est proportionnelle a la
taille des espéces. Les especes Harpalus affinis et Harpalus rubripes, présentes dans
le blé (a) sont omises sur cette figure. Ces deux espéces présentent des valeurs trés
enrichies en carbone (-16%o et -15%o respectivement). En ce qui concerne I'azote, H.

affinis est plutét omnivore (8.2%o0) tandis que H. rubripes, plutét phytophage (5.2%o).
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Figure 3a (Colza)
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CHAPITRE 3 : Aspects comportementaux de la différentiation de niche et

mécanismes de coexistence chez les coléopteres carabiques

Ce chapitre se référe a notre deuxieme question de recherche, présentée a la fin de la
partie introductive. Nous avons déja constaté dans I'introduction et dans le chapitre 2,
la grande diversité de traits chez les carabes ainsi que leur comportement
apparemment opportuniste. Néanmoins, et malgré la diversité des stratégies de vie
chez les carabes, un grand nombre d’espéces possédent des exigences écologiques
assez similaires, notamment en termes de niche trophique comme nous le suggere
I'analyse des isotopes stables dans le chapitre précédent. Ces espéces partagent les
mémes ressources alimentaires mais également le méme habitat et la méme période
d'activité. Il parait donc intéressant d'essayer de comprendre les mécanismes
permettant cette coexistence d'espéces écologiquement trés similaires. Pour cela,
nous avons évalué au laboratoire I'activité et les préférences alimentaires de deux
espéces de carabes trés similaires pour leurs traits de vie et présents en abondance
en un méme lieu et a une méme période. Nous avons émis I'hypothése qu’une micro-
différentiation de niche trophique et/ou a une échelle spatio-temporelle plus fine que la
parcelle ou la saison d’activité, pouvait pour partie expliquer les patrons d’associations
d’espéces, observés chez les carabes des paysages agricoles.

Les résultats de ces travaux sont présentés sous la forme d’un article, soumis a la

revue Journal of Applied Entomology.
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Abstract

Carabid beetles form rich and abundant community in arable landscapes. Their
generalist feeding behavior and similar environmental requirements questioned about
mechanisms allowing the coexistence of so specious assemblages. We hypothesized
that niche partitioning is coming into play by spatial, temporal or trophic differentiation
between species. For testing this, we performed experimental and video camera
observations on the behavior of two sympatric and very similar carabid species,
Bembidion quadrimaculatum and Phyla obtusa. We compared carabid plant climbing
behavior, daily activity patterns and trophic preferences for beetles alone or in
presence of a heterospecific. While no difference in trophic preferences was
observed, our results suggest temporal niche differentiation at nychthemeron scale,
one of the species being rather diurnal and the second one, rather nocturnal, and a
spatial differentiation in their habitat use at the plant stratum scale. This micro-scale
spatio-temporal niche differentiation is probably mediated by high behavioral plasticity

of these two carabid species. Such a plastic behavior suggests a high adaptive
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potential of carabid beetles in intensively managed agricultural areas. Implications of

these findings for enhanced biological control are discussed.

Introduction

Agricultural intensification and its major impacts on biodiversity and human health are
strongly questioned about the sustainability of these systems (Krebs et al. 1999;
Tilman 1999; Hole et al. 2005). Indeed, the consequent loss of ecosystem services in
intensively managed monocultures could undermine long-term food security (Godfray
et al. 2010). Several studies have evidenced the significance of species richness and
diversity for ecosystem functioning (Naeem and Li 1997; Cardinale et al. 2012). It has
been stated that species-rich communities generate temporal and spatial
complementarity for a given function thus ensuring constant delivering of ecological
services (Cottingham et al. 2001; Loreau et al. 2003). These findings brought back
particular attention to arthropod communities in arable landscapes and recent studies
have evidenced that diversified communities of natural enemies best supply natural
regulation of pests (Tscharntke 1992b; Cardinale et al. 2003; Trichard et al. 2013). As
a consequence, several proposals have been suggested to enhance auxiliary
biodiversity and abundance by appropriate management strategies, like the extensive
management of field margins (Marshall and Moonen 2002), or the establishment of
wildflower strips (Balmer et al. 2013) and of beetle banks (MacLeod et al. 2004) inside
cultivated areas.

Carabid beetles assemblages have been widely studied by ecologists for years
because their diversity and abundance patterns are supposed to reflect environmental
conditions and habitat quality (Kromp 1999; Cameron and Leather 2012; Kaltsas et al.
2012). In agricultural landscapes especially, carabid beetles are of particular interest
because they are the most numerous and diversified community of large arthropods
and many species are suspected to be biological control agents (Kromp 1999). Their
generalist feeding behavior offers a real advantage over specialists because they can
be present in the field from the early stage of colonization by pests (Ekbom et al.
1992). From a theoretical point of view, carabid guild provides an interesting model for
investigating mechanisms of co-existence at community scale. Indeed, carabids
exhibit highly abundant and easy-to-catch populations and can count near two
hundred species co-occurring in the same agricultural area during the active season
(Roger et al. 2012). With regard to relatively homogenous and disturbed agricultural
areas (Matson et al. 1997), such diversity remains puzzling. According to the

predictions of the principle of competitive exclusion (Gause 1932), and if resources
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are limited, the most competitive species should eliminate lower competitors.
However, a review of the literature concludes that competitive exclusion in carabid
populations is not observed (Niemela 1993). One plausible explanation is that present
diversity patterns of carabids in agricultural landscapes are the resultant of past
competitive interactions, which led to niche differentiation. Thus, co-occurring carabid
species are expected to differ significantly in at least one dimension of their niche
(MacArthur and Levins 1969; Schoener 1974). Body size is one very common proxy of
niche because it usually reflects trophic habits and competitiveness (Hutchinson
1959). Although size range varies considerably in carabid communities (between 2-
40mm according to species), there are still many species similar in size, sharing the
same habitat and the same feeding habits. Moreover, carabid beetles are generally
referred as nocturnal generalist predators (Luff 1978; Lovei and Sunderland 1996;
Meyhofer 2001) irrelevant to their body size. However, it has been demonstrated that
sympatric species, sharing the same resources, are able to adjust their spatial or
temporal activity via behavioral plasticity (Chao et al. 2013; Navaro et al. 2013)
resulting in niche partitioning.

In this work, we aimed at assessing whether apparently “twin” species of carabid
beetles observed in crop fields actually exhibit niche differentiation at fine temporal or
spatial scale and/or in their use of available trophic resources. To achieve this
purpose, we checked whether two species similar in size and food regime, caught in
the same field at the same period exhibited in the laboratory any differentiation in their
microhabitat preferences, in their food preferences and/or in their circadian rhythms of
activity. We had an original approach by combining experimental settings and video

recordings on carabid spatio-temporal activity and on their feeding behavior.

Materials & Methods

For this study, we focused on two small carabid species Bembidion quadrimaculatum
(Linnaeus 1761) and Phyla obtusa (Audinet-Serville 1821). They were chosen as
being very abundant in the place and at the period of sampling, a group of fields
monitored during spring 2013 near Le Rheu (Bretagne, France) seemingly sharing the
same habitat at medium temporal (season) and spatial (field) scale, and sharing the
same trophic regime according to the literature. Adults of both species are considered
as diurnal spring breeders (Holland 2002; Matalin 2007) and are similar in body size
(3-4mm for B. quadrimaculatum and 2-3mm for P. obtusa). B. quadrimaculatum is

considered as carnivorous and P. obtusa as omnivorous (Roger et al. 2012). Both
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species are then expected to mostly feed on small arthropods with P. obtusa more
inclined to complete its regime with plant material.

The two carabid species were sampled by active visual day searching at the soil
surface and caught by hands until the number of required individuals was completed.
Trapping sessions occurred in May 2013 in experimental fields of INRA Le Rheu (llle-
et-Vilaine, France, 48°6'N, 1°48’S). The cover crop was made of a mixture of ryegrass
and red clover. All caught living beetles were brought back to the laboratory where
they were identified to the species level and individually placed in small plastic Petri
dishes (&5cm). Beetles were continuously provided with water and shelter, and they
were maintained on the four experimental prey items: grains of oilseed rape (Brassica
napus Linnaeus 1753 var. napus, Capparales: Brassicaceae) and wheat (Triticum
aestivum Linnaeus 1753, Cyperales: Poaceee), freeze killed adults and larvae of pea
aphids (Acyrthosiphon pisum, Hemiptera: Aphididee) and freeze killed larvae of
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidee). All individuals were sexed under
binocular microscope.

In order to investigate potential differentiation in carabid spatial patterns of habitat use
at small scale, we focused on foraging behavior. In these two species foraging
behavior consists in prospecting the ground and the upper vegetation especially when
prey is detected (Chiverton 1987). Thus, we tested patterns of climbing behavior for
both carabid species in experimental setting with aphid-infested plants. Rectangular
plastic boxes (35x25x15 cm) were filled with loam and four faba bean plants (Vicia
faba) were placed. Each plant was about 10cm in height. On each plant, twenty adult
pea aphids were settled. Immediately after, 4 individuals of B. quadrimaculatum or of
P. obtusa were released and their climbing behavior monitored for 2 hours. After 2
hours, carabids were replaced with four other individuals for each species. This
experimental setting was repeated 10 times, for a total of 40 observations per species.
Differentiation in circadian activity patterns and in trophic preferences was
investigated using two high-definition and high-sensitivity video cameras (Opto Vision
AP-B9511-SRTL). Cameras were connected to an infrared light source (DC-Infra), in
order to visualize nocturnal carabids’ behaviors without disturbing them (Allema et al.
2012). Infrared light was automatically set on with the decrease of daylight. Each
camera was connected to a DVR recorder (AverMedia-3104H®) equipped with a hard
disk (500 Go). All video recordings were displayed with the software USB Playback
Console (AVerMedia-3104H®).

For all experiments, individuals were placed in a new plastic Petri dish. When species
was tested alone, one individual per species and per Petri dish was present. When

species were tested together, two individuals were present in the same Petri dish (one
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individual of each species). For control trials (only B. quadrimaculatum), two
individuals of the same species were placed in the same Petri dish. Petri dishes were
filled with Fontainebleau sand. Shelter, water and food were provided. Each camera
allowed recording four individual Petri dishes in the same time. Eight individuals were
tested per 24 hours, for a total of twenty individuals per species tested.

Beetles were exposed on L12:D12 artificial photoperiod, with 615-lux luminosity during
daytime. One hour of twilight were simulated at the beginning and at the end of the
day (25 lux). Experimental light conditions reflected natural luminosity conditions
experienced by beetles in the fields during the same period. Whole 24-hours video
recordings were visualized during 10 minutes every 30 minutes. During this period,
individuals were considered as actives when they were observed feeding or moving
around the Petri dish. When an activity event occurred, we also recorded the duration
time spend feeding or moving. For feeding trials, each Petri dish was provided with
one grain of each plant (Brassica napus and Triticum aestivum) and one freeze killed
individual of each animal (Acyrthosiphon pisum and Tenebrio molitor). Food items
were considered as consumed when they had been handled for several seconds by
the beetle. To confirm consumption, at the end of each video recording, prey items
were examined for bite marks under a binocular microscope.

We performed General Linear Models (GLM) to test for differences in climbing
behavior between the two species. Distribution of circadian activity within each
species and between individuals set alone and these set with a heterospecific was
compared using non-parametric Wilcoxon Rank-Sum tests. Differences in total time
spent in activity and total time spent in feeding between individuals within the species
were assessed using non-parametric Wilcoxon Rank-Sum tests. Differences in
circadian activity, in total time spent in activity and time spent in feeding between the
two species were compared using Mann-Whitney tests.

The number of prey items consumed by each species was compared using non-
parametric Wilcoxon Rank-Sum tests. The number of prey items consumed was
compared between the two species using Mann-Whitney tests. Mann-Whitney tests
for each prey item were carried out for testing for differences in food choices between

species. All tests were run with the R software (R Core Team 2013).

Results

Experiments on foraging behavior indicated that both species were able to climb
plants and to feed on deposited aphids but P. obtusa showed significantly more

climbing behaviors (fig. 1, p<0.01). Please, insert fig.1 here.
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Video monitoring of circadian activity evidenced differentiation in patterns when
species were observed alone (fig. 2a, b). B. quadrimaculatum was mostly day-active
(59% of total circadian activity between 08:00am and 08:00pm, W=146, p=0.14) but
differences in day/night activity were non significant. When alone, P. obtusa was
significantly more night-active (74% of total circadian activity between 08:00pm and
08:00am, W=338, p<0.001). B. quadrimaculatum seems to exhibit the same activity
duration when alone or when in presence of a heterospecific (fig. 2b), both day
(V=136, p=0.1) and night (V=87, p=0.3). P. obtusa was significantly more active in
presence of heterospecific than alone (fig. 2b) during day-time (V=153, p<0.05) but
not during night-time (V=79, p=0.77). Please, insert fig. 2a, b here.

P. obtusa alone had more extended activity period than B. quadrimaculatum alone
(MeanzSE: 03h10+40mn vs 02h10+36mn, W=54, p<0.001), fig. 4a, but together they
spent the same amount of time in activity (W=131, p=0.33). In control observations,
there was not significant difference in global night activities between B.
quadrimaculatum alone and B. quadrimaculatum with a congener (T=660, p=0.16)
(fig. 3) but differences in global day activity pattern were significant (T=435, p=0.003).
Please, insert fig. 3 here.

Differences in interspecific (B. quadrimaculatum vs P. obtusa) global activity patterns
and intraspecific global activity patterns (B. quadrimaculatum vs B. quadrimaculatum)
were always significant (T=900, p=0.0005 and T=585, p<0.0001 for daily and night
activities respectively). Although mean activity time was higher for both species when
set together than alone (P. obtusa, V=282, p<0.001; B. quadrimaculatum, V=288,
p<0.001), both species spent the same time on feeding, individually (W=158, t=0.92)
or together (W=143, p=0.55), fig. 4b. Please, insert fig. 4a, b here.

The two carabid species consumed all prey types offered. If alone, B.
quadrimaculatum and P.obtusa consume significantly more mealworms than all other

preys (Table 1). Please, insert Table 1 here.

There are no differences in prey choices between the two species, if fed alone (fig. 5a,
Table 1). In the presence of a heterospecific, B. quadrimaculatum feed mostly on
mealworm and oilseed rape, and P.obtusa feed always mostly on mealworm, both
results are significant (fig. 5b, Table 1). No differences in prey choice are observed for

both species, alone or together (fig. 5a, b; Table 1). Please, insert fig. 5a, b here.
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Discussion

Experimental results showed no clear trophic differentiation between the two species
exhibiting similar preferences. The two carabid beetles consumed all the four food
items. However, both seemed to prefer animal source of food with a preference to
Tenebrio molitor compared to aphids. Though being considered carnivorous, B.
guadrimaculatum, accepted both type of seeds evidencing an omnivorous regime.
The proportion of vegetal food appeared slightly higher in P. obtusa, the previously
considered omnivorous species, but it was not significant. Consequently, in the
experimental conditions and for the range of food items proposed the regimes of the
two species are not divergent. Obviously, this can be different in field conditions where
the potential available resources are much more diversified (Symondson et al. 2002)
but experimental results are a strong indication that fundamental trophic niche of the
two species are widely overlapping.

On the contrary, searching behavior of the two species appeared clearly divergent.
Though both showed their abilty to climb plants in search for prey, B.
quadrimaculatum appeared being much more reluctant and P. obtusa being more
prone to express such behavior. In the field, this micro-scale habitat differentiation
would probably result in strong contrasts in some prey accessibility for the two
species. It would notably allow P. obtusa to access much more easily to aphids, an
important resource for entomophagous predators in most crop fields (Sopp and
Chiverton 1987; Sunderland et al. 1987).

Finally, though both species are considered diurnal, a strong differentiation in their
circadian rhythms of activity was recorded. Though the two species can be active all
day long, P.obtusa showed a strong preference for nocturnal activity when B.
guadrimaculatum exhibited a less marked circadian rhythm of activity with some
diurnal tendency. This micro-scale temporal niche differentiation should result in the
field in a strong reduction of direct competitive interactions, but also very likely in a
reduction of indirect competitive interactions (competitive interactions resulting from
the exploitation of a common resource) as the range of animal preys available during
day and during night could be quite different (den Boer et al. 1986; Bauer and Kredler
1993).

Consequently, despite the fundamental (potential) trophic niches of the two species
been widely overlapping, their realized trophic niches are very likely much more
differentiated promoting the coexistence of the two species. Sasakawa et al. (2010)
had been previously suspected such a small-scale, subtle niche differentiation, in two

co-occurring species of the Amara genus. It is noticeable that in any case niche
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differentiation arose from strict behavioral differentiation but rather from contrasted
preferences. This evidences a large behavioral plasticity in the three studied niche
dimensions (trophic, spatial and temporal). Such plasticity confers to both species a
high adaptive potential to environmental changes. It raises the question of the stability
of niche differentiation and in what extent the partial behavioral specialization we
observed may result from the local interactions between species and would vanish in
the absence of competitors. This question is of importance as it determines the
exchangeability of species and the sensitivity of the ecological function to the loss of a
particular species. On one hand, species plasticity suggests that the loss of a species
may be partly compensated by a niche enlargement in remaining species. On the
other hand, species plasticity allowing niche differentiation may result in a fine
complementarity of species and guarantees a positive relationship between
biodiversity and functional efficiency provided by the entire community.

Although, one should be cautious before drawing general conclusions because,
significant pattern of differentiation in daily activity was observed in our control
experiments. When confronted to a congener, B. quadrimaculatum tends to
differentiate temporal activity. And even if only daily pattern is modified, antagonistic
interferences seem to occur between congener. Similar conspecific avoidance has
been already demonstrated in the case of carabid beetles (Guy et al. 2008) where
experimental observations evidenced the avoidance even of own odor. One might
assume that the same process is operating in our case too. Another plausible
explanation is that artificial experimental conditions create a bias in our observations
by altering carabid behavior. Carabid beetles are known to exhibit thigmotaxis in
captivity (Symondson 2002). Thus, more realistic experimental settings would be
required. For example, it could be interesting to assess functional plasticity at the
community level by comparing species niche-width in communities varying in species
richness in order to estimate more accurately the plasticity of behavioral preferences.
Indeed, the inconsistency of the literature concerning carabid traits could be
symptomatic of their large plasticity and rapid evolvability (Lovei and Sunderland
1996; Kotze et al. 2011). Finally, the potential of species to quickly change their
behavior to match the environmental conditions and the available resources could
account for the large success of carabids to adapt to environmental changes provoked
by agriculture.

These findings give us precious insights into the mechanisms governing species
interactions in an important guild of natural enemies. Carabid communities present in
agricultural areas are susceptible to regulate a wide range of pests via species

complementarity. Moreover, their plastic feeding behavior insures potential supply in
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biocontrol via species redundancy even in intensively managed agro-systems where
biodiversity is highly reduced. Successfully managing such a natural potential of

regulation is a valuable pledge to maximize the ecosystem service of crop protection.
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Figure legends

Fig. 1 Total number of climbs for B. quadrimaculatum (black) and P. obtusa (white).
For each species, N=40. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.

Fig. 2 Proportion of active individuals at each hour of the day (24 hours) for species
alone (a) or species together (b), B. quadrimaculatum (dark lines) and P. obtusa (grey
lines). Scotophase from 08:00pm to 07:00am, photophase from 08:00am to 07:00pm.

Vertical lines represent the beginning and the end of twilight periods: from 07:00am to
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08:00am and from 07:00pm to 08:00pm. At every hour, for (a) and (b), B.
quadrimaculatum (N=20) and P. obtusa (N=20).

Fig. 3 Proportion of active individuals at each hour of the day (24 hours) for B.
quadrimaculatum alone (dark line), in presence of P. obtusa (drak grey lines) and B.
quadrimaculatum in presence of another individual of the same species (e.g. control,
light grey line). BQ = B. quadrimaculatum; PO= P. obtusa.

Fig. 4 Average length of circadian activity recorded during ten minutes every thirty
minutes (meanzSE), for species alone (a), or species together (b). In grey, the
average length of time spent in feeding. For (a) and (b), B. quadrimaculatum (N=20)
and P. obtusa (N=20). *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05, NS = not significant.

Fig. 5 Average time spent feeding recorded during ten minutes every thirty minutes
(meanzSE), for species alone(a) or species together (b). Oilseed rape (black), wheat
(dark grey), aphid (light grey), mealworm (white). For (a) and (b), B. quadrimaculatum
(N=20) and P. obtusa (N=20).

140



Fig. 1

*%

15 A

10 A

.

Number of climbs

Bembidion quadrimaculatum Phyla obtusa

141



Fig. 2
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Table 1 Wilcoxon and Mann-Whitney Tests on the intra- and interspecies comparisons for time spent in

feeding on every prey type. For each modality, B. quadrimaculatum (N=20) and P. obtusa (N=20). In bold,

significant results (a<0,05).

Modality Prey type Rape Wheat Aphid Mealworm
Rape /
Wheat p=0,01 /
B.quadrimaculatum ]
Aphid p=0.5 p=0.04 /
Mealworm p=0.02 p=0.00 p=0.01 /
Species alone Rape /
Wheat p=0.05 /
P. obtusa
Aphid p=0.04 p=0.7 /
Mealworm p=0.03 p=0.01 p=0.00 /
Between species p=0.4 p=0.1 p=0.2 p=0.1
Rape /
Wheat p=0.00 /
B. quadrimaculatum
Aphid p=0.01 p=0.6 /
Mealworm p=0.7 p=0.00 p=0.01 /
Species together Rape /
Wheat p=0.06 /
P. obtusa
Aphid p=0.00 p=0.1 /
Mealworm p=0.01 p=0.01 p=0.00 /
Between species p=0.9 p=0.2 p=0.9 p=0.1
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6) Conclusion générale

Par une approche comportementale, hous avons démontré dans ce chapitre que les
interactions entre deux especes de carabes comparables par leur taille, leur période
et lieu de présence et leur type d’alimentation, B. quadrimaculatum et P. obtusa
étaient limitées par la différentiation de leur niche a une fine échelle spatio-temporelle.
Ces résultats suggérent que le mécanisme de partitionnement de niche a petite
échelle pourrait expliquer la co-occurrence d’'un grand nombre d’espéces de carabes
écologiquement trés similaires. De plus, nous avons démontré que ce mécanisme de
partitionnement est surtout modulé par la plasticité plutét que par une stricte
différentiation de comportement et que cette plasticité pourrait étre a I'origine du
manque de consensus général dans la littérature en ce qui concerne la variabilité des
différents traits de vie chez les carabes. Le role de la compétition dans la structuration
des communautés de carabes a été largement débattu dans la littérature (Niemela
1993). Les conclusions généralement avancées sont que les associations d’espéces
au sein des communautés de carabes sont déterminées essentiellement par les
facteurs environnementaux, plutbt que par les interactions interspécifiques comme la
compétition (Thiele 1977; den Boer 1980; Andersen 1988). Cependant, des analyses
des dynamiques spatio-temporelles des communautés de carabes, montrent une forte
ségrégation dans leur répartition et régime alimentaire, suggérant encore une fois la
prépondérance des processus comme la compétition et le partage de niche par
rapport aux facteurs environnementaux (résultats présentés en annexe a la fin du
manuscrit de thése). Par ailleurs, d’autres travaux empiriques ont aussi démontré une
différentiation de niche en réponse a la compétition chez les carabes (Erikstad et al.
1989) et des études expérimentales récentes ont souligné limportance de la
compétition et des interactions antagonistes dans la structuration des associations
entre prédateurs généralistes (Reznikova & Dorosheva 2004; Hawes et al. 2013). La
plasticité phénotypique n’a jamais été étudiée explicitement dans le cas des carabes
et dans ce chapitre nous démontrons le potentiel de ce mécanisme a structurer la
diversité spécifique et fonctionnelle au sein des assemblages de carabes. Dans ce
contexte, nos résultats apportent aussi des éléments intéressants pour mieux

comprendre la fourniture du service de contrble biologique par ce groupe d’auxiliaires.
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CHAPITRE 4 : Caractérisation moléculaire haut-débit du régime alimentaire des

coléoptéres carabiques en milieu agricole

1) Introduction

Ce chapitre constitue le prolongement des travaux de mise au point du séquencage
haut-débit, que nous avons déja présentés dans le chapitre 1. Ici, nous appliquons la
méthode de métabarcoding a I'analyse du régime alimentaire de la communauté de
carabes dans 2 paysages agricoles européens typiques. Avec cette démarche nous
cherchons a répondre a la premiére question de recherche, énoncée en début du
manuscrit. En effet, en appliquant la technique de séquencage haut-débit a I'étude du
régime alimentaire des carabes, nous avons la possibilité d’analyser simultanément
un grand nombre d’échantillons de plusieurs espéces. Avec un tel jeu de données,
nous pourrons ensuite reconstruire le réseau trophique a I'échelle de la communauté
et inférer les interactions directes et indirectes entre espéces. Nous pouvons
également évaluer en temps réel la consommation potentielle de ravageurs par
plusieurs espéces de carabes directement au champ. Pour cela, nous avons réalisé
un échantillonnage sur deux paysages agricoles contrastés et éloignés
géographiqguement, le premier situé dans le département llle-et-Vilaine, le second
situé dans le département des Deux-Sévres. Au sein de chaque site, nous avons
échantillonné la communauté de carabes dans plusieurs champs agricoles de grande
culture.

Suite a notre expérience préalable, nous avons adapté la démarche générale afin de
maximiser le succés de la méthode. Ainsi, nous avons décidé de travailler sur les
contenus stomacaux plutdt que sur les feces. Nous avons choisi de congeler les
nombreux échantillons immédiatement aprés récolte pour effectuer les dissections a
posteriori, plutét que de trier les carabes vivants. Nous avons également constitué
une base de référence locale des espéces dinvertébrés et de plantes les plus
communes dans notre zone d’étude. Par ailleurs, nous avons évalué et comparé in
silico la spécificité et la couverture taxonomique de plusieurs paires d’amorces afin de
choisir les plus performantes. Pour constituer la base de référence, nous avons
séquence les fragments COI et 16S, amplifiés par les amorces barcoding LCO/HCO
et MAV/CACI respectivement, et le fragment trnL, amplifié par les amorces g/h chez
les plantes. Pour évaluer l'efficacité des amorces, nous avons sélectionné plusieurs

jeux d’amorces publiés et nous les avons comparés a la performance des amorces
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MAYV, utilisées précédemment. Enfin, nous avons réalisé des arbres phylogénétiques
avec les séquences, amplifiées in silico avec les amorces choisies afin de faciliter
l'identification des séquences générées a partir des contenus stomacaux des carabes

pour les taxa pour lesquels il manquerait des références dans les bases publiques.

2) Matériel & Méthode

2.1) Evaluation in silico des amorces métabarcoding

Nous avons cherché dans la littérature tous les jeux d’amorces susceptibles de nous
intéresser dans le cadre de cette étude (recherche avec les mots-clés « barcoding »
et « universal primers » sur Web of Knowledge entre janvier et mars 2012). Aprés
sélection des amorces d’intérét, elles ont été évaluées in silico avec le logiciel AmplifX

version 1.6.2 (Nicolas Jullien, CNRS, Aix-Marseille Université, http://crn2m.univ-

mrs.fr/pub/amplifx-dist). Pour cela, les mitochondries complétes ou a défaut les

fragments COIl standard (>658pb) ont été téléchargés depuis GenBank pour un
spectre de proies représentatif des ordres et des familles des deux grands
embranchements susceptibles d’étre consommés par les carabes (Arthropodes,
Mollusques). Une PCR in silico a été réalisée pour chaque jeu d’amorces et pour
chaque séquence téléchargée. La proportion d’amplifications positives a été notée.
Apreés I'évaluation in silico, les jeux d’amorces les plus performants ont été choisis et
les fragments amplifiés par ces amorces ont été alignés avec le logiciel MEGA version
5.2.2 (Tamura et al. 2007), en utilisant I'algorithme ClustalW. A partir de ces
alignements, un arbre phylogénétique a été généré avec la méthode du maximum de

vraisemblance pour chaque jeu d’amorces.

2.2) Echantillonnage

Sur le site de Rennes (département llle-et-Vilaine), nous avons échantillonné six
parcelles (3 parcelles de blé et 3 parcelles de colza) choisies aléatoirement le long
d'un gradient d’intensification agricole au sein de la zone-atelier « Armorique » (48°
36'N, 1° 32" O). Les individus ont été capturés vivants dans des pots-pieges enterrés
au ras du sol, sans liquide conservateur. Pour garantir la bonne conservation des

contenus stomacaux, les pots ont été relevés toutes les 24h, huit fois consécutives
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entre le 11 avril et le 23 mai 2012. Entre 38 et 55 pots par parcelle et par date ont été
posés (mean 48 + SD 4.4) afin d’'assurer un nombre important de captures.

Sur le site de Chizé (département des Deux-Sévres), nous avons échantillonné dix
parcelles (5 parcelles de céréales et 5 parcelles de colza), choisies aléatoirement le
long d’un gradient de boisement au sein de la zone-atelier « Plaine et Val de Sévre »
(46° 08' N, 0° 24’ O). Les individus ont été capturés vivants dans des pots-pieges
enterrés au ras du sol, sans liquide conservateur. Pour garantir la bonne conservation
des contenus stomacaux, les pots ont été relevés toutes les 24h, trois fois
consécutives entre le 07 et le 12 juin 2012. Entre 4 et 10 pots (en moyenne 5.4 pots
par parcelle et par date) ont été posés.

2.3) Choix des individus

Les individus vivants ont été ramenés au laboratoire et congelés immédiatement dans
les pots-pieges a -20°C. Ensuite, les carabes ont été triés, identifiés a I'espéce et le
sexe de toutes les espéces de >6mm a été déterminé. Pour choisir les individus a
séquencer nous avons comparé toutes les dates de collecte et nous avons choisi la
date a laquelle le plus d’individus d’'un nombre élevé d’espéces ont été capturés dans
toutes les parcelles (1671 individus de 47 espéces sur les 61 espéces collectées au
total sur 'ensemble des sessions de piégeage). Pour les espéces abondantes, dix
individus par parcelle ont été choisis par tirage aléatoire. Pour les espéces dont les

effectifs étaient inférieurs, tous les individus ont été prélevés.

2.4) Constitution de la base de référence

Tous les invertébrés présents dans les pots-pieges lors de la collecte des carabes,
ont été gardés et congelés immédiatement apres récolte a -20°C. Ces invertébrés ont
été triés par morpho-espéces pour constituer la base de référence. Ces morpho-
espéces ont été identifiées a I'espéce, au genre ou a la famille selon les taxa. Des
sessions d’échantillonnage supplémentaires ont été organisées pour récolter des
spécimens de mollusques et faire un inventaire des espéces de plantes autour des
sites d’échantillonnage des carabes. Les mollusques ont été recherchés visuellement
a lintérieur des champs, et dans les bordures et les zones boisées autour des
champs échantillonnés. Limaces et escargots ont été collectés a la main le 21 juin
2012 et congelés a la fin de la journée a -20°C. En ce qui concerne les plantes, toutes

les espéces de plantes et d’arbres présentes dans les bordures des six champs
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échantillonnés, ont été identifiées a I'espéce. Un morceau de tissu a été prélevé sur
un ou plusieurs spécimens par espéce et stocké immédiatement dans un tube
individuel rempli d’alcool a 96°. Tous les tubes ont été congelés le soir méme a -20°C
au laboratoire. Les especes de plantes les plus abondantes ont été notées. Nous
avons également séquencé la majorité des espéces de carabes, présentes dans les
deux zones-ateliers (« Armorique » et « Plaine et Val de Sévre »). Les spécimens de
carabes ont été prélevés dans le cadre de différents projets de recherche entre 2010
et 2012 mais seuls les individus en bon état de conservation ont été gardés pour la
base de référence. Tous les carabes ont été identifiés a 'espéce.

Pour les extractions d’ADN des arthropodes et des mollusques, nous avons utilisé un
protocole non-destructif permettant la re-examination des spécimens si nécessaire.
L’ADN de chaque individu a été extrait avec le kit DNeasy Blood & Tissue de Qiagen.
Aprés dosage, 'ADN a été amplifi¢ avec les amorces 16S MAV et CACI selon le
protocole décrit en chapitre 1. Nous avons également amplifié le fragment standard
barcoding de 658pb avec les amorces LCO/HCO (Folmer et al. 1994) en rajoutant
une queue M13 (M13F(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT/M13R(-27)
CAGGAAACAGCTATGAC) en 5 de chaque amorce afin d’améliorer la qualité du
séquencage par la suite. L’ADN des plantes a été extrait avec le kit DNeasy Plant Kit
de Qiagen aprés broyage dans de I'azote liquide. L’ADN extrait a été dosé et amplifié
avec les amorces g/h (Taberlet et al. 2007).

Les produits PCR ont été visualisés aprés migration sur un gel d’agarose (1.5%) pour
les amorces MAV, CACI et trnL ou sur un E-Gel® (Invitrogen™) pour les amorces
LCO/HCO. Tous les produits PCR ont été séquencés directement au Centre National

de Séquencage (Evry, France) avec un séquenceur capillaire ABI3730XL.

2.5) Séquencage haut-débit

Les carabes choisis ont été placés dans des tubes Eppendorf individuels stériles et ils
ont été nettoyés a I'eau de Javel selon le protocole décrit dans Greenstone et al.
(2012). Apres lavage, les contenus stomacaux de tous les individus de >4mm ont été
disséqués dans des conditions stringentes. Entre chaque individu la paillasse a été
nettoyée avec DNA AWAY™ (Thermo Scientific™ Molecular BioProducts) et les
pinces de dissections ont été passées a la flamme. Chaque intestin a été placé dans
un nouveau tube Eppendorf stérile et re-congelé a -20°C avant I'extraction de 'ADN.
Les individus de taille <4mm ont été broyés entiers dans un broyeur a billes (Thermo

Scientific™). Pour cela deux billes en inox ont été placées dans chaque tube avec du
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tampon de lyse et broyés juste avant I'extraction. Les billes ont été lavées a I'eau de
Javel et rincées a I'eau ultra-pure Milli-Q avant broyage. Toutes les extractions d’ADN
ont été réalisées avec le DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), selon les instructions
fournies. L’ADN extrait de chaque échantillon a ensuite été dosé avec le NanoDrop
ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies) et amplifié
simultanément avec les quatre paires d’amorces choisies. Toutes les PCRs ont été
réalisées dans un volume final de 25 uL avec 5 yL d’ADN dans un mix contenant en
concentrations finales 1.0 U de tag polymérase GoTag® Flexi DNA Polymerase
(Promega), tampon 1x, 2 mM MgCI2, 2.5mM dNTPs mélangés, 20mg/mL albumine de
sérum bovin (BSA) et 0,2 mM de chaque amorce. Une amorce de blocage
« vertébrés » pour les amorces MAV a été rajoutée en concentration finale de 2mM.
Pour les deux jeux d’amorces 16S (ewB/E et MAV) et pour les amorces trnL (g/h), 50
cycles de PCR ont été réalisés (10 min de dénaturation initiale a 95°C, 30 sec a 95°C,
30 sec d’hybridation a 55°C (MAV) et 58°C (ewE/B), 30 sec d’élongation a 72°C et 10
min d’élongation finale a 72°C). Pour les amorces COIl (ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c),
nous avons respecté les conditions PCR spécifiées dans Zeale et al. (2011). Un
témoin négatif PCR ont été réalisé tous les 70 individus environ. Chaque individu a
été étiqueté avec une combinaison unique de deux séquences différentes d’'une
longueur de 14 nucléotides (tags), une en forward et une en reverse. Pour créer
suffisamment de variabilité en début de chaque séquence, la proportion de chacune
des bases A, T, G et C n’excédait pas 25% sur les 6 premiéres positions en 3’, et pour
'ensemble des tags utilisés.

Les produits PCR ont été visualisés aprés migration sur gel d’agarose (2%) et
mélangés en proportions équimolaires par amorce, selon une gamme d’intensité des
bandes de migration. Ensuite, nous avons fait migrer sur gel d’agarose (2%) les
mélanges équimolaires pour chaque amorce afin de récupérer uniquement les
fragments de taille attendue. Les bandes de migration ont été découpées a la main en
changeant de scalpel entre chaque amorce. L’ADN a été séparé du gel et purifié avec
le QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). L’ADN ainsi purifié a été dosé avec
NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies) et les
produits amplifiés par les quatre jeux d’amorces mélangés en proportions
équimolaires. Ce mélange final a été dosé par Nanodrop et envoyé pour séquengage.
Les échantillons ont été séquencés avec la technologie lllumina Miseq pair-end
(2x150bp) par Fasteris SA (Switzerland).
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2.6) Analyses

Aprés séquencage, les pair-ends obtenus ont été assemblés avec I'algorithme

illuminapairend (OBITOOLS, http://metabarcoding.org//obitools/doc/index.html),

développé par le Laboratoire d’Ecologie Alpine, Grenoble. Les séquences ont été
assignées aux échantillons grace a la combinaison unique de tags avec l'algorithme
ngsfilter (OBITOOLS, http://metabarcoding.org//obitools/doc/index.html). Toutes les

séquences strictement identiques ont été regroupées. Les séquences vues une seule
fois et/ou d’une longueur <8 pb ont été écartées du jeu de données. Ensuite, les
séquences ont été alignées et regroupées par des clusters de séquences similaires,
et les erreurs de PCR putatives supprimées avec I'algorithme obiclean (OBITOOLS,

http://metabarcoding.org//obitools/doc/index.html). Les séquences représentatives de

chaque cluster ont ensuite été comparées par BLAST avec un seuil d’identité de 95%.
Si plusieurs taxa présentaient la méme séquence de barcode, elle a été assignée au
niveau taxonomique le plus bas incluant les deux taxa, en se basant sur la taxonomie
de NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/taxonomy).

Nous avons ensuite aligné les séquences identifiees dans les intestins des carabes
avec les séquences amplifiées in silico avec le logiciel MEGA version 5.2.2 (Tamura
et al. 2007) utilisant l'algorithme ClustalW. Ensuite, nous avons réalisé un arbre
phylogénétique avec la méthode du maximum de vraisemblance pour positionner les

séquences déja identifiées par BLAST par rapport aux séquences de référence.

3) Résultats

3.1) Evaluation in silico des amorces métabarcoding

Aprés revue de la littérature, deux jeux d’amorces universelles ont retenu notre
attention : Uni-MinibarF1/Uni-MinibarR1 (Meusnier et al. 2008) et ZBJ-ArtF1c/ZBJ-
ArtR2c (Zeale et al. 2011), amplifiant un fragment respectivement de 130pb et de
157pb de la région de Folmer de COI. Les avantages de ces amorces sont, d’'une
part, la petite taille du fragment amplifié, compatible avec la dégradation potentielle de
'ADN digéré et, d’autre part, le fait que ces jeux d’amorces amplifient le géne COI a
l'intérieur de la région barcode standard permettant ainsi de disposer de bases de
références assez riches. Pour les évaluer in silico, nous avons téléchargé depuis
GenBank 99 séquences COI correspondant a 48 familles de 13 ordres, représentatifs

des proies entrant potentiellement dans le régime des Carabidae. De plus, et pour
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tester in silico MAV (16S), nous avons téléchargé 77 génomes mitochondriaux
correspondant a 62 familles de 18 ordres. Au total, les deux jeux d’amorces COI ont
été testés sur 94 familles de 21 ordres d’Arthropodes et de Mollusques (et une
séquence de Nématodes).

Les amorces Uni-MinibarF1/Uni-MinibarR1 ont amplifié 21.5% des taxa (29 familles
de 12 ordres, voir Tableau 1 de l'annexe 1 de ce chapitre). Les amorces ZBJ-
ArtF1c/ZBJ-ArtR2c ont amplifié 41.3% des séquences (43 familles de 12 ordres,
Tableau 2, annexe 1). Ces amorces ont également amplifi¢ des Crustacés, des
Gastéropodes et des Chilopodes alors qu’elles ont été dessinées sur des séquences
d’Arthropodes, principalement des Insectes, uniqguement.

Les amorces MAV ont amplifié 97.4% des séquences testées (60 familles de 18
ordres, Tableau 3, annexe 1). Suite a ces résultats, nous avons choisi d'utiliser les
jeux d’'amorces MAV et ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c pour lesquels, les arbres générés par
la méthode du maximum de vraisemblance ont donné des résultats similaires (fig. 1 &
2, annexe 2). Ces arbres permettent de séparer assez bien les différents taxa
toutefois des ambiguités sont observées pour certaines séguences. Nous avons
combiné ces deux jeux d’amorces avec les amorces universelles g/h amplifiant le
gene trnL chez les plantes (Taberlet et al. 2007) et avec les amorces universelles

ewE/B amlifiant le géne 16S chez lesannélidesoligochétes (Bienert et al. 2012).

3.2) Echantillonnage et choix des individus

Sur 'ensemble des dates d’échantillonnage et sur 'ensemble des parcelles suivies,
nous avons collecté 7318 individus de 61 espéces et 302 individus de 17 espéces, a
Rennes et a Chizé, respectivement. La répartition des espéces selon leur abondance
sur le site de Rennes est présentée sur la figure 1.

A Rennes, la date pour laquelle 'abondance et la richesse des carabes étaient les
plus importantes était le 23 mai 2012. Pour cette date 1671 individus de 47 espéeces
ont été collectés dont 13 espéces (Tableau 1) dans les six champs simultanément.
Parmi ces 13 especes, 494 individus ont été retenus pour le séquengage. A Chizé,
compte tenu des captures moins abondantes, deux dates de collecte ont été
regroupées (09/06/12 et 12/06/12) pour avoir suffisamment d’individus dans tous les
champs échantillonnés, 263 individus de 10 espéces ont été retenus pour le

séquencage (Tableau 1).
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3.3) Constitution de la base de référence

Nous avons sélectionné et séquencé au total 888 spécimens d’arthropodes,
mollusques et de plantes. Pour les Arthropodes, nous avons séquencé 335
spécimens de 5 classes (Insectes, Arachnides, Malacostracés, Diplopodes et
Collemboles) correspondant au total & 36 familles de 8 ordres différents (Tableau 1,
annexe 2). Parmi les spécimens séquencés, seuls 100 ont pu étre identifiés avant
barcoding a I'espéce (25 espéces) ou au genre (16 genres). Le reste a été identifié au
mieux a la famille (233 spécimens). Toutes les araignées et opilions (108 spécimens)
ont été traités a part. lls ont été identifiés a I'espéce (90 individus) ou au genre (18
individus). Nous avons ainsi séquencé 27 espéces de 17 genres répartis dans 10
familles différentes (Tableau 2, annexe 2). Concernant les Mollusques, nous avons
séquencé 79 spécimens de 5 genres répartis dans 4 familles d’escargots et limaces
(Tableau 5, annexe 2). Nous avons aussi séquencé 239 spécimens de carabes
appartenant a 81 especes et 41 genres pour les deux sites (Rennes et Chizé, Tableau
4, annexe 2). Pour les plantes, 94 spécimens ont été traités dont 88 ont été identifiés
avant barcoding a I'espéce (88 espéces) et 6 augenre (5 genres). Les 88 espéces ont

été réparties dans 75 genres de 35 familles (Tableau 3, annexe 2).
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Figure 1. Répartition des espéces de carabes échantillonnées dans la zone-atelier « Armorique » entre le 11/04 et le 23/05 2013, selon leur abondance

relative.
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Tableau 1. Liste des especes de carabes sélectionnées pour séquencage dans les deux

zones d’étude.

ZA "Armorique" ZA "Plaine et Val de Sévre"
Agonum muelleri
Amara aenea Amara similata
Amara similata Anchomenus dorsalis
Anchomenus  dorsalis Brachinus sclopeta
Anisodactylus binotatus Calathus fuscipes
Asaphidion flavipes Harpalus affinis
Brachinus sclopeta Harpalus cupreus
Loricera pilicornis Poecilus cupreus
Metallina lampros Pterostichus melanarius
Nebria salina Syntomus  obscuroguttatus
Ocydromus  tetracolus Syntomus truncatellus
Phyla obtusa
Poecilus cupreus
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3.4) Séquencage

Aprés assemblage, nous obtenus 7 381 057 séquences. Apres assignation, nous
avons obtenus 2 279 030 séquences avec les amorces COI (Insectes/Arachnides), 2
719 908 séquences avec les amorces ewE/B (Oligochetes), 1 807 005 séquences
avec les amorces MAV (Arthropodes/Mollusques) et 575 114 séquences pour trnL
(Plantes). Par la suite seront détaillés uniquement les résultats obtenus pour les
amorces COI. Avec les amorces COI, nous avons obtenu 168 090 séquences uniques
(variants). La gamme de longueur des différents variants obtenus variait entre 2 et
206 nucléotides avec 69% des variants (116 381 variants sur 168 090 au total)
correspondant a la taille de fragment COI attendu (157pb, fig. 2). En ce qui concerne
le nombre de variants, entre 1 et 998 variants par individu (moyenne 452.4, écart-type
280.6) ont été obtenus. En ce qui concerne le nombre de séquences, nous avons
obtenu entre 23 et 47 111 séquences par individu (moyenne 3016.4, écart-type
44478, fig. 3). Les 19 témoins négatifs contenaient entre 36 et 918 séquences
(moyenne 399.4, écart-type 276.9, fig. 4). Le nombre total de séquences retrouvées
dans les témoins négatifs représentait 0.35% du nombre total de séquences
obtenues.
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Figure 2. Répartition du nombre total de séquences amplifiées par les amorces COIl ZBJ-ArtF1c/ZBJ-

ArtR2c selon la taille des fragments générés.
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Les 168 090 séquences uniques correspondaient a 51 693 séquences vues plus
d’'une fois et d’'une longueur >8 nucléotides. Aprés clustering avec la fonction obiclean
des 51 693, nous avons obtenu 545 séquences différentes, représentatives de
chaque cluster généré avec lalgorithme obiclean. Ces 545 séquences ont été
identifiées par BLAST automatique avec un seuil d’identité de 75%. Toutes les
séquences identifiées ainsi comme Carabidae ont été écartées (369 séquences, 68%
du jeu de données) et le restant des séquences a été de nouveau analysé par BLAST
avec un seuil d’'identité de 92%. Parmi ces séquences, 31% ont été identifiées au
niveau de la classe (Insecta) ou de 'embranchement (Arthropodes), 30% ont été
identifiées a I'espece (a 99-100% d’identité) et 12% au genre (97-98% d’identité). En
écartant les séquences identifiées seulement au niveau de la classe, le reste des
séquences se répartissait entre les Collemboles (deux familles différentes), les
Arachnides (deux ordres et trois familles différentes) et les Insectes (trois ordres
différents) (fig. 5). Parmi ces séquences, 61% correspondaient a des Diptéres (4
familles différentes identifiées), 20% a des Arachnides (deux familles d’Araneae et
une famille d’Opiliones), 8.4% a des Collemboles et 6.7% a des coléopteres
(Elateridae et Staphylinidae). Pour les séquences identifiées en tant qu’Arthropodes
ou Insectes, nous avons pu améliorer l'identification pour 62.9% d’entre elles, en se
basant sur I'arbre phylogénétique généré avec les séquences COI de référence (fig.
6).
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Figure 4. Répartition du nombre total de séquences retrouvées dans les 19 témoins négatifs

(en ordre croissant).

Ainsi, dix taxa ont été placés sans ambiguité dans le groupe des Arachnides, 3
séquences de Diptéres ont été identifiées comme appartenant a la famille des
Anthomyiidae, treize séquences d’Arthropodes ont été regroupées a proximité de la
famille des Sarcophagidae (Diptera). Pour d’autres séquences, plus d’ambiguités ont
été observées, notamment dues au faible nombre de séquences de référence,
représentatives de chaque groupe taxonomique. Par exemple, les séquences des
Lepidoptéres et des Coléoptéres Staphylinidae ont été regroupées ensemble et
aucune de nos séquences de référence n’était présente a proximité de leur groupe.
En ce qui concerne les séquences de Carabidae, 99% des séquences ont été
identifiées a I'espéce ou au genre et 39 genres différents ont été identifiés (75%
d’identité) a partir de nos séquences. Parmi ces 39 genres identifiés, nous avons
retrouvé 17 des 20 genres des individus dont nous avons séquencé le contenu

stomacal.
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Figure 5. Proportion des taxa identifiés dans les contenus stomacaux des carabes a partir

des séquences, amplifiées par les amorces COIl ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c (Zeale et al. 2011).

Tableau 2. Séquences identifiées au niveau de I'espéce ou au genre a partir des contenus

stomacaux de carabes avec les amorces COIl ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c (Zeale et al. 2011).

Genre Espéce Famille Classe/Ordre
Aloconota gregaria Staphylinidae Coleoptera
Calliphora vicina Calliphoridae Diptera
Calliphora crocepalpis  Calliphoridae Diptera

Delia platura Anthomyiidae Diptera
Delia radicum Anthomyiidae Diptera
Isotomurus maculatus Isotomidae Collembola
Metriocnemus albolineatus  Chironomidae Diptera
Pardosa spp Lycosidae Araneae
Phalangium opilio Phalangiidae Opiliones
Sarcophaga spp Sarcophagidae Diptera
Tenuiphantes tenuis Linyphiidae Araneae
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Figure 6. Arbre de Maximum de Vraisemblance avec le géne COI pour les 69 taxa de
référence, amplifiés par PCR in silico avec les amorces ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c (Zeale et al.
2011, 157pb) et les séquences obtenues par séquencage haut-débit avec les mémes
amorces. Les séquences de références sont précédées par un Z. Le nombre entre
parenthéses est le nombre de spécimens pour le groupe taxonomique en question (e.g.
espéeces différentes). Les valeurs de bootstrap sont indiquées devant chaque branche. La

barre d’échelle représente le nombre moyen de substitutions par site (0.05).
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4) Discussion

L’analyse de ce jeu de données n’est clairement pas encore aboutie et il semble
difficile de tirer des conclusions sur le régime alimentaire ou sur les relations
trophiques entre carabes. Toutefois, nous pouvons noter qu'avec les amorces COI
Insectes/Arachnides nous observons une diversité de proies relativement faible.
D’'une part la prépondérance de 'ADN carabe amplifie, et d’autre part I'étape de
clustering avant identification, peuvent réduire considérablement la diversité de
séquences obtenues. Cela a déja été observé dans le cadre du séquencage haut-
débit du régime alimentaire carnivore sans blocage de 'ADN hoéte (Shehzad et al.
2012). Néanmoins, bloquer 'ADN héte présente aussi des inconvénients et il n’est
pas toujours simple de choisir le meilleur compromis. La combinaison d’amorces
comme dans notre cas peut limiter les biais mentionnés ci-dessous. Une autre
solution intéressante serait de remplacer les amorces universelles par des multiplexes
de jeux d’amorces spécifiques aux groupes de proies uniqguement. Cependant, pour
une approche sans a priori, I'utilisation d’amorces universelles sansblocage reste la
solution la plus adaptée (Pifiol et al. 2013). La faible diversité de proies retrouvées
dans nos échantillons peut s’expliquer aussi par le fait que nous avons séquenceé les
contenus stomacaux. En effet, chez la majorité des individus uniguement la premiére
partie de l'intestin (le jabot) est facilement accessible par dissection. Or, le jabot d’un
carabe peut rarement contenir a la fois plusieurs proies taxonomiquement différentes.
De plus, chez les petites espéces il semble qu’'une grande proportion des individus
avait les jabots vides méme s'il est difficile de le confirmer par des simples
observations a I'ceil nu. Il faut aussi rappeler que dans notre échantillon, tous les
individus ont été récoltés a une date précise tandis que la diversité du régime
alimentaire dans la littérature est systématiquement évaluée a 'échelle de I'espéce,
échantillonnée souvent sur plusieurs années consécutives (Hengeveld 1980a; Loreau
1983). De ce point de vue, le couplage avec la méthode des isotopes stables qui
integre des informations sur le régime alimentaire a plus long terme, permettrait de
compléter et de confirmer les observations par les méthodes moléculaires.

Malgré la faible diversité taxonomique des proies consommées par les carabes, nous
pouvons constater que les espéces que nous avons identifiées sont en accord avec
les données dans la littérature (Hengeveld 1980a; Larochelle 1990; Holland 2002). I
semblerait ainsi que les carabes se nourrissent d’organismes épigés (Arachnides,
Collembola) ou endogés (pupes de Dipteres trés vraisemblablement), en accord avec
leur mode de vie. Nos données confirment aussi la prépondérance de la prédation

intra-guilde sur des groupes d’Arthropodes qui peuvent étre aussi des auxiliaires des
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cultures (Arachnides, Staphylinidae ou dautres Carabidae potentiellement).
Cependant, nos espéces de carabes consomment aussi des espéces réputées
ravageurs comme la mouche du chou par exemple (Delia radicum). Plus d’analyses
sont nécessaires pour évaluer la prépondérance de la prédation intra-guilde ou de la
consommation des ravageurs et identifier les facteurs qui déterminent ces processus
comme l'identité de I'espéce de carabe, le type de paysage ou encore le type de
culture.

De point de vue méthodologique, la richesse des bases de données COI nous a
permis d’identifier une grande partie de nos séquences avec une relativement bonne
résolution. L'utilisation d’arbres phylogénétiques pour améliorer la résolution
d’assignation taxonomique de nos séquences semble une approche intéressante a
développer. Cependant, il semble nécessaire d’enrichir notre base locale de
séquences-références afin d’améliorer la précision d’identification. Le probleme est
qgu’avec une séquence d’ADN aussi courte (157pb), on aurait toujours des difficultés
pour la discrimination de certains taxa.Dans ce contexte, il serait intéressant de
comparer les données que nous avons générées avec les amorces universelles COI
ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c et 16S MAVavec les données générées par des amorces
groupes-spécifiques en PCR-multiplexe comme ceux développées dans Balmer et al.
(2013), générant habituellement des fragments de taille plus grande (157-212pb dans
Balmer et al. 2013). Cette comparaison sera intéressante non seulement pour
comparer la résolution taxonomique entre amorces universelles et amorces-groupes
spécifigues mais également pour évaluer la cohérence entre les deux approches

notamment en termes de représentativité des différentes séquences.
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5) Annexe 1 Chapitre 4: Evaluation par PCR in silico des amorces

universelles COIl et 16S

Tableau 1. Liste des taxa, amplifiées par PCR in silico avec les amorces COIl Uni-
MinibarF1/Uni-MinibarR1 (Meusnier et al. 2008). Chaque famille est représentée par un ou

plusieurs genres différents.
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Classe/ordre Famille
Acari Argasidae
Araneae Liphistiidae
Araneae Pholcidae
Araneae Lycosidae
Araneae Lycosidae
Chilopoda Lithobiidae
Coleoptera Carabidae
Coleoptera Carabidae
Coleoptera Carabidae
Coleoptera Coccinellidae
Coleoptera Bostrichidae
Coleoptera Lucanidae
Coleoptera Mordellidae
Coleoptera Curculionidae
Coleoptera Scarabaeidae
Collembola Neanuridae
Collembola Neanuridae
Collembola Onychiuridae
Collembola Poduridae
Decapoda Ocypodidae
Hemiptera Psyllidae
Isopoda Ligiidae
Lepidoptera Crambidae
Lepidoptera Erebidae

Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Lepidoptera
Myriapoda
Orthoptera
Pulmonata

Geometridae
Lymantriidae
Pieridae
Plutellidae
Pyralidae
Tortricidae
Tortricidae
Tortricidae
Tortricidae
Scutigeridae
Chorotypidae
Succineidae
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Tableau 2. Liste des taxa, amplifiées par PCR in silico avec les amorces COIl ZBJ-
ArtF1c/ZBJ-ArtR2c (Zeale et al. 2011). Chaque famille est représentée par un ou plusieurs

genres différents.

Classe/ordre Famille Classe/ordre Famille
Araneae Linyphiidae Collembola Neanurinae
Araneae Linyphiidae Collembola Neanurinae
Araneae Linyphiidae Collembola Sminthuridae
Araneae Liphistiidae Crustacea Daphniidae
Araneae Lycosidae Decapoda Ocypodidae
Araneae Lycosidae Decapoda Portunidae
Araneae Lycosidae Diptera Calliphoridae
Araneae Nemesiidae Diptera Drosophilidae
Araneae Nephilidae Gastropoda Succineidae
Araneae Pholcidae Hemiptera Aphididae

Chilopoda Scutigeridae Hemiptera Aphididae
Coleoptera Cantharidae Hemiptera Aphididae
Coleoptera Carabidae Hemiptera Aphididae
Coleoptera Carabidae Hemiptera Fulgoridae
Coleoptera Carabidae Hemiptera Psyllidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Arctiidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Bombycidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Crambidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Crambidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Crambidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Geometridae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Limantriidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Nymphalidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Papilionidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Pieridae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Plutellidae
Coleoptera Carabidae Lepidoptera Tortricidae
Coleoptera Cerambycidae Lepidoptera Tortricidae
Coleoptera Chrysomelidae Lepidoptera Tortricidae
Coleoptera Cucujidae Neoptera Chrysopidae
Coleoptera Curculionidae Orthoptera Acrididae
Coleoptera Lampyridae

Coleoptera Mordellidae

Coleoptera Priasilphidae

Coleoptera Scarabaeidae

Coleoptera Silphidae

Coleoptera Tenebrionidae

Coleoptera Trachypachidae
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Tableau 3. Liste des taxa, amplifiés par PCR in silico avec les amorces 16S MAV (de

et al. in press). Chaque famille est représentée par un ou plusieurs genres différents.

Barba

Classe/ordre Famille
Araneae Dipluridae
Araneae Liphistiidae
Araneae Liphistiidae
Araneae Nemesiidae
Araneae Nephilidae
Araneae Pholcidae

Chilopoda Scutigeridae
Coleoptera Bostrichidae
Coleoptera Buprestidae
Coleoptera Cantharidae
Coleoptera Carabidae
Coleoptera Carabidae
Coleoptera Cerambycidae
Coleoptera Chrysomelidae
Coleoptera Cucujidae
Coleoptera Curculionidae
Coleoptera Lampyridae
Coleoptera Lucanidae
Coleoptera Mordellidae
Coleoptera Priasilphidae
Coleoptera Scarabaeidae
Coleoptera Silphidae
Coleoptera Tenebrionidae
Coleoptera Trachypachidae
Collembola Neanurinae
Collembola Neanurinae
Collembola Onychiuridae
Collembola Poduridae
Collembola Sminthuridae
Crustacea Daphniidae
Crustacea Isopoda
Decapoda Ocypodidae
Decapoda Portunidae
Diptera Calliphoridae
Diptera Drosophilidae
Ephemeroptera Isonychiidae

Classe/ordre Famille
Gastropoda Clausiliidae
Gastropoda Helicidae
Gastropoda Helicidae
Gastropoda Succineidae
Hemiptera Aphididae
Hemiptera Aphididae
Hemiptera Cercopidae
Hemiptera Psyllidae

Hymenoptera Apidae

Hymenoptera Apidae

Hymenoptera Apidae

Hymenoptera Formicidae

Hymenoptera Formicidae

Hymenoptera Formicidae

Isopoda Ligiidae
Isoptera Rhinotermitidae
Ixodida Argasidae

Lepidoptera Arctiidae
Lepidoptera Bombycidae
Lepidoptera Crambidae
Lepidoptera Crambidae
Lepidoptera Crambidae
Lepidoptera Geometridae
Lepidoptera Limantriidae
Lepidoptera Nymphalidae
Lepidoptera Papilionidae
Lepidoptera Pieridae
Lepidoptera Pieridae
Lepidoptera Plutellidae
Lepidoptera Tortricidae
Lepidoptera Tortricidae
Lepidoptera Tortricidae
Lepidoptera Tortricidae
Myriapoda Lithobiidae
Myriapoda Pauropododae
Myriapoda Spirobolida
Neoptera Chrysopidae
Orthoptera Acrididae
Orthoptera Chorotypidae




6) Annexe 2 Chapitre 4: Identification taxonomique des spécimens

séquenceés pour la base de référence barcoding locale.

Tableau 1. Liste des groupes taxonomiques, échantillonnés pour la base de référence dans

la zone-atelier « Armorique », llle-et-Vilaine et séquencés pour les fragments LCO/HCO et
MAYV des génes COI et 16S.

Classe Ordre Famille Genre Espéce
Acari (Arachnida)
Insecta Coleoptera Alleculidae Pseudocistela ceramboides
Insecta Coleoptera Byrrhidae Cytilus sericeus
Insecta Coleoptera Cantharidae Malthinus punctatus
Insecta Coleoptera Cantharidae Cantharis fusca
Insecta Coleoptera Cantharidae Cantharis lateralis
Insecta Coleoptera Cholevidae Choleva spp
Insecta Coleoptera Chrysomelidae Oulema melanopus
Insecta Coleoptera Chrysomelidae Chrysolina spp
Insecta Coleoptera Chrysomelidae Oulema spp
Insecta Coleoptera Coccinellidae Coccinella septempunctata
Insecta Coleoptera Coccinellidae Tytthaspis sedecimpunctata
Insecta Coleoptera Coccinellidae Propylea quatuordecimpunctata
Insecta Coleoptera Coccinellidae Hippodamia tredecimpunctata
Insecta Coleoptera Curculionidae Baris fallax
Insecta Coleoptera Curculionidae Sitona spp
Insecta Coleoptera Curculionidae Barynotus spp
Insecta Coleoptera Elateridae
Insecta Coleoptera Histeridae
Insecta Coleoptera Lathridiidae Enicmus spp
Insecta Coleoptera Lucanidae Dorcus parallelepipedus
Insecta Coleoptera Malachiidae Malachius spp
Insecta Coleoptera Oedemeridae
Insecta Coleoptera Scarabaeidae Onthophagus spp
Insecta Coleoptera Scarabaeidae Copris spp
Insecta Coleoptera Scarabaeidae Aphodius spp
Insecta Coleoptera Scarabaeidae Valgus hemipterus
Insecta Coleoptera Silphidae Blitophaga opaca
Insecta Coleoptera Staphylinidae Philonthus spp
Insecta Coleoptera Staphylinidae
Insecta Dermaptera Forficulidae Forficula auricularia
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Classe Ordre Famille Genre Espéece
Insecta Diptera Bibionidae Bibio spp
Insecta Diptera
Insecta Diptera Syrphidae
Insecta Diptera Syrphidae Episyrphus balteatus

Collembolla Entomobryomorpha Entomobryidae
Insecta Hemiptera Aphididae
Insecta Hemiptera Coreidae Coreus marginatus
Insecta Hemiptera Cydnidae Legnotus limbosus
Insecta Hemiptera
Insecta Hemiptera Lygaeidae Ischnodemus  sabuleti
Insecta Hemiptera Lygaeidae Drymus sylvaticus
Insecta Hemiptera Lygaeidae Aphanus rolandri
Insecta Hemiptera Lygaeidae Emblethis spp
Insecta Hemiptera Miridae Stenotus binotatus
Insecta Hemiptera Pentatomidae  Eurydema oleracea
Insecta Hymenoptera Formicidae
Insecta Hymenoptera Ichneumonidae Gelis spp
Insecta Hymenoptera Ichneumonidae
Insecta Hymenoptera Pompilidae
Insecta Hymenoptera Proctotrupidae
Insecta Hymenoptera Sphecidae
Insecta Hymenoptera Tenthredinidae

Malacostraca Isopoda

Diplopoda lulida

Insecta Lepidoptera Arctiidae
Insecta Lepidoptera
Insecta Lepidoptera Noctuidae Polydesma spp
Insecta Mecoptera Panorpidae Panorpa communis
Insecta Orthoptera Gryllidae Gryllus campestris
Insecta Orthoptera
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Tableau 2. Liste des groupes taxonomiques d’Arachnides, échantillonnés pour la base de
référence dans la zone-atelier « Armorique », llle-et-Vilaine et séquencés pour les fragments
LCO/HCO et MAV des génes COl et 16S.

Famille Genre Espéece
Araneidae Araniella cucurbitina
Lycosidae Arctosa leopardus
Lycosidae Aulonia albimana
Linyphiidae Diplostyla concolor
Linyphiidae Erigone atra
Linyphiidae Erigone dentipalpis
Linyphiidae Oedothorax apicatus
Linyphiidae Oedothorax fuscus
Phalangiidae Opilio spp
Linyphiidae Ostearius melanopygius
Thomisidae Ozyptila simplex
Tetragnathidae Pachygnatha clercki
Lycosidae Pardosa agrestis
Lycosidae Pardosa amentata
Lycosidae Pardosa palustris
Lycosidae Pardosa prativaga
Lycosidae Pardosa proxima
Lycosidae Pardosa pullata
Lycosidae Pardosa saltans
Lycosidae Pirata piraticus
Theridiidae Robertus arundineti
Linyphiidae Tenuiphantes tenuis
Lycosidae Trochosa ruricola
Thomisidae Xysticus cristatus
Thomisidae Xysticus ulmi
Gnaphosidae Zelotes lutetianus
Gnaphosidae Zelotes pusillus
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Tableau 3. Liste des groupes taxonomiques de plantes, échantillonnés pour la base de

référence dans la zone-atelier « Armorique », llle-et-Vilaine et séquencés pour le fragment g/h

du géne trnL.

Famille Genre Espéce
Aceraceae Acer spp
Asteraceae Achilea millefollium
Poaceae Agropyron repens
Poaceae Agrostis canina
Poaceae Agrostis stolonifera
Lamiaceae Ajuga reptans
Primulaceae Anagallis arvensis
Apiaceae Angelica sylvestris
Poaceae Anthoxanthum odoratum
Apiaceae Anthriscus cerefolium
Poaceae Arhenatherum elatius
Poaceae Avena fatua
Poaceae Bromus sterilis
Poaceae Bromus ordoaceus
Asteraceae Camomilla suaveolens
Betulaceae Carpinus betulus
Fagaceae Castaneum sativa
Asteraceae Centaurea nigra
Chenopodiaceae =~ Chenopodium polyspermum
Chenopodiaceae Chenopodium album
Asteraceae Cirsium arvense
Convolvulaceae Convolvulus arvensis
Betulaceae Corylus avellana
Malaceae Crataegus monogyna
Rubiaceae Cruciata laevipes
Poaceae Dactylus glomeratus
Scrophulariaceae Digitalis purpuraea
Poaceae Elymus repens
Onagraceae Epilobium tetragonum
Onagraceae Epilobium hirsutum
Euphorbiaceae Euphorbia amygdaloides
Rosaceae Fragaria spp
Oleaceae Fraxinus excelsior
Fumariaceae Fumaria officinalis
Rubiaceae Gallium mollugo
Rubiaceae Gallium aparine
Geraniaceae Geranium dissectum
Geraniaceae Geranium robertianum
Geraniaceae Geranium votudifolium
Rosaceae Geum urbanum
Araliaceae Hedera helix
Apiaceae Heracleum sphondylium
Poaceae Holcus mollis
Clusiaceae Hypericum pulchrum
Aquifoliaceae llex aquifolium
Asteraceae Jacobaea vulgaris
Juncaceae Juncus tenageia
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Famille Genre Espéce
Asteraceae Lapsana communis
Asteraceae Leucanthemum vulgare

Poaceae Lolium perenne
Fabaceae Lotus corniculatus
Primulaceae Lysimachia vulgaris
Lamiaceae Mentha arvensis
Apiaceae Oenanthe spp
Apiaceae Qenanthe crocata
Oxalydaceae Oxalys fontana (europea)
Plantaginaceae Plantago major
Plantaginaceae Plantago lanceolata
Poaceae Poa spp
Poaceae Poaceae spp
Polygonaceae Polygonum persicaria
Polygonaceae Polygonum aviculare
Rosaceae Potentilla reptans
Rosaceae Potentilla sterilis
Rosaceae Potentilla anserina
Rosaceae Prunus spinosa
Rosaceae Prunus avium
Dennstaedtiaceae Pteridium aquilinum
Fagaceae Quercus robur
Ranonculaceae Ranonculus repens
Brassicaceae Raphanus raphanistrum
Rosaceae Rubus fructosus
Polygonaceae Rumex acetosa
Salicaceae Salix spp
Caprifoliaceae Sambucus nigra
Scrophulariaceae Scrofularia nodosa
Crassulaceae Sedum telephium
Asteraceae Senecio vulgaris
Caryophyllaceae Silene dioica
Asteraceae Sonchus asper
Rosaceae Sorbus aucuparia
Caryophyllaceae Stellaria holostea
Caryophyllaceae Stellaria graminea
Boraginaceae Symphytum officinalis
Asteraceae Taraxacum officinale
Scrophulariaceae Teucrium scorodanium
Fabaceae Trifolium repens
Fabaceae Trifolium pratense
Urticaceae Urtica dioica
Plantaginaceae Veronica beccabunga
Plantaginaceae Veronica agrestis
Plantaginaceae Veronica chamaedris
Fabaceae Vicia sativa
Fabaceae Vicia tretrasperma




Tableau 4. Liste des spécimens de Carabes, présentes dans les zones-atelier « Armorique »

et « Plaine et Val de Sevre », identifiés a 'espéce et séquencés pour les fragments MAV et

CACI du géne 16S.

Genre Espéce Genre Espéce
Abax ater Leistus fulvibarbis
Acupalpus meridianus Loricera pilicornis
Agonum afrum Metallina lampros
Agonum moestum Metallina properans
Agonum muelleri Microlestes maurus
Amara aulica Microlestes minutulus
Amara aenea Nebria brevicollis
Amara apricaria Nebria salina
Amara consularis Notiophilus biguttatus
Amara convexior Notiophilus palustris
Amara familiaris Notiophilus quadripunctatus
Amara lunicollis Notiophilus substriatus
Amara plebeja Ocydromus deletus
Amara similata Ocydromus tetracolus
Amblystomus niger Ophonus azureus
Anchomenus dorsalis Ophonus calceatus
Anisodactylus binotatus Ophonus griseus
Badister bullatus Ophonus rufipes
Bembidion quadrimaculatum Oxypselaphus obscurus
Brachinus crepitans Oxypselaphus obscurus
Brachinus elegans Paratachys bistriatus
Brachinus sclopeta Parophonus maculicornis
Calathus fuscipes Philochtus biguttatus
Calathus melanocephalus Phyla obtusa
Carabus intricatus Poecilus cupreus
Carabus nemoralis Poecilus kugelanni
Carabus problematicus Pseudoophonus rufipes
Carabus violaceus (purpurascens) Pterostichus anthacinus
Chlaenius chrysocephalus Pterostichus madidus
Clivina fossor Pterostichus melanarius
Demetrias atricapillus Pterostichus strenuus
Diachromus germanus Pterostichus vernalis
Drypta dentata Scybaliscus oblongisculus
Harpalus affinis Semiophonus signaticornis
Harpalus atratus Synoschus nivalis
Harpalus dimidiatus Syntomus foveatus
Harpalus distinguendus Syntomus obscuroguttatus
Harpalus rubripes Trechoblemus micros
Harpalus serripes Trechus quadristriatus
Harpalus tardus Zabrus tenebrioides
Leistus femugineus




Tableau 5. Liste des groupes taxonomiques de Gastéropodes terrestres, échantillonnés pour
la base de référence dans la zone-atelier « Armorique » et séquencés pour les fragments
LCO/HCO et MAV des génes COl et 16S.

Famille Genre Espéece
Agriolimacidae  Deroceras spp
Arionidae Arion rufus
Discidae Discus spp
Helicidae Cornu aspersum
Helicidae Cepaea nemoralis
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Figure 1. Arbre de Maximum de Vraisemblance avec le gene COIl pour 69 taxa, amplifiés par
PCR in silico avec les amorces ZBJ-ArtF1c/ZBJ-ArtR2c (Zeale et al. 2011), 157pb. Le nombre
entre parenthéses est le nombre de spécimens pour le groupe taxonomique en question (e.g.
especes différentes). Les valeurs de bootstrap sont indiquées devant chaque branche. La

barre d’échelle représente le nombre moyen de substitutions par site (0.05).
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Arctiidae(Lepidoptera)

Tortricidae(Lepidoptera)(3)
Bombycidae(Lepidoptera)
Crambidae(Lepidoptera)(3)
Geometridae(Lepidoptera)
Pieridae(Lepidoptera)
Tortricidae(Lepidoptera)
Bl 4 Tortricidae(Lepidoptera)(2)
Crambidae(Lepidoptera)
Daphniidae(Crustacea)

Plutellidae(Lepidoptera)

Crambidae(Lepidoptera)(2)

Limantriidae(Lepidoptera)
Nymphalidae(Lepidoptera)
30 Papilionidae(Lepidoptera)

Chrysopidae(Neoptera)
Lampyridae(Coleoptera)
Cantharidae(Coleoptera)
Mordellidae(Coleoptera)
Cerambycidae(Coleoptera)
16 Fulgoridae(Hemiptera)
Chrysomelidae(Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(2)

Carabidae(Coleoptera)(7)
Trachypachidae(Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(8)

Carabidae(Coleoptera)

Carabidae(Coleoptera)(12)

Carabidae(Coleoptera)(9)
Cucuijidae(Coleoptera)
Calliphoridae(Diptera)

Drosophilidae(Diptera)
Carabidae(Coleoptera)(3)
Carabidae(Coleoptera)(5)
67 Carabidae (Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(4)
Carabidae(Coleoptera)(6)

Carabidae(Coleoptera)(10)

Carabidae(Coleoptera)(13)
17 Carabidae(Coleoptera)(11)

97

Carabidae(Coleoptera)(14)

Scarabaeidae(Coleoptera)

o

Curculionidae(Coleoptera)

Tenebrionidae(Coleoptera)
Priasilphidae(Coleoptera)

20 Silphidae(Coleoptera)

%f Acrididae(Orthoptera)

Portunidae(Decapoda)

2 — Ocypodidae(Decapoda)

Scutigeridae(Chilopoda)

7 Liphistiidae(Araneae)
16 Neanurinae(Collembola)
41

Neanurinae(Collembola)(2)

Aphididae(Hemiptera)
100 Aphididae(Hemiptera)(3)
73 Aphididae(Hemiptera)(2)
60 Aphididae(Hemiptera)(4)

Psyllidae(Hemiptera)

Lycosidae(Araneae)

Lycosidae(Araneae)(3)

Lycosidae(Araneae)(2)

Succineidae (Gastropoda)

Sminthuridae(Collembola)

Nephilidae(Araneae)

" Linyphiidae(Araneae)
46 Linyphiidae(Araneae)(2)
py Linyphiidae(Araneae)(3)
451(7—(:Nemesiidae(Araneae)
81 Pholcidae(Araneae)
|
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Figure 2. Arbre de Maximum de Vraisemblance avec le gene 16S pour 75 taxa, amplifiés par
PCR in silico avec les amorces MAV (37pb). Le nombre entre parenthéses est le nombre de
spécimens pour le groupe taxonomique en question (e.g. espéces différentes). Les valeurs de
bootstrap sont indiquées devant chaque branche. La barre d’échelle représente le nombre

moyen de substitutions par site (0.05).
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Tortricidae(Lepidoptera)
Tortricidae(Lepidoptera)(2)
Pieridae(Lepidoptera)

Geometridae(Lepidoptera)

Bombycidae(Lepidoptera)
Crambidae(Lepidoptera)(3)

22 Avrctiidae(Lepidoptera)

21 37 Tortricidae(Lepidoptera)(3)

Daphniidae(Crustacea)

Crambidae(Lepidoptera)

Plutellidae(Lepidoptera)

Nymphalidae(Lepidoptera)

Papilionidae(Lepidoptera)
Limantriidae(Lepidoptera)
29 Crambidae(Lepidoptera)(2)

Chrysopidae(Neoptera)
Lampyridae(Coleoptera)
Cerambycidae(Coleoptera)
Fulgoridae(Hemiptera)
Cantharidae(Coleoptera)

20 Mordellidae(Coleoptera)
Chrysomelidae(Coleoptera)
Calliphoridae(Diptera)
Drosophilidae(Diptera)

Cucujidae(Coleoptera)
Trachypachidae(Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(7)
Carabidae(Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(2)
Carabidae(Coleoptera)(8)
Carabidae(Coleoptera)(9)
Carabidae(Coleoptera)(12)
Carabidae (Coleoptera)
Carabidae(Coleoptera)(4)
Carabidae(Coleoptera)(3)
Carabidae(Coleoptera)(5)
Carabidae(Coleoptera)(6)
Carabidae(Coleoptera)(10)
97 Carabidae(Coleoptera)(13)
M 21 Carabidae(Coleoptera)(11)
Carabidae(Coleoptera)(14)

Scarabaeidae(Coleoptera)

S}

Silphidae(Coleoptera)
Priasilphidae(Coleoptera)

Curculionidae(Coleoptera)

30 Tenebrionidae(Coleoptera)

Bf Acrididae(Orthoptera)
Portunidae(Decapoda)

1 —  Ocypodidae(Decapoda)

Scutigeridae(Chilopoda)

- Liphistiidae(Araneae)
E Neanurinae(Collembola)
42 Neanurinae(Collembola)(2)

Aphididae(Hemiptera)

99 Aphididae(Hemiptera)(3)
Aphididae(Hemiptera)(2)
64 Aphididae(Hemiptera)(4)

74

Psyllidae(Hemiptera)

Succineidae (Gastropoda)

Lycosidae(Araneae)(2)
Lycosidae(Araneae)

91 Lycosidae(Araneae)(3)

Sminthuridae(Collembola)

39|  ——— Nephilidae(Araneae)

= Linyphiidae(Araneae)

Linyphiidae(Araneae)(2)
Py Linyphiidae(Araneae)(3)
453(7—(:Nemesiidae(Araneae)
83 Pholcidae(Araneae)
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

1) Bilan des résultats produits dans le cadre de cette thése

Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a I'écologie trophique et au
rble de la ressource dans la structuration des communautés de coléopteres
carabiques en milieu agricole. Nous avons posé I'hypothése que les relations
trophiques entre especes sont déterminantes pour comprendre et prédire
l'organisation des communautés d’auxiliaires et la qualité du service de régulation
qu’elles fournissent. Une telle compréhension des processus généraux régissant les
interactions entre espéces a I'échelle de la communauté devrait contribuer a plus long
terme a une meilleure intégration de pratiques de gestion durables a la protection des
cultures.

Pour étudier les relations trophiques entre espéces et leur réle dans la structuration
des communautés de carabes, nous avons combiné plusieurs approches. Dans un
premier temps, nous hous sommes intéressés au régime alimentaire et aux relations
trophiques chez plusieurs especes de carabes simultanément. Dans un deuxiéme
temps, et pour étudier le réle de la ressource dans la structuration des communautés,
Nnous nous sommes intéressés aux mécanismes de différentiation de niche pour
expliquer les différences trophiques observées entre espéces.

Etant donné que la communauté de carabes en milieu agricole est composée d’un
grand nombre d’espéces trés généralistes dans leur comportement alimentaire et que
les techniques moléculaires haut-débit n’ont jamais été encore utilisées pour I'étude
du régime alimentaire chez les insectes, nous avons d’abord effectué un travail de
synthése pour définir le spectre alimentaire des carabes. Nous avons également
effectué un travail de mise au point méthodologique pour adapter la méthode de
métabarcoding au modéle carabe. La synthése a partir de la littérature que nous
avons réalisée a montré un large spectre de proies tres diversifiées entrant
potentiellement dans l'alimentation des espéces de carabes les plus communes en
milieu agricole. Cette étape nous a permis d’avoir une vision trés large de la diversité
et de la plasticité des stratégies alimentaires chez les carabes. La mise au point
méthodologique des outils moléculaires a permis de prendre du recul sur les biais et
les contraintes que ces techniques pouvaient générer. Elle nous a permis également
d’acquérir une expertise pour cette technologie sur un modéle d’étude (prédateurs

généralistes) et un domaine d’application (écologie des communautés) relativement
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peu exploités a I'heure actuelle. Nous avons montré les avantages de I'approche
moléculaire haut-débit sans a priori pour I'étude du régime alimentaire chez les
carabes car nous avons mis en évidence limportance probable des ressources
végétales, et plus notamment des plantes cultivées comme le colza dans
'alimentation de ces insectes, un aspect de leur écologie alimentaire complétement
négligé dans la littérature. Nous avons également montré le potentiel des outils
moléculaires pour « pister » de fagon indirecte le déplacement chez des organismes
comme les carabes au sein des paysages agricoles. Ces résultats apportent des
éléments intéressants a prendre en considération dans I'évaluation du potentiel
régulateur de ce groupe d’auxiliaires.

Nous avons étudié ensuite les relations trophiques entre carabes a I'échelle de la
communauté et les facteurs déterminant leur variation. Pour cela nous avons utilisé la
méthode des isotopes stables en analysant les ratios isotopiques du carbone et de
'azote et nous avons comparé les communautés dans deux cultures, le blé et le
colza. Nos résultats ont mis en évidence que malgré un chevauchement des niches
isotopiques, un partitionnement de la ressource a I'échelle de la communauté était
probable, et cela pour les deux types de cultures. En effet, nous avons observé selon
le degré d’enrichissement en azote lourd par rapport a la ressource basale une
séparation entre les phytophages et les spécialistes des Collemboles et les carnivores
stricts avec un groupe intermédiaire d’omnivores ou de carnivores de petite taille
consommant vraisemblablement des proies herbivores. Ce patron était
particulierement marqué dans la culture de colza a cause de la présence d’une
communauté plus diversifiée et abondante de carabes phytophages du genre Amara.
Nos résultats suggérent aussi que deux stratégies alimentaires peuvent étre
observées chez les carabes, selon la relation entre les signatures isotopiques du
carbone des carabes et de la ressource basale. Nous avons observé des espéces
dont la signature en carbone était déterminée par la signature de la ressource locale
et des especes pour lesquelles, la signature en carbone était indépendante de la
ressource locale. Nous avons interprété ces résultats en termes de différences dans
les stratégies alimentaires entre espéces, avec des espéces mobiles, recherchant
activement leurs proies (le cas du top prédateur Pterostichus melanarius) et avec des
espéces soit peu mobiles soit dépendantes d’une ressource particuliere, présente a
des endroits particuliers (le cas des especes du genre Amara). Nous avons émis
'hypothése qu’en ce qui concerne ces derniéres espéces, le colza en tant que
ressource alimentaire semblait jouer un réle primordial dans leurs cycles de vie. Cette
culture apparait donc comme un facteur important, structurant leurs populations a

'échelle du paysage. Ces résultats ont été confirmés par les analyses spatiales que
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nous avons réalisées et dont les résultats sont présentés en annexe de la thése. La
cartographie de I'abondance des espéces du genre Amara dans quatre parcelles de
blé et deux parcelles de colza montre des abondances élevées des Amara dans les
parcelles de colza et leur quasi-absence des parcelles de blé. Par la présente étude,
nous avons aussi montré que la structuration des populations d’Amara entraine la
structuration de tout un cortége d'espéces associées comme des prédateurs ou
encore des ectoparasitoides spécialistes des pupes d’Amara.

Nos résultats ont donc permis de démontrer qu’il y avait un partitionnement trophique
et spatial de l'utilisation de la ressource entre espéces de carabes a I'échelle de la
communauté mais que les stratégies alimentaires d’espéces particuliéres entrainaient
des différences locales dans la structure et le fonctionnement des réseaux
d’interactions. Nous avons aussi montré que le régime alimentaire influence
considérablement les interactions entre espéces et que seule une prise en compte
des relations trophiques a I'échelle de la communauté peut nous renseigner sur la
complexité des synergies et des antagonismes entre espéces.

Notre deuxiéme objectif était d’étudier les mécanismes a l'origine des différences
trophiques entre especes. Pour cela, nous avons combiné des approches
expérimentales a I'échelle de l'individu avec des analyses des dynamiques spatio-
temporelles des communautés de carabes a plus large échelle. D’'une part, nous
avons étudié les aspects comportementaux de la différentiation niche spatio-
temporelle et trophique entre deux espéces écologiquement équivalentes, d’autre part
nous avons étudié la différentiation des communautés de carabes a I'échelle du
paysage en comparant le degré de différentiation observé au degré de différentiation
obtenu pour des communautés générées aléatoirement. Nos résultats ont démontré
une forte différentiation spatio-temporelle et trophique entre carabes a la fois a
'échelle de la parcelle et de la date d’échantillonnage et a I'échelle de l'activité
nycthémérale et de I'exploitation de la strate de la végétation. Ainsi, les communautés
de carabes ne sont pas des collections d’espéces associées au hasard mais des
assemblages fortement structurés par les interactions entre espéces notamment
trophiques et par le mécanisme de partage de niche. L’apparente plasticité
comportementale et le partitionnement de niche semblent étre deux éléments-clés
expliqguant les niveaux élevés de diversité spécifique et fonctionnelle observés chez
les carabes en milieu agricole. Ces phénomenes semblent expliquer aussi le manque
de consensus général dans la littérature et les difficultés d’évaluer la contribution
réelle des carabes en tant qu’auxiliaires des cultures.

L’ensemble des résultats et des méthodes, exposés dans ce travail de thése apporte

des connaissances précieuses pour comprendre la diversité et les patrons
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d’organisation des communautés de carabes. A terme ces connaissances peuvent
contribuer activement a [I'élaboration des hypothéses prédictives quant a
'aménagement des paysages agricoles et a la gestion des populations d’auxiliaires
en vue doptimiser I'approvisionnement en services éco-systémiques comme le

contrble biologique.

2) Discussion: données de la littérature et perspectives

2.1) Questions de recherche

Ecologie alimentaire, déterminismes de partitionnement de niche et

implications pour le contrdle des ravageurs

Les coléoptéres carabiques fascinent les scientifiques depuis plus d’'un siecle déja
(Forbes1883). La diversité de leurs traits d’histoire de vie et leur potentiel régulateur
ont alimenté les recherches sur leur écologie. Particulierement ces dernieres années,
avec la prise de conscience de I'importance des services éco-systémiques comme le
contrble biologique et avec 'avenement des techniques moléculaires pour I'étude de
la biodiversité, les carabes sont devenus un modéle de prédilection, particulierement
en écologie trophique. Néanmoins, et malgré la quantité de connaissances
accumulées, la conclusion d’'une synthése de 40 ans de travaux sur le régime
alimentaire des carabes est « qu’il parait surprenant de constater combien de
guestions fondamentales en écologie trophique des carabes restent sans réponse »
(Kotze et al. 2011). La raison principale semble étre 'absence d’approche systémique
en écologie trophique des carabes, intégrant les informations trophiques a plusieurs
échelles et pour plusieurs espéces a la fois. Peu d’intérét a été porté aussi dans la
littérature sur les relations trophiques entre espéces de carabes au sein de la
communauté. Ici, nous avons montré qu’en combinant plusieurs approches, a
plusieurs échelles spatio-temporelles, nous observons une ségrégation significative
des niches trophiques entre espéces de carabes. La seule étude eéquivalente
cherchant a identifier des patrons généraux de spécialisation alimentaire, est celle
menée par Hengeveld (1980) qui a étudié le régime alimentaire de 24 espéeces de
carabes. Le seul partitionnement qu’il a observé distinguait cinq espéces spécialistes

des Collemboles (deux espéces du genre Notiophilus, deux espéeces du genre Leistus
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et Loricera pilicornis) et le reste de la communauté. L’auteur conclut qu’il n’y a pas de
divergence de niche au sein de la communauté et que la spécialisation alimentaire
observée chez ces cinq espéces est due a une contrainte phylogénétique plutbt
gu’environnementale ou a la compétition entre espéces. Toutefois, il est important de
noter que le régime alimentaire des 24 especes dans cette étude a été inféré a partir
de 'ensemble des individus capturés sur une période allant de 1 a 5 années selon les
espéeces et que par un jeu du hasard, trois des cing carabes spécialistes ont été
collectées la méme année. Or, nous avons montré dans cette thése que des
observations conduites a des échelles inappropriées pouvaient étre trompeuses. Il
serait intéressant de ré-analyser le jeu de données obtenu par Hengeveld pour
estimer la part de variabilité expliquée par 'année par rapport a celle expliquée par
l'espéce et ainsi évaluer le degré de généralisme alimentaire chez ces espéces de
carabes. Il a déja été montré que les préférences alimentaires de certains carabes
étaient surtout liées a la disponibilité des proies les plus abondantes (King et al. 2010;
Davey et al. 2011). Les expériences de choix trophiques en laboratoire montrent aussi
la capacité des carabes a consommer un trés large spectre de proies (Sunderland
2002). Toutes ces observations suggérent un fort degré de généralisme alimentaire
chez les carabes et dans ce contexte peu en accord avec la ségrégation trophique
gue nos résultats montrent au sein de la communauté. Cependant, d’autres études
montrent aussi I'importance de certains types de proies pour 'accomplissement des
cycles de vie chez les carabes et que les types de proies exigées (plantes vs proies
animales) difféerent chez des espéces phylogénétiquement trés proches (deux
especes du genre Amara) (Sasakawa 2011). On pourrait donc envisager I'existence
de contraintes particuliéres, extrinseéques, en termes d’alimentation chez les carabes.
Nos résultats d’analyses isotopiques montrent que lorsque I'on contréle la période et
la localité d’échantillonnage, et malgré un chevauchement important des signatures
isotopiques, on observe des différences trophiques significatives entre especes. Cela
suggeére que toutes les espéces ne sont pas équivalentes dans leurs stratégies
alimentaires et ces différences suffisent pour différencier les espéces en dépit du
potentiel élevé d’opportunisme alimentaire chez les carabes. Cette différentiation
trophique semble renforcée par la divergence spatio-temporelle qu'on observe d’aprées
nos résultats. Ainsi, les communautés de carabes semblent composées a la fois
d’espéces avec des régimes alimentaires trés contrastés et d'espéces avec des
régimes alimentaires trés similaires mais qui ne co-occurrent que rarement. Ce
mécanisme de divergence spatio-temporelle peut par ailleurs expliquer 'absence de
spécialisation trophique chez un grand nombre d'espéces de carabes en milieu

agricole. Pourtant, certains auteurs stipulent que de par leur comportement

185



alimentaire polyphage et la capacité d’ajuster leur équilibre nutritionnel (Mayntz et al.
2005), les carabes ne devront pas montrer de patrons d’exclusion spatiale (Bell et al.
2010). Cela s’expliquerait par le fait qu’ils sont capables d’exploiter facilement des
ressources alternatives. On pourrait donc imaginer que les carabes ne sont pas
limités par la ressource ni ne se retrouvent en compétition pour son exploitation
malgré l'apparente homogénéité des espaces agricoles. Nos observations sur la
plasticité comportementale des carabes renforcent ces constatations. Il est donc
possible d’envisager des hypothéses alternatives expliquant les patrons de
différentiation de niche observés. Il a été montré que les carabes peuvent exprimer
des comportements d’évitement actif des congénéres (Guy et al. 2008). Des
observations que nous avons effectuées en laboratoire montrent aussi des
comportements fréquents d’agressivité entre espéces de carabes en conditions
expérimentales (données non publiées). On peut donc imaginer que la pression de
divergence chez les carabes s’exerce par les interactions directes entre espéces
plutét que par la compétition pour I'exploitation d’une ressource commune. En effet, le
comportement alimentaire opportuniste et souvent vorace chez les carabes conduit a
des phénoménes fréquents de prédation intra-guilde (Symondson et al. 2002; Davey
et al. 2012) ou méme de cannibalisme au sein des assemblages de carabes. Ces
phénoménes peuvent influencer les interactions entre espéces et par conséquent la
structuration des communautés (Ohlberger et al. 2012). Par exemple, une étude
expérimentale sur deux especes de carabes du genre Pterostichus a montré que le
cannibalisme et la prédation intra-guilde des stades larvaires et non la compétition,
étaient les mécanismes expliquant la ségrégation de ces deux espéces (Currie et al.
1996). Des études plus récentes en milieu aquatique suggérent que chez I'omble
chevalier (Salvelinus alpinus) les individus pratiquant le cannibalisme sont plus
efficaces que les prédateurs interspécifiques dans I'exploitation de la ressource
(Bystrom et al. 2013). Le cannibalisme et la prédation intra-guilde peuvent donc
constituer des stratégies alimentaires avantageuses chez les carabes mais on ne
dispose pas d’éléments solides a 'heure actuelle pour juger de leur implication dans
la structuration de leurs communautés en milieu agricole. Des études théoriques
indiquent que les effets du cannibalisme ou de la prédation intra-guilde sur la
coexistence des espéces et sur la dynamique de leurs interactions semblent
complexes. Il serait intéressant de compléter les résultats obtenus par la modélisation
par des approches expérimentales pour apporter plus de lumiére notamment sur la
dynamique entre sélection du comportement de cannibalisme et évolution des
stratégies de son évitement. Malheureusement, évaluer l'incidence des événements

de cannibalisme en conditions naturelles reste un défi méthodologique en écologie
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trophique. Néanmoins, compte tenu de I'importance potentielle de ce phénomeéne, il
peut étre stratégique d’investir du temps et des efforts pour y apporter des solutions.
A la lumiere de ces réflexions, il est possible d’interpréter nos résultats des analyses
spatio-temporelles de communautés de carabes qui montrent une forte divergence
entre especes carnivores en particulier, comme une conségquence non de la
compétition pour des proies communes mais comme une stratégie d’évitement mutuel
pour réduire la prédation intra-guilde.

Enfin, il est possible d’envisager que les patrons de distribution des carabes ne
correspondent pas ou peu aux interactions entre espéces adultes mais qu'ils reflétent
surtout les mécanismes opérant au niveau des stades larvaires. Les larves des
carabes possédent des exigences écologiques plus strictes que les adultes et
semblent plus spécialisées dans leurs préférences alimentaires (Lévei & Sunderland
1996). Par exemple, par une approche trés originale de Machine Learning, Bohan et
al. (2011) ont suggéré que les larves de carabes étaient potentiellement impliquées
dans des d’interactions trophiques avec une large gamme d’invertébrés communs
dans les champs agricoles.Des résultats qui restent a démontrer empiriguement chez
les stades larvaires. Cepenedant, il est possible d’imaginer que la sélection qui
s’exerce soit par les interactions entre larves (comme la compétition par exemple) soit
par les conditions environnementales puisse déterminer la structure de la
communauté de carabes observée. Par exemple, Giglio et al. (2011) ont démontré
gue les stades larvaires du trés polyphage Carabus lefebvrei ne parvenaient a
accomplir leur développementque si leur régime alimentaire était composé de
mollusques. Cela implique qu’une trés forte sélection doit s’exercer sur le
comportement alimentaire des larves mais probablement aussi sur les stratégiesde
dépbt des ceufs et la répartition spatiale des adultes. C’est ce que semblent aussi
indiquer nos résultats d’analyses isotopiquesconcernantles espéces du genre Amara
par exemple dont la répartition et l'alimentation apparaissentfortement liées a la
culture de colza mais qui ne semblent pas étre des phytophages pour autant (sous

I'hypothése que les Amara consomment du colza bien sar).
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La prédation intra-guilde et implications pour le contrdle biologique

D’aprés nos résultats et d’aprés les données de la littérature les carabes semblent
consommer les autres auxiliaires des cultures en proportions au moins équivalentes a
celles des ravageurs (Larochelle 1990; Holland 2002). La consommation d’araignées
épigées des familles des Lycosidae et Linyphiidae est particulierement récurrente et il
semble que le choix se fait selon la densité des espéces les plus abondantes (Davey et
al. 2012). Cependant, une telle interaction entre guildes de prédateurs génétalistes a
souvent des conséquences négatives sur l'efficacité du contréle biologique (van Baalen
et al. 2001; Prasad & Snyder 2006). De nombreuses études, théoriques ou empiriques,
se sont intéressées aux phénomeénes de prédation intra-guilde pour éclarcir ses effets
potentiels sur le contrdle des ravageurs (Polis & Holt 1992; Lang 2003; Finke & Denno
2005) mais prédire les synérgies et les antagonismes ainsi que leurs effets sur la
régulation naturelle semble encore diffcile. Par exemple, une étude récente a démontré
de fagon assez inattendue que le fait d’améliorer le couvert végétal en plantant des
adventices en culture de bananier, on pouvait améliorer substantiellement le contréle
des herbivores puisque leurs densités, favorisées par le couvert végétal, permettaient
de détourner les auxiliaires de la prédation intra-guilde (Tixier et al. 2013). Ces résultats
suggeérent I'importance d’avoir une approche systémique en milieu agricole pour étre
capable de prédire l'efficacité des services rendus. Il serait donc intéressant, aprés
analyse complete de notre jeu de données de séquencage haut-débit, de croiser les
informations de consommation de plantes par les diféfrentes espéces de carabes avec
les informations de prédation de ravageurs et de la prédation intra-guilde pour mieux
comprendre les mécanismes a l'origine du contrdle biologique. En perspective, il serait
aussi important de prendre en compte la diversité et la distribution des araignées
épigées qui forment aussi une communauté d’auxiliaires trés riche et abondante en
milieu agricole. Comprendre les patrons d’organisation des communautés d’araignées
et comment les interactions avec les communautés de carabes les impactent pourrait
apporter des informations précieuses sur le fonctionnement général des agro-

écosystemes.
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En réalité, les stades larvaires chez les carabes présentent une véritable boite noire
en ce qui concerne leur biologie ou écologie, et il est presque impossible de les
identifier a 'espéce morphologiqguement. Et méme si les techniques moléculaires de
barcoding peuvent facilement surmonter la difficulté de leur identification, les autres
aspects de leurs traits de vie restent toujours difficilement accessibles. Les stades
larvaires des carabes possedent essentiellement un mode de vie sous-terrain rendant
les échantillonnages ou les observations directes difficiles. Compte tenu de leurs
exigences particulieres en termes de conditions environnementales et de nutrition,
leur élevage en conditions expérimentales semble aussi difficile. Il serait cependant
indispensable, aussi bien de point de vue fondamental que de point de vue
agronomique, d’éclairer plus a l'avenir cette partie cachée du cycle de vie des
carabes.

Nous avons montré aussi que la plasticité comportementale pouvait étre un autre
facteur expliquant la différenciation de niche chez les carabes, a plus fine échelle.
Une étude trés intéressante sur la coexistence entre espéces au sein des
assemblages de carabes dans une prairie aux USA, démontre que I'ajustement
comportemental était le principal mécanisme modulant les interactions entre espéces
(Baldridge & Moran 2001). En effet, les différentes espéces de carabes évitaient les
interférences entre espéces de taille contrastée par des changements dans leurs pics
d’activité nycthémérale, permettant ainsi le maintien d'une communauté diversifiée.
Les patrons de différentiation dans les cycles journaliers que nous avons observés,
présentés dans le chapitre 3, concordent parfaitement avec les observations de
Baldridge & Moran. D’autres études antérieures ont pointé aussi le potentiel du
comportement a moduler des changements dans I'exploitation de la ressource et par
conséquent générer des cascades trophiques au sein des réseaux d’arthropodes en
milieu agricole (Beckerman et al. 1997). Cependant, et malgré un relativement grand
nombre d’études sur les ajustements comportementales entre espéces en sympatrie
chez les insectes, les effets sur la coexistence entre espéces au sein de la
communauté ont rarement été évalués (mais voir les travaux sur les parasitoides
hyménopteres: Ndoutoume-Ndong et al. 2006; Bertossa et al. 2013). || semble donc
intéressant en perspective d’essayer de combler le vide dans la littérature en ce qui
concerne le réle du comportement et de la plasticité comportementale dans la
structuration des communautés de carabes. Des observations par vidéo-caméra pour
filmer la prédation des pucerons en conditions naturelles, que nous avons initiées,
suggérent qu’il y a trés peu de variabilité dans le pic d’activité journaliére chez
'espéce de carabe dominante au moment des observations, Pterostichus melanarius.

Il serait intéressant de développer ce genre d’approches pour déterminer si cette
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structuration de I'activité nycthémérale chez les carabes est reliée a la présence et
aux interactions avec les autres espéces de la communauté.

Jusqu’a maintenant, nous avons discuté essentiellement du rble des interactions entre
espéces ou entre individus pour expliquer le degré (ou I'absence) de spécialisation
alimentaire chez les carabes, et les effets potentiels sur l'organisation de leurs
communautés. Cependant, d’autres mécanismes généraux, plus intrinséques,
peuvent déterminer la variabilité des niches trophiques chez les carabes. Il peut étre
intéressant d’évaluer par exemple le degré de conservation de niche chez les carabes
pour éclaircir le réle des contraintes phylogénétiques et évolutives dans le degré de
spécialisation trophique (Losos 2008). En effet, les véritables spécialistes au sein des
communautés de carabes des zones arables sont rares alors que des spécialisations
alimentaires au sein de la famille des Carabidae ont déja été démontrées (Bauer
1979, 1986; Nagel 1979). L’histoire phylogénétique des carabes n’a jamais été
incorporée dans I'étude des traits liés a I'alimentation alors que des études suggérent
des fortes contraintes phylogénétiques en ce qui concerne la variabilité de la taille
chez les carabes, par exemple (Ulrich 2007). La taille est souvent utilisée comme un
proxy du régime alimentaire ou de la compétitivité (Brandl & Top 1985; Erikstad et al.
1989) chez les carabes. Il est donc possible d’envisager que la phylogénie soit un
facteur déterminant le degré de spécialisation (ou de généralisme) alimentaire chez
les carabes. Cela est déja partiellement observé chez certaines espéces communes
des paysages agricoles comme les spécialistes des Collemboles par exemple, méme
si le degré de spécialisation chez ces espéces n’est pas complétement déterminé.
Une limite éventuelle a ce type d’approches peut étre I'absence de phylogénie
cohérente a I'échelle des communautés de carabes. Les Carabidae sont un groupe
trés étudié taxonomiquement mais il existe actuellement beaucoup d’incohérences sur
le statut de certaines sous-familles, genres ou espéces, avec la majorité des espéces
communes de nos paysages agricoles, possédant souvent plusieurs dizaines de
synonymes avec des noms de genres différents (www.carabidae.org). Le
développement rapide de techniques moléculaires peu onéreuses comme le RAD
sequencing par exemple, ouvre des perspectives intéressantes pour linférence de
phylogénies robustes a partir de génomes entiers (Puritz et al. 2012; Rubin et al.
2012). Dans ce contexte, intégrer I'approche phylogénétique pour étudier les traits de
vie a I'échelle des communautés peut constituer une démarche prometteuse et les
informations phylogénétiques peuvent fournir un outil intéressant pour inférer
rapidement le potentiel régulateur d’'une espéce ou d’'une communauté.

Un autre facteur, lié a I'histoire évolutive des carabes et susceptible d’expliquer la

variabilité dans leur régime alimentaire au sein des zones arables, c’est le paysage
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agricole en lui-méme. En effet, il est possible d’envisager que de par leur régime de
perturbation, les systémes agricoles de production intensive exercent de fortes
pressions de sélection sur les organismes qui en sont inféodés. Il est possible
d’envisager aussi que ces paysages sélectionnent essentiellement des espéces
généralistes (plastiques) pour leurs traits de vie. Par exemple, il est frappant de
constater a quel point la composition de la communauté de carabes semble similaire
entre zones agricoles a travers I'Europe quand on compare les listes d’espéces a
partir de la littérature. Pour vérifier cette hypothése, il serait intéressant de tester si la
plasticité des traits d’histoire de vie est une observation récurrente chez plusieurs
organismes inféodés aux paysages agricoles ou entre des systemes de production
avec des régimes de perturbation contrastés (comme par exemple I'agriculture
biologique vs I'agriculture conventionnelle). Dans le contexte de [intensification
écologique de l'agriculture, de plus en plus d’études s’intéressent aux effets des
pratiques sur les assemblages d’auxiliaires (Purtauf et al. 2005; Clough et al. 2007).
Plusieurs travaux ont déja comparé la composition et 'abondance des communautés
de carabes entre parcelles d’agriculture biologique et d’agriculture conventionnelle, et
méme si la richesse ou I'abondance globale semblent peu varier, la composition des
communautés est differente (Rusch et al. 2013; Schréter & Irmler 2013). Par exemple,
dans I'étude Purtauf et al. (2005) les espéces de carabes les plus abondantes dans
les parcelles biologiques étaient essentiellement des espéces avec des exigences
alimentaires plus spécifiques comme les espéces de grande taille du genre Carabus
(réputées heliciphages) ou des espéces phytophages du genre Amara. Tandis que
dans les parcelles conventionnelles les espéces de carabes les plus abondantes
étaient essentiellement des espéces de petite taille, réputées spécialistes des
Collemboles (Loricera pilicornis, Asaphidion flavipes, Notiophilus biguttatus). Ces
observations suggérent qu’'une sélection en relation avec le degré de généralisme
trophique s’opére dans les paysages agricoles. Identifier avec précision les facteurs
déterminant la spécialisation alimentaire chez les carabes peut constituer un levier
d’action intéressant pour la manipulation de la composition des communautés afin
d’optimiser la régulation de ravageurs-cibles. Cela amene a la conclusion qu’une
approche plus fonctionnelle est nécessaire pour I'évaluation de la diversité et de sa
contribution aux services éco-systémiques. En effet, le probleme des unités
cohérentes fonctionnellement et facilement manipulables par les gestionnaires en
général se pose (Bengtsson 1998). Les traits liés a l'alimentation en particulier
peuvent étre trés labiles et difficiles a mesurer. Et méme s'il a été démontré que
certains traits morphologiques comme la forme des mandibules étaient corrélés au

type d’alimentation (Ingerson-Mahar 2002), il semble difficile de relier avec précision
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ces traits morphologiques au régime alimentaire ou au degré de généralisme chez les
carabes. Dans ce contexte, la méthode des isotopes stables présente un certain
intérét puisqu’elle peut fournir un outil rapidement appropriable qui permet de
« classer » les espéces selon leur stratégie alimentaire.

Enfin, on pourrait émettre aussi I'hypothése que les paysages agricoles ont déja
sélectionné les communautés de carabes les plus performantes et qu’il y a peu de
chances que des espéces avec des traits de vie alternatifs améliorent
substantiellement les services rendus. Cependant, il a été montré que le généralisme
trophique chez les carabes peut conduire a une diminution de l'efficacité du contréle
biologique par le biais de mécanismes comme la prédation intra-guilde (Frank et al.
2010) ou la disponibilité de ressources alternatives (Madsen et al. 2004; Prasad &
Snyder 2006). Cela suggére que méme si les espéces les plus performantes
dominent les paysages agricoles actuellement, il existe une marge substantielle pour
optimiser [lefficacité du contrble biologique. Il est possible d’imaginer qu’une
communauté composée d'espéces fonctionnellement plus diversifiées et
complémentaires de par leur spécialisation trophique, fournirait un service de
régulation plus efficace. Malgré cela, l'efficacité du contréle naturel en agriculture
biologigue reste un sujet controversé (Wingvist et al. 2011; Caballero-Lopez et al.
2012; Kremen & Miles 2012). Cela peut s’expliquer par le fait que la conversion en
agriculture biologique est encore récente, et que les changements dans le régime de
perturbation n’‘ont pas encore laissé le temps a la stabilisation des propriétés
émergentes des communautés d’auxiliaires. Il serait intéressant de vérifier cette
hypothése en comparant I'étendue de phénoménes comme la prédation intra-guilde
ou évaluer directement la prédation des ravageurs au sein des communautés de
carabes entre des systémes de production contrastés.

D’autres facteurs peuvent influencer la plasticité trophique chez carabes. Des études
récentes ont démontré que les bactéries symbiotiques intestinales pouvaient jouer un
réle dans le spectre alimentaire chez les carabes (Lundgren & Lehman 2010). En
effet, la présence de la bactérie Enterococcus faecalis chez le carabe nord-américain
Harpalus pensylvanicus, a été reliée a sa capacité a consommer des graines. La
granivorie, et la phytophagie en général est un phénomene assez intéressant dans la
famille des Carabidae. Il a évolué indépendamment dans deux tribus de deux sous-
familles de carabes inféodées aux espaces agricoles, la tribu des Zabrini (sous-famille
Pterostichinae) et la tribu des Harpalini (sous-famille Harpalinae) (Kotze et al. 2011).
Et méme si les relations phylogénétiques entre ces deux tribus ne sont pas

completement élucidées (Tree of life web project, www.tolweb.org), on observe une

forte convergence de la morphologie générale entre les espéces des deux tribus. Le
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complexe des Harpalinae (qui pourrait inclure les Pterostichinae mais les données

différent selon les sources, voir www.carabidae.org et www.tolweb.org) est parmi les
plus diversifies des Carabidae, il est possible d’envisager que la phytophagie est
apparue comme une stratégie évolutive avantageuse en lien avec une radiation
adaptative qui semble s’étre mise en place dans ce groupe. Ce qui est intéressant
c’est que de nombreuses espéces de carabes méme en dehors de ces deux groupes
sont capables de consommer de plantes, tandis que les membres des tribus Zabrini et
Harpalini semblent dépendre des plantes pour achever leur cycle de développement
mais peuvent consommer des proies animales et le régime mixte améliore
considérablement leur fithess (Harka & JaroSik 2003). Cela suggére que la
phytophagie ne semble pas complétement déterminée par la phylogénie des espéces.
Il a été souvent spéculé dans la littérature que les carabes pouvaient contribuer de
facon significative au contrdle des plantes adventices dans les champs agricoles
(Tooley & Brust 2002; Bohan et al. 2011). Nous avons démontré que certaines
espéces de carabes sont aussi susceptibles de consommer des plantes cultivées,
particulierement le colza. Cependant, la phytophagie et les facteurs qui déterminent le
régime phytophage/granivore chez les carabes ont rarement été investigués.
Quelques études en laboratoire montrent que pour des espéces phytophages, le
choix alimentaire peut dépendre de I'affiliation taxonomique du carabe ou de la plante
(Honek et al. 2007) mais il n’est pas trés clair s’il s’agit de contraintes morphologiques
(taille des mandibules par exemple) ou de la capacité de choisir des graines avec des
gualités nutritives particuliéres. Il semble que le choix des graines consommées chez
les carabes phytophages ne se fait pas au hasard (Honek et al. 2007, 2011; Brooks et

al. 2012) mais il parait difficile d’en inférer les mécanismes généraux.
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Les carabes et le colza

Les quelques études qui se sont intéressées a la relation entre la culture de colza et les
coléopteres carabiques ont surtout investigué le potentiel régulateur de ces derniers sur
des nuisibles comme le méligéthe du colza (Meligethes aeneus) ou le charancon de la
tige du colza (Ceutorhynchus napi). Cependant, il s’agit essentiellement d’approches
corrélatives et il n'y a jamais eu une évaluation directe de la consommation de ces
ravageurs par les carabes en conditions naturelles (Blchi 2002; Zaller et al. 2009). De
plus, des éstimations en laboratoire de la consommation des oeufs du ravageur
Psylliodes chrysocephala (L.) (Coleoptera: Chrysomelidae) indiquent que seulement une
des espéces (Trechus quadristriatus) parmi les carabes positivement corrélés avec les
abondances de ce ravageur, était capable d’en consommer les ceufs (Warner et al. 2000).
Cela suggeére que la relation entre co-occurrence spatiale et régime alimentaire chez les
carabes n’est pas simple et qu’un couplage de plusieurs approches est nécessaire pour
vérifier ce que les carabes consomment vériatblement dans les parcelles de colza. Les
difficultés de démontrer un véritable contréle des ravageurs du colza par les carabes
laissent ainsi des doutes sur les facteurs détérminant leurs fortes abondances dans cette
culture. Cela suggére aussi I'importance de connaitre avec précision les liens trophiques
au sein des communautés d’auxiliaires et de ce point de vue, I'importance grandissante
des techniques moléculaires car lidentification de la matiere végétale digérée par les
méthodes classiques est quasi-impossible. D’'un point de vue appliqué, évaluer le degré
de consommation du colza par les carabes ainsi que I'impact réel que cela peut avoir sur
les rendements ou sur le potentiel régulateur des carabes se dessine comme une

problématique tres stratégique.

Le réle des communautés de bactéries intestinales facultatives peut étre un
mécanisme qui expliquerait assez bien la variabilité et la plasticité du comportement
phytophage parmi les carabes. L’'implication des micro-organismes symbiotiques dans
la nutrition (Douglas 1998; Nikoh et al. 2011) ou I'exploitation des plantes comme
ressource principale (Akman Ginduz & Douglas 2009; Anand et al. 2010) est déja
bien décrite chez de nombreux groupes d’arthropodes mais trés peu dans le cas des
carabes. Pourtant cela semble un domaine de recherche trés prometteur et de plus en
plus de découvertes nous dévoilent le réle insoupconné des communautés
bactériennes symbiotiques dans I'écologie et I'évolution des insectes (Feldhaar 2011,

Engel & Moran 2013). Il serait donc intéressant d’explorer la relation entre la niche
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trophique des carabes et la présence ou la composition de communautés
bactériennes particuliéres. D’'un point de vue appliqué, si on est capable d'utiliser les
bactéries pour prédire le régime alimentaire ou le degré de spécialisation trophique
chez des especes de carabes, on pourrait manipuler leurs communautés dans le but
d’améliorer la régulation des plantes adventices. En effet, une détection simple par la
méthode de PCR diagnostique de la présence (PCR positive) ou de I'absence (PCR
négative) d’une bactérie-sentinelle, peut étre une démarche rapide et accessible pour
détecter la présence d’espéces d’intérét agronomique. Ensuite, et si la relation entre
présence de bactérie et régime alimentaire se releve aussi directe et robuste, |l
pourrait étre possible de manipuler les communautés d’auxiliaires par I'inoculation
volontaire avec des bactéries permettant la consommation et la digestion de graines
d’adventices. Des stratégies similaires ont été déja utilisées avec succes chez les
abeilles domestiques pour améliorer leur résistance aux pathogénes (Crotty et al.
2013).

Au-dela des aspects appliqués, I'étude des communautés symbiotiques peut éclairer
substantiellement certains aspects de I'évolution des espéces ou de I'organisation de
leurs communautés. Par exemple, l'on sait déja que les microorganismes peuvent
moduler la communication et le choix de partenaire sexuel chez Drosophila
melanogaster conduisant a la divergence entre lignées et a terme, a la spéciation
(Sharon et al. 2010) tandis que dautres études démontrent I'importance des
communautés de micro-organismes en tant que médiateurs des interactions entre
espéces avec un impact sur la composition ou les propriétés de la communauté
(Ferrari & Vavre 2011; Frago et al. 2012).

Explorer ces questions offre ainsi des perspectives intéressantes et scientifiquement
novatrices pour I'étude des communautés d’auxiliaires et des services qu’elles
fournissent en milieu agricole. De plus, grace aux progrés rapides des méthodes
moléculaires, on peut combiner les approches développées en métagénomique
fonctionnelle pour aller au-dela de la simple description de la diversité bactérienne.
Ces approches permettent maintenant d’explorer les fonctions bactériennes par le
séquengage simultané des produits d’expression de plusieurs génes. L’analyse de
ces profils d’expression permet d’évaluer et méme de quantifier, en temps réel, la
contribution de chaque symbiote au métabolisme de l'individu (Liu et al. 2012; Yelton
et al. 2013).

En conclusion, les déterminismes du partitionnement trophique, temporel et spatial de
niche, que nous observons entre les carabes dans nos paysages agricoles semblent
complexes. Cette complexité ouvre de nombreux défis de recherche mais également

des perspectives excitantes pour les années a venir.
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Scavenging

Le phénoméne de saprophagie facultative (scavenging) est une stratégie alimentaire
omniprésente et phylogénétiguement répandue dans le monde animal (Wilson &
Wolkovich 2011). Cela s’explique par le fait que ce comportement alimentaire permet
d’'accéder a une ressource de bonne qualité sans dépenser de I'’énergie pour la chasser
ou tuer. Malgré cela, le phénomene de scavenging est sous-estimé par 16 fois dans la
littérature en écologie trophique (Wilson & Wolkovich 2011). Cela s’explique par les
difficultés considérables des méthodes classiques a distinguer entre la consommation de
proies vivantes et de proies mortes (Foltan et al. 2005; Juen & Traugott 2005).

Le saprophagie facultative semble un phénoméne répandu aussi chez les carabes
(Foltan et al. 2005; von Berg et al. 2012) et il est donc possible d’envisager que le
comportement de scavenging contribue significativement au régime généraliste de ce
groupe. En contrepartie, il n’est pas trés clair a ’heure actuelle dans quelle proportion le
scavenging intervient dans les interactions entre especes de carabes et dans quelle
mesure il impacte I'organisation de leurs communautés.

Une étude récente offre des perspectives intéressantes: Wilson et al. (2010) ont
démontré qu’il était possible de distinguer par les variations du pH du muscle thoracique
chez les insectes, si 'individu était mort naturellement (dge ou maladie) ou s'il était mort
suite a une prédation qui crée un état de stress physiologique dans les tissus, détectable
via le pH. Il semble difficile de prédire si cette méthode est applicable aux proies digérées
dans les contenus stomacaux des carabes mais au vu des applications potentielles, elle

meériterait d’y consacrer de I'attention.

2.2) Méthodologie

Dans cette thése, nous avons utilisé une palette d’outils trés complémentaires mais
qui séparément peuvent présenter certains biais. De par les hombreuses mises au
point que nous avons développées dans le cadre de cette these, les biais et les
conséquences qu’elles impliquent pour linterprétation des résultats ont été déja
discutés en détail au sein des chapitres. Toutefois, nous allons synthétiser ici

guelques points essentiels.
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2.2.1) Analyse des isotopes stables

La méthode des isotopes stables offre une vision intégrative de I'écologie trophique
d’un organisme et présente un outil rapide et facilement appropriable pour étudier les
relations trophiques en conditions naturelles avec un minimum de perturbation du
systeme d’étude. Cependant, il semble que chez les carabes et méme chez les
insectes en général, de par leur métabolisme particulier, 'on ne dispose pas de
véritable tissu “archive” intégrant I'histoire trophique de l'individu a plus long terme.
Des insectes aussi mobiles et voraces que les carabes possedent un taux de
métabolisme trés élevé qui doit entrainer un renouvélement rapide de leurs tissus. Par
exemple, des études au laboratoire sur la dynamique d’enrichissement en azote lourd
chez deux espéces de carabes de taille moyenne, Pterostichus oblongopunctatus et
Platynus assimilis, montrent que lorsqu’ils étaient nourris avec une proie enrichie de
6.4 %o par rapport a leur signature isotopique en azote, ils étaient capables d’atteindre
et dépasser le niveau d’enrichissement de la proie en seulement dix jours, et cela
dans les deux types de tissus testés (muscle et gonades) (Makarov et al. données
non publiées). Des résultats similaires ont été obtenus pour les signatures isotopiques
du carbone chez deux espéces de coccinelles, Harmonia axyridis et Coccinella
septempunctata, nourries avec deux sources de carbone, carbone en C3 ou carbone
en C4 (Gratton & Forbes 2006), suggérant qu’il s’agit d'un phénomene assez général.
Compte tenu du degré important de généralisme chez les carabes et comme il semble
gu’ils consomment essentiellement les proies selon leur abondance, cela peut créer
des difficultés pour inférer les niveaux trophiques des espéces. Pour cela, il serait plus
prudent d’interpréter les informations isotopiques surtout en termes de différences
trophiques, relatives entre espéces.

Un deuxieme point important concernant les isotopes pouvant conduire a des
mésinterprétations des données, concerne l'effet du jeline. On sait maintenant que
lorsqu’un organisme subit un stress nutritionnel soit par I'appauvrissement en
éléments essentiels dans le régime alimentaire soit par un jeQne prolongé, un
enrichissement de sa signature en azote est observé (Voigt & Matt 2004; Saggers &
Goggin 2007). L'une des explications le plus souvent avancées est que ces
organismes recyclent 'azote a partir de la catalyse de leurs propres tissus. Il est
probable que dans les champs agricoles, souvent appauvris en proies disponibles, les
carabes subissent souvent un régime sous-optimal, avec les petites especes plus
enclines a I'enrichissement en azote compte tenu du turn-over métabolique plus élevé

chez les organismes de petite taille. Ainsi, les différences de niveau trophique
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observées entre espéces peuvent étre interprétées comme des différences de régime
alimentaire sans que cela soit véritablement le cas.

Pour pallier a ces difficultés, il est nécessaire de disposer d’échantillons de taille
adéquate et c’est vraisemblablement le point le plus critiquable dans notre travail. En
effet, pour la majorité des espéces nous n’avons analysé que deux individus par
espéce et par type de culture. Avec deux individus il semble difficile d’intégrer les
variations dues a la fois a la biologie des espéces et aux erreurs de mesures des
signatures isotopiques. Cependant, le nombre d’individus analysés dans notre cas
était un compromis entre la date et le nombre d’espéces a analyser. Notre objectif
était surtout de comparer les positions trophiques de 'ensemble de la communauté au
méme moment. Or, la forme de distribution des coléoptéres carabiques est telle que
les abondances de la majorité des espéces sont tres faibles, il parait donc difficile de
collecter plus d’individus a la méme date. Il serait intéressant dans ce cas d’optimiser
les captures dans plusieurs parcelles a la fois, pour avoir une vision plus générale des

positions trophiques entre espéces de carabes au sein de la communauté.

2.2.2) Métabarcoding et séquengage haut-débit

Nous avons beaucoup parlé dans cette thése des avantages et des difficultés liés aux
méthodes de métabarcoding. Ici, nous allons résumer les deux aspects qui posent le
plus de difficultés actuellement, et qui freinent encore la généralisation des méthodes

moléculaires haut-débit: les amorces universelles et les bases de références.

1) Les amorces universelles

D’aprés nos résultats et d’aprés la littérature sur le sujet en général, la conclusion est
que le principe d’universalité semble difficilement applicable en pratique. D’une part, il
n’existe pas d’outils appropriés a la portée de tout le monde, pour la manipulation d’un
tres grand nombre de séquences simultanément a la recherche de régions
conservées (mais voir Riaz et al. 2011). D’autre part, la sous-représentation ou
'absence de séquences de référence dans les bases publiques, pour certains
groupes taxinomigues nous empéche de les prendre en considération dans le design
des amorces. De plus, parfois méme de faibles discordances de l'ordre de 2 ou 3
nucléotides entre amorces et séquence-cible, suffisent pour diminuer [efficacité

d’amplification de certains taxa et biaiser leur représentativité dans I'échantillon. La
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réflexion et la conception d’amorces universelles efficaces constituent actuellement le
plus grand défi dans le cadre du barcoding environnemental. Diverses propositions
ont émergé dans la littérature comme par exemple la hiérarchisation de plusieurs
paires d’amorces groupes-spécifiques plus ou moins universelles (Deagle et al. 2009)
ou encore le multiplexage de plusieurs paires d’amorces spécifiques (Wallinger et al.
2012). Cette derniere possibilité nécessite toutefois une longue mise au point pour
ajuster les conditions PCR de toutes les paires pour éviter aussi un biais dans leur
efficacité.

L’ADN environnemental peut étre aussi trés dégradé, il est donc recommandé de
viser de fragments de petite taille puisqu’il existe une corrélation négative entre le
temps post-digestion, la détectabilité de 'ADN et la longueur des fragments d’ADN
détectables (Greenstone et al. in press). Néanmoins, plus la longueur de la séquence
visée est réduite, moins la résolution dans lidentification des différents groupes
taxonomiques est bonne a cause d’'une baisse du polymorphisme nucléotidique
interspécifique. Avec un taux moyen de substitution de 2% par nucléotide et par
million d’années dans le génome mitochondrial (Brown et al. 1979), on obtient une
différence de 12 nucléotides par million d’années pour une séquence de 600pb, et
seulement 2 nucléotides pour une séquence de 100pb. Cibler des fragments d’aussi
petite taille en barcoding peut considérablement limiter le polymorphisme entre
espéces et ainsi notre capacité a acquérir des données précises en termes de
biodiversité. Lorsque I'on applique les technologies NGS pour décrire la biodiversité
d’un écosystéme (Yoccoz et al. 2012) ou reconstituer la paléo-diversité a partir de
'ADN fossile, la taille des fragments d’ADN ciblés est effectivement la premiere
contrainte car dans ces types d’échantillons 'ADN est sous forme de traces et
souvent fortement dégradé par les effets des UV et de I'humidité (Willerslev et al.
2004). Cependant, dans le contexte de I'écologie trophique, cette contrainte semble
moindre car dans les contenus stomacaux (ou dans des féces fraichement collectés)
la seule source de dégradation pour I'ADN, sont les enzymes digestives. Ainsi, non
seulement 'ADN est beaucoup moins dégradé comparé a 'ADN du sol ou fossile
mais il est aussi plus concentré. Des études ont démontré par exemple que I'on
pouvait détecter avec un succes de 50% environ, des fragments de plus de 800pb
dans le contenu stomacal du carabe Poecilus cupreus (Zaidi et al. 1999). En
conclusion, il est envisageable de considérer que la taille des barcodes utilisés pour
étudier le régime alimentaire par séquencage haut-débit puisse facilement dépasser
la taille des fragments que I'on utilise actuellement y compris dans le cadre de cette
thése, sans biaiser les résultats. D’apres la littérature, la taille moyenne des fragments

ciblés par PCR diagnostique est de 250pb.
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Une perspective encourageante qui se dessine a ce sujet, est le développement de
technologies de séquencgage qui n’exigent plus I'amplification préalable de I'ADN (voir
la nouvelle technologie PacBio RS Il SMRT développée par la compagnie Pacific

Biosciences, http://www.pacificbiosciences.com/). Dans ce contexte, il semble

stratégique et pertinent de s’orienter vers l'appropriation rapide de ces nouveaux
outils plutét que de consacrer du temps et de I'énergie au développement d’amorces
PCR.

2) Les bases de référence

Comme mentionné précédemment, 'approche métabarcoding nécessite une base de
séquences de référence correspondant a des spécimens identifiés au niveau
spécifigue par des spécialistes (Taberlet et al. 2012c). Cependant, la construction
d’une telle base de référence avec la fiabilité requise est souvent hors la portée de la
plupart des écologistes. Nous en sommes I'exemple typique puisque dans le cadre de
cette thése seulement 30% des spécimens d’invertébrés séquencés pour la base de
référence locale ont pu étre identifiés a I'espéce. Non seulement lidentification
taxonomique peut étre laborieuse mais pour certains groupes d’organismes nous ne
disposons pas de taxonomistes du tout. Malgré cela, la production de séquences de
référence et I'enrichissement des bases publiques reste incontournable a I'heure
actuelle. Il est donc impératif de trouver des solutions efficaces et applicables a large
échelle pour la description taxonomique de la biodiversité. Dans ce contexte, il est
intéressant de mentionner que des botanistes de la Smithsonian Institution en
collaboration avec des ingénieurs de l'université de Columbia, USA ont récemment
développé un algorithme permettant I'identification des espéces d’arbres a partir de la
forme de leurs feuilles. Le principe repose sur I'analyse d’'une simple photo de feuille,
la forme de laquelle est comparée avec les formes de feuilles disponibles dans la
base de référence de la Smithsonian Institution. Le principe rappelle beaucoup celui
du BLAST car une liste d’espéces potentielles est proposée avec des scores selon la
qualité de photo ou I'état de la feuille. Le développement de I'algorithme et de la base
de références ont nécessité plus de sept ans de recherches mais le succes a été
immédiat et l'implémentation sous la forme d'une application iPhone gratuite
(leafsnap.com) aujourd’hui facilite non seulement [lidentification pour les non
spécialistes mais ouvre les potentiel pour des études de la biodiversité a une tres
large échelle puisque tous les utilisateurs de I'application a travers les Etats Unis
peuvent cartographier la position de chaque especes identifiée. Bien sdr ce projet a

été possible grace a la base de référence bien décrite de la Smithsonian Institution.
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Cela signifie qu’il n’est possible en aucun cas de s’affranchir a la description
taxonomique préalable des espéces. Dans ce contexte, investir du temps et des fonds
dans la formation et I'expertise taxonomique peut étre une stratégie trés porteuse et

stratégique au vu des besoins croissants, et des multiples applications potentielles.

2.2.3) Approches expérimentales pour étudier les interactions entre

especes

L’approche expérimentale en écologie permet de tester des hypothéses trés précises
tout en contrélant les parametres du systéme d’étude. Elle présente donc de
nombreux avantages et elle peut étre combinée de facon trés complémentaire avec
d’autres approches plus directes. Cependant, les études de laboratoire imposent un
environnement expérimental plus artificiel qui ne reflete pas forcément les
conditionnes naturelles ni leur complexité. Cette simplification de I'environnement peut
ainsi altérer le comportement des organismes manipulés et entraver les
interprétations des résultats. Par exemple, il est connu dans le cas des carabes qu'ils
peuvent manifester des comportements de thigmotactisme (phénoméne
comportemental de contact prolongé avec le substrat qui peut traduire un
comportement d’anxiété chez certains organismes), ce qui les rend particuliéerement
difficiles a manipuler en conditions de laboratoire. Il semble qu'un phénoméne
similaire est observé dans nos résultats de I'étude expérimentale des comportements
de Bembidion quadrimaculatum et Phyla obtusa, présentés dans le chapitre 3 puisque
on observe des interférences entre individus de la méme espéce au sein des boites
de Pétri. Recréer des environnements expérimentaux reflétant la complexité des
conditions naturelles, au laboratoire, nécessite énormément d’investissement et une
trés bonne connaissance a priori du modéle d’étude. Adopter cette approche pour
étudier les interactions entre espéces a l'échelle de la communauté parait
déraisonnable. Par contre, les outils de vidéo-monitoring peuvent fournir un bon
moyen pour réaliser des expériences en conditions naturelles. En effet, I'installation
d’'une vidéo-caméra sur le terrain permet d’adopter exactement la méme démarche
gu’au laboratoire en se basant sur les choix alimentaires ou les interactions naturelles
des espéces sur place. Toutefois, lorsque lI'on est confronté aux abondances
naturelles des organismes, la probabilité que les phénomenes que I'on souhaite
observer se passent dans le champ visuel de la caméra est plus faible. Une solution

trés intéressante a été proposée par Bretman et al. (2011) qui ont quadrillé une
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parcelle entiére avec des vidéo-cameéras, reliées a un enregistreur. Les auteurs ont
réussi a filmer ainsi les choix de partenaire sexuel chez grillon champétre (Gryllus
campestris), a I'échelle de la population. Les progrés technologiques actuels
notamment en termes de miniaturisation ou d’autonomie permettent I'adaptation de
matériel d’enregistrement vidéo directement sur le terrain et a un prix relativement
accessible. Cela offre des perspectives intéressantes pour étudier les communautés
d’'organismes de petite taille et de comportement cryptique en temps réel et en
conditions naturelles.

En conclusion, nous n’avons présenté ici que quelques-uns parmi de nombreux
exemples des perspectives méthodologiques qui s’ouvrent pour I'étude et la
compréhensionde la biodiversité. Et méme si « dompter » les technologies en
émergence pour les mettre au service de nos questions de recherche reste encore
long et laborieux, les résultats obtenus dans le cadre de cette these semblent a la
hauteur des attentes. Grace a une riche palette d’outils et de nouvelles technologies,

la recherche sur le vivant n’a jamais été aussi pluridisciplinaire qu’aujourd’hui.
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3) Conclusion générale

A linterface entre enjeux sociétaux et science fondamentale, les agro-écosystémes
occupent aujourd’hui une place stratégique. Ce travail de thése vise une meilleure
comprehension des processus a l'origine de la biodiversité au sein des communautés
d’auxiliaires et le service de contréle biologique qu’elles délivrent. Grace a I'utilisation
d’outils de pointe et a la combinaison d’observations a plusieurs échelles, nos travaux
contribuent activement a I'élaboration d’'une science prédictive pour le développement

d’'une agriculture productive et durable.
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ANNEXE 1: Analyse des dynamiques spatio-temporelles des populations de

carabes dans un paysage agricole breton

Nous avons analysé ici les données des suivis de populations de carabes, réalisés
dans le cadre du projet ANR “Landscaphid”, au sein de la zone-atelier “Armorique”,
llle-et-Vilaine. Le jeu de données couvre deux années d’échantillonnages, réalisés
dans vingt-cinq parcelles de grandes cultures. Notre but a été de rechercher des
patrons de différentiation de niche au sein des communautés de carabes a une
échelle spatio-temporelle plus large (e.g. la parcelle et la date d’échantillonnage).
Pour cela nous avons comparé le degré de différentiation observé entre les especes
présentes dans notre zone détude et le degré de différentiation au sein de
communautés générées aléatoirement. Ce travail apporte des éléments intéressants
pour répondre a notre deuxiéme objectif de thése, qui s'intéresse aux mécanismes de
coexistence entre espéces et aux applications potentielles que I'on peut tirer pour
I'optimisation des services rendus.

Les détails des protocoles ainsi que les résultats sont présentés sous forme d’un

manuscrit d’article ci-dessous.
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Abstract

Understanding forces driving patterns of coexistence in natural assemblages is a
central question in community ecology. Indeed, identify mechanisms structuring
species interactions could provide valuable tool for the conservation and management
of biodiversity. In agricultural areas, carabid beetles form a rich and abundant
community with a high potential for the natural regulation of pests. However, factors
operating their diversity in apparently homogenous agro-ecosystems are not
completely elucidated. We investigated possible niche partitioning in carabid beetles
communities by analyzing spatio-temporal dynamics in a common arable landscape.
We observed significant degree of niche partitioning among carabid species present in
our study area, compared to randomly generated assemblages. Our results suggest
that the homogeneity of agricultural landscapes is only apparent and that the dynamic
and heterogeneous mosaic of habitats allows persistence of functionally diversified
carabid communities. These findings point out the importance of ago-ecosystems as
drivers of biodiversity and the aspiring contribution of functional diversity for the

provisioning of ecosystem services as biological control.
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Introduction

The relative influence of niche differentiation and dispersal on community assemblage
is an old debate in community ecology. This question has been especially popularized
by the work of McArthur. On one hand, his classical theory of island biogeography
assigned to dispersal a major role in the local assemblage of species (MacArthur &
Wilson 1967). On the other hand, his seminal work on American warblers advocated
the major role of niche differentiation in promoting the local coexistence of species
(MacArthur 1958). This old debate has been recently revitalized notably by the major
contributions of Hubbell (Hubbell 1997, 2001) and Tilman (2004) and is currently a
very active field of research.

Agricultural areas received significant attention by community ecologists these recent
years. Beyond concerns about long-term food security and ecosystem services
natural communities might provide in agro-ecosystems (meadows productivity,
pollination, regulation of pests, maintenance of nutrients cycles) (Zhang et al. 2007),
interest for agro-ecosystems arose from the complex and diversified communities they
harbor (Macfadyen et al. 2009; Pocock et al. 2012). Earlier advancements in
community ecology have focused chiefly on natural ecosystems, especially tropical
rainforests (Simberloff & Wilson 1969; Jabot & Chave 2011). Meanwhile, the
development of agroecology and the necessity for a better understanding of
agricultural biodiversity and services it provides have rendered agricultural areas a
perfect playing field to address fundamental ecological questions. Indeed, managed
agroecosystems with their moderate levels of biodiversity could be seen as relatively
simple model systems for large-scale studies in community ecology.

Carabid beetles are among the most diversified groups of organisms encountered in
temperate agricultural ecosystems (Melnychuk et al. 2003; Gobbi & Fontaneto 2008).
In a typical European arable landscape, one may find more than 400 species (Allen
1979). Nearly 100 species are regularly sampled in agricultural fields in the restricted
area of the LTER site “Zone Atelier Armorique”, Brittany, France. This large diversity
remains puzzling considering the strong homogeneity of crop fields that suggests a
relatively low numbers of available distinct niches. One possible explanation could be
that habitat instability resulting from agricultural practices results in ecosystem being
highly unsaturated and species experiencing frequent events of colonization and
extinction (Elzinga et al. 2007; Rauch & Weisser 2007). Such instable dynamics could
relax competition between species and hence promote their coexistence by

suppressing the exclusion of poor competitors. Community assemblages of carabid
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beetles in agricultural fields would be, as a consequence, mostly driven by more or
less random dispersal.

However, carabid beetles are generally viewed as possessing poor dispersal capacity
(Petit & Burel 1998). In addition, the taxonomic homogeneity of carabid beetles hides
a wide phenotypic diversity (Holland 2002). Their trophic regime ranges from
exclusively phytophagous or granivorous to specialist or generalist carnivorous
including omnivorous species able to feed on a wide variety of resources (Larochelle
1990; Holland 2002). A large variation in size is also observed with species size
ranging between an average of 2.5mm and 40mm in the area under study (Roger et
al. 2012). Species also exhibit large variation in dispersal ability and lifecycles (Thiele
1977; den Boer et al. 1980; den Boer &den Boer-Daanje 1990). Some species are
wingless when the others are winged or even polymorphic. Some species are autumn-
breeders, spring-breeders or both that generally results in overwintering at different
stages. Possibilities of niche-differentiation are accordingly important. Consequently,
the number of species actually coexisting in the same place and at the same time and
exploiting the same pool of resources could be much more reduced than it seems at
first glance. In this work, we aimed at assessing whether and in what extent carabid
communities exploiting agricultural fields actually exhibit patterns of random
assemblage or, conversely, whether they exhibit patterns of spatial, temporal and
trophic differentiation. To this purpose, we compared the observed degree of niche
overlapping to the one expected by random assemblage in a community of carabids
monitored in a large sample of fields in a typical agricultural landscape of Western

France.

Material and Methods

Sampling protocol

The sampling LTER area ‘ZA Armorique’, situated in the south of the Mont St-Michel
Bay, Brittany, France (48° 36' N, 1° 32' W) is a typical western European agricultural
landscape. This study area is characterized by a gradient of agricultural intensification
from the South to the North of the area (fig. 1). The southern part is characterized by a
denser hedgerows network (160m/ha vs 70m/ha in the North) and by a higher
proportion of pastures and of semi-natural habitats. Extreme temperature means
oscillate between 6°C (January) and 18,2°C (August). Sampling sessions took place
in 2010-2011 between April and July. Twenty-five agricultural fields of three different

crop types (cereals, oilseed rape and leguminous) were selected along the gradient of
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agricultural intensification. In each field, three randomly chosen pitfall traps (H=120
mm, & 8,5 cm) were placed. In 2010, carabid community was monitored continuously
by emptying pitfall traps every 7 days (9 dates of sampling). In 2011, traps were
opened for 7 days, every 2 weeks to reduce the number of captures (5 dates of
sampling). Collected beetles were sorted in the laboratory, identified to the species
level and stored in alcohol 96° in a dark chamber. For each sampling point and for
each sampling date, abundance and richness of carabid beetles were recorded.

Statistical analyses

All data analyses were computed in R 3.0.1 (R Core Team, 2013). Carabid richness
and abundances were compared using linear models (R Im function). Only species
with more than one individual captured during the whole sampling season were kept
for niche partitioning analysis. Pairwise spatio-temporal overlapping of species was
estimated using Pianka’'s index (Pianka 1973). The degree of spatio-temporal

overlapping of species i and j is given by

k-1 Pik Pik

0

1) 0;;=0;;=
\/Zﬂ:1(ij2)(Pik2)

ij—

where pjk is the proportion of individuals of the species j caught in the combination
between a field and a date k, and, pikis the proportion of individuals of the species i
caught in the same combination of field and date k. Pianka indexes were calculated
for each couple of species, using pgirmess package (Giraudoux 2013). Then, Pianka’s
index was used as an index of similarity between species. To visualize species
proximity in terms of spatio-temporal niche overlapping, unrooted trees were made
using Neighbor Joining (NJ) with Pianka’s dissimilarities (Dij =1- Oij) as a measure of
the distance between species (ape package, Paradis et al. 2004).

Differences in the magnitude of Pianka’s indexes between diets were checked using
non-parametrical Kruskall-Wallis tests and comparison between each modality was
made with Kruskal mc function in pgirmess package (Giraudoux 2013). To compare
carabid distributions we observed to random situation (null hypothesis), we realized a
randomization of individuals within each combination of field and sampling date,
assuming that each combination can host a given number of individual regardless of

species.
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Diet and size species were collected from literature (Jeannel 1941; Larochelle 1990;
Ribera et al. 1999;Purtauf et al. 2004; Ulrich & Zalewski 2006) and only records for
adults were taken into accont. Thus, species were classified as generalist or specialist
carnivorous, omnivorous (mixed diet of animals and plants) and phytophagous, when
plant matter dominated in the diet. Concerning average size of each species, we
grouped carabid beetles intofour size classes according to Schirmel et al. (2012): T1 if
inferior to 5mm, T2 from 5mm to 9mm, T3 from 9mm to 15mm, and T4 if superior to

15mm.

Results

In total, we collected 16900 individuals from 69 different species in 2010 and 7864
individuals from 50 different species in 2011. The most dominant species for both
years were Poecilus cupreus (fig. 2a,b). 55% of species were common to both years.
Only one individual represented 22% and 26% of species over the entire sampling
period in 2010 and in 2011, respectively. We observed significant differences in terms
of total abundance between fields (p<0.001 for both 2010 and 2011) but not between
crop types (p=0.605 and p=0.107 for 2010 and 2011 respectively) or sampling dates
(p=0.419 and p=0.328 for 2010 and 2011 respectively) within a year of sampling.
There were also no significant differences between years in terms of total abundance
(p=0.419).

Pianka’s indexes varied from 0-0.88 (mean 0.11) in 2010, and between 0-0.98 (mean
0.14) in 2011. According to neighbor joining (NJ) trees (fig. 3a, b) species were quite
well separated from each other but species, which were close in 2010, were not
anymore in 2011 as Poecilus cupreus and Amara similata, for example.

Comparison between NJ trees obtained with observed data and NJ trees obtained by
random permutation showed that species niche differentiation is much higher than
expected under the null hypothesis of random assemblage of species. Mean Pianka’s
index value was significantly lower than expected by chance both in 2010 and 2011.
By construction Pianka’s index was generally low between pairs of species including
at least one rare species. Consequently, the contrast between observed niche
differentiation and its expectation under random assembly hypothesis was particularly
marked when abundant species (represented by > 60 individuals) were considered.
The most obvious difference between the two NJ trees was that random assemblages
resulted in clustering of all abundant species even though they were actually spread

over the entire tree.
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Indexes in random distribution of individual through time and space were higher than
in the real observations and this was particularly true for the most abundant species
(fig. 3a, b). Indeed, Pianka’'s indexes for random distribution ranged from 0-0.98
(mean 0.26) in 2010, and from 0-0.96 (mean 0.31) in 2011. When distributed
randomly, Pianka’s indexes between abundant species ranged from 0.57-0.98 (mean
0.83) in 2010 and from 0.50-0.96 (mean 0.78) in 2011, whereas for observed
distributions, they ranged from 0-0.66 (mean 0.22) in 2010 and from 0.037-0.66 (mean
0.28) in 2011. If individuals were distributed randomly, widespread species should be
really associated but it seems that those species, in our case, tend to get separated
from each other, which appears clearly in neighbor joining trees (fig.3 a b).

In most cases, when a significant spatio-temporal niche overlapping occured between
a group of species, the assemblage was composed of species differing in size and
diet. For instance, the most clustered group of species observed in 2010 included four
phytophagous species, four carnivorous species and three omnivorous species (fig.
3a). Moreover, the four most abundant species included one phytophagous (Amara
similata), one carnivorous (Brachinus sclopeta) and two omnivorous (Poecilus
cupreus and Anchomenus dorsalis). There was some exception for some small
carnivorous species in 2010 but this might be because the spatio-temporal scale was
too broad and they better responded to a smaller spatial scale as it has been shown in
Kamenova et al. (submitted), where Phyla obtusa and Bembidion quadrimaculatum,
two small carnivorous carabid beetles, which occur in the same place and time, differ
in circadian rhythm and vertical stratum.

Concerning diets, mean of indexes were not significantly different when species had
the same diet compared to when diets were different (p=0.221) (fig. 4). But there was
a significant difference between mean of indexes for different diet combinations
(p<0.001). Each association, which involved a carnivorous species, showed a lower
mean of indexes then other association, especially when the diet of the two species
was carnivorous (mean=0.026). This implies that especially carnivorous species
seemed to avoid each other. Other associations between species with the same diet,
phytophagous/phytophagous or omnivorous/omnivorous showed higher indexes

implying that they do not exclude themselves as much as carnivorous.

Discussion

The main result that arose from our study is that, despite the apparent homogeneity of
agricultural systems, the highly diversified carabid community exhibits a strong

signature of spatio-temporal and trophic niche-differentiation. Moreover the apparent
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richness of carabid community seems an artifact provoked by the mixture of
observations carried out at a relatively large temporal scale and at the landscape
scale. At a more functional scale (a short period of time and a field), carabid
communities show a much lower species richness and assemblages are generally
made of a few species differing in trophic regime and size. This latter trait being
generally related to the size of preferred preys can be considered as a proxy of trophic
regime (Loreau 1983). In some cases, habitat sharing could denote some functional
relationship between species. For instance, it is noticeable that Brachinus sclopeta
seems to share its preferred habitat with Amara similata especially in 2011. Yet, it has
been showed by Saska and Honek (2004) that two other species of Brachinus
develop as an ectoparasitoid of carabid beetles belonging to the Amara genus. This
apparent niche sharing could then actually result from a host-parasitoid interaction. In
conclusion, apparent carabid richness is probably rather an effect of the structure of
agricultural landscape characterized by a heterogeneous mosaic of habitats than of
the local coexistence of a highly diversified community.

This finding also provides a consistent explanation to the surprisingly high level of
biodiversity observed in agricultural systems compared to natural ecosystems such as
forest (Latty et al. 2006) or Mediterranean maquis (Kaltsas et al. 2012) that are more
homogeneous at the landscape scale. This view seems contradictory to the reputation
of many carabid beetles to be very opportunistic feeders. However, this contradiction
could be solved if one considers much strict ecological requirements at larval stage as
suggested by previous authors (Lovei & Sunderland 1996).

From an applied point of view in relation to the ecosystem service of pests and weeds
regulation provided by carabid beetles, these findings have profound implications. It
suggests that carabid communities are not a collection of largely exchangeable
species but rather an association of complementary species. Hence carabid beetles’
community seems not to exhibit a large degree of functional redundancy and the
efficient and continuous in space and time provision of ecosystem services would
require a high integrity of carabid biodiversity. This confirms the work of Trichard et al.
(2013) and Jonason et al. (2013) who found that quality of weed control was more

correlated to carabid biodiversity than to total abundance.

Conclusion

In conclusion, our work suggests that despite the strong instability in cultivated fields
and despite their opportunistic feeding behaviour, carabid community seems to be

more structured by niche-assembly rules rather by dispersal-assembly rules. This
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suggests a functional complementarity rather than redundancy between carabid
species. This advocates the value of biodiversity of biocontrol agent for the efficient

provision of the ecosystem service of pests and weeds control.
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Figure 1. Localization of study area (a) and position of fields sampled in 2010 (b).

Figure 2. Distribution of global abundances per carabid species (a) 2010 and (b)
2011.

Figure 3a. Neighbor joining tree built with Pianka’s dissimilarity Dij indexes between
species in 2010. Average size classes (T1<5mm, T2=5-10mm, T3=10-15mm,
T4>15mm) and diet (carni: carnivorous, omni: omnivorous, phyto: phytophagous) of
species are specified in parenthesis. Species written in bold count more than 60
individuals collected during the whole sampling season. Mean dissimilarity = 0.895,
variance = 0.218.

Figure 3b. Neighbor joining tree built with Pianka’s dissimilarity Dij indexes between

species in 2011. Mean dissimilarity index = 0.863, variance = 0.227.

Figure 4. Mean indexes per diet association (2011). carni*carni: species are both
carnivorous, carni*omni: one carnivorous and one omnivorous species combination,
carni* phyto: one carnivorous and one phytophagous species combination,
omni*omni: both species are omnivorous, phyto*phyto: both species are
phytophagous, omni*phyto: one omnivorous and one phytophagous species
combination. Mean Pianka index: carni*carni= carni*omni= carni*phyto= omni*omni=
omni*phyto= phyto*phyto. Letter above boxplot indicated if mean are significantly
different, a different letter is assigned when the difference is significant.
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Figure 2b.
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Figure 3a.

Notiophilus rufipes (T2, carni)
Motiophilus palustris (T2, carni)
Pterostichus diligens (T2, 77)

Notiophilus quadripunctatus (T2, carni)
Clivina fossor( T2, omni)

Lorocera pilicornis (T2, omni)
Nebria brevicollis (T3, carni)

(T1, carni) Bembidion quadrimaculatum

Ocydromus tetracolus (T1, carni)

Amara aenea (T2, phyto)
Harpalus affinis (T2, omni)

Diachromus germanus (T3, phyto)

(T1, omni) Metallina lampros

(T1,carni) Metallina properans Trechus rubens (T2, carni)

Harpalus tardus (T2, omni)
T1,carni) Asaphidion flavipes

(T1, carni) Trechus quadristriatus
(T2, carni) Pterostichus nigrita

Carabus violaceus purpurascens (T4, carni)

Agonum viduum (T2, carni)

Null ,
Carabus granulatus (T4, carni)

(T1, phyto) Philochthus biguttatus Agonum emarginatum (T2, carni)

(T4, carni) Carabus intricatus Pseudoophonus rufipes (13, omni)

Carabus auratus (T4, omni)

(T2, phyto) Amara familiaris

(T2, phyto) Amara ovata Notiophilus biguttatus (T2, carni)

Agonum nigrum (T2, carni)
(T3, phyto) Harpalus dimidiatus

(T2, omni) Pterostichus strenuus Acupalpus meridianus (T1, carni)

(T2, phyto) Amara lunicollis ‘Abax parallelepipedus (T4, omni)
Harpalus cupreus (T3, carni)

(T4, omni) Pterostichus melanarius

(T2, carni) Agonum muelleri Pterostichus macer (T3, omni)

(T4, omni) Pterostichus madidus

(T1, omni)Phyla obtusa

(T2, carni) Brachinus sclopeta

(T2, phyto) Ophonus schaubergerianus
( T3, omni) Poecilus cupreus

(T2, carni ) Pterostichus vernalis

(T2, phyto) Amara similata

(T2, phyto) Ophonus azureus
(T3, phyto) Ophonus laficollis
(T2, omni) Anchomenus dorsalis

(T2, carni) Agonum sexpunctatum
(T2, ?7) Pedius fongicollis

(T3, carni) Anisodactytus binotatus
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Figure 3b.

(T1, carni) Bembidion quadrimaculatum

(T2, carni) Loricera pilicornis
(T3, carni) Nebria brevicollis

(T3, omni) Harpalus affinis
(T3, omni) Pseudophonus rufipes

(T2, carni) Agonum muelleri

(T1, omni) Metallina lampros

(T2, phyto) Amara familiaris

(T4, carni) Carabus violaceus purpurascens

(T4, carni) Carabus nemoralis

(T1, carni) Metallina properans

(T1, 22) Acupalpus elegans
(T1, omni) Phyla obtusa

(T2, carni)Agonum nigrum

Amara aenea (T2, phyto)

(T4, omni) Carabus atratis

Pterostichus strenuus (T2, omni)
Pterostichus melanarius (T4, omni)

(T3, omni) Poecilus cupreus

(T4, carnf) Carabus granwatus
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Anchomenus dorsalis (T2, omni)

{(T1, omni) Bradycellus harpalinus

Brachinus sclopeta (T2, carni)

Amara similata (T2, phyto)

T2, carni) Notiophilus bigtttatus

Pterostichus madidus (T4, omni)

Anisodactylus binotatus (T3, carni)

Amara plebgja (T2, phyto)

QOcydromus tetracolus (T1, carni)
Clivinia fossor (T2, omni)

Trechus quadristriatus (T1, carni)

\Amara lunicollis (T2, phyto)

Ocydromus femoratus (T1,77)
Amara ovata (T2, phyto)

Nebria salina (T3, carni)

Asaphidion flavipes (T1, carni)

(T4, omni) Abax parallelepipedis
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Conclusion

Les résultats présentés ci-dessus éclairent de facon trés complémentaire les données
qgue nous avons obtenues avec l'approche isotopique et comportementale. lls
confirment ainsi la différentiation de niche que nous observée au sein de la
communauté de carabes. Ces résultats montrent I'importance de prendre en compte
les interactions entre espéces a I'échelle de la communauté pour comprendre les
mécanismes généraux de leur organisation. En effet, la majorité des études
consacrées aux communautés de carabes s’est limitée essentiellement a la simple
description des patrons de richesse ou d’abondance relative entre espéces (Boivin &
Hance 2003; Purtauf et al. 2004; da Silva et al. 2008). Ce type d’approches peut
apporter des informations précieuses sur la dynamique et la composition des
communautés de carabes en milieu agricole, mais il ne permet pas de déduire les
processus a l'origine de cette organisation.

Les communautés de carabes inféodées aux espaces agricoles semblent fortement
structurées dans le temps, dans I'espace ou selon la ressource, suggerant le role
prépondérant des processus déterministes (niche-assembly rules) dans I'organisation
de ces assemblages. De point de vue fondamental ces observations apportent des
éléments précieux pour comprendre 'émergence et le maintien de la biodiversité dans
les agro-écosystémes. De point de vue agronomique, ces observations indiquent que
les espaces agricoles intensifiéscontribuent activement au maintien des assemblages
diversifiés d’auxiliaires, fonctionnellement complémentaires, et que leur préservation
garantit un service de régulation optimal.

En perspective, il serait intéressant d’étendre ce genre d’analyses sur des
communautés de carabes dans des paysages agricoles contrastés afin de vérifier si le
partitionnement de niche apparait comme un mécanisme fondamental ou il s’agit d’'un
phénomene déterminé par la spécificité des conditions locales. Il serait également
intéressant d’investiguer les patrons de coexistence chez d’autres groupes
d’auxiliaires, taxonomiquement éloignés pour évaluer dans quelle mesure les
paysages agricoles exercent une pression de sélection sur des traits ou des patrons
d’organisation particuliers. Une telle compréhension des forces sélectives,
potentiellement exercées par l'agriculture moderne sur les interactions entre
organismes devrait substantiellement améliorer nos capacités prédictives en termes

d’approvisionnement en services ecosystémiques.
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ANNEXE 2: Analyse de la diversité et de la répartition spatiale des coléoptéres

carabiques selon le type de culture

Introduction

La répartition et la dynamique spatiales des populations de carabes en milieu agricole
sont un sujet qui a regu beaucoup d’attention de la part des écologistes. Des études
ont tenté par exemple d’inférer le régime alimentaire, a partir des dynamiques de
carabes et de leurs proies potentielles (Bohan et al. 2000) ou de comprendre la
régulation des ravageurs (Winder et al. 2001) par les carabes. D’autres types d’études
se sont intéressés a la répartition de la richesse ou de I'abondance des carabes au
sein du champ et en relation avec la distance a la bordure pour déduire les effets des
éléments paysages par exemple (Holland et al. 1999; Al Hassan et al. 2013) sur les
populations de carabes. Cependant, I'écologie spatiale des carabes n’a jamais été
étudiée pour tenter de comprendre les interactions entre espéces ou les patrons
d’organisation de leurs communautés a I'échelle du paysage.

Leréseau de pots-piégespour la collecte des coléoptéres carabigues, que nous avons
déployé dans le cadre de cette these offre une opportunité unique pour I'analyse
simultanée de la répartition de la diversité et de 'abondance chez plusieurs espéces
de carabes a fine échelle. En effet, la grille réguliere de piéges couvrant la surface
totale de chaque parcelle échantillonnée permet de comparer les motifs de distribution
des espéces entre bordure et centre de la parcelle ou les motifs de répartition spatiale
entre especes. Enfin, la comparaison de paires de parcelles de cultures contrastées,
blé et colza, permet d’identifier une éventuelle stratification des communautés de
carabes a I'échelle du paysage, selon le type de culture.

Nous avons utilisé les informations fournies par ce réseau de pot-pieges pour
cartographier la distribution spatiale des carabes échantillonnés entre mai et juin 2011

dans six parcelles de blé et de colza.
Matériel & Méthode
Les six parcelles échantillonnées ont été choisies aléatoirement le long d’'un gradient

d’intensification  agricole, caractéristique de la zone-atelier “Armorique”

(http://osur.univ-rennesl.fr/za-armorique/). Ensuite, la culture semée dans chaque

parcelle a été vérifiée sur place et le choix a été ajusté si besoin, en choisissant la
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parcelle la plus proche de la parcelle initialement choisie apres accord avec
I'agriculteur. Une fois les parcelles choisies (4 parcelles de blé et 2 parcelles de
colza), nous avons généré pour chaque parcelle une grille réguliére de points a l'aide
du logiciel Quantum GIS (http://gqgis.org) en se basant sur la cartographie du
parcellaire de 'année précédente. Nous avons contraint le nombre de pots-pieges par
parcelle (50) et la distance entre pots (toujours constante entre les pots d’'une méme
parcelle mais variable entre les pots de parcelles différentes en fonction de leur taille).
Les distances moyennes entre pots-pieges variaient entre 20 et 70 metres selon les
parcelles. A l'aide d’'un GPS de terrain (Trimble® Juno®), nous avons ensuite placé
les pots-pieges en adaptant la forme de la grille et les distances entre pots selon le
désaccordentre le parcellaire de I'année précédente et la parcelle qui était en cours.
Les coordonnées GPS de chaque pot placé ont été ensuite relevées. C'est cette
cartographie finale qui a été utlisée pour analyser la répartition spatiale des
populations de carabes, présentée dans la partie résultats ci-dessous. Pour cela,
nous avons relié les données d’abondance et de richesse moyennes des carabes
pour 'ensemble des trois dates d’échantillonnage, aux coordonnées GPS des pots-
pieéges a 'aide du logiciel Quantum GIS.

En plus de la cartographie, nous avons analysé les communautés de carabes dans
les deux types de cultures par une Analyse de Composantes Principales (ACP) afin
d’identifier des groupes homogenes. L'ACP a été réalisée avec le logiciel R, en

utilisant la fonction dudi.pca (package ade4).

Résultats

L’Analyse en Composantes Principales nous a permis d’observer trois groupes
distincts d’espéces (fig. 1). Les parcelles de blé étaient opposées aux parcelles de
colza dans le plan factoriel de 'ACP. Le premier axe de 'ACP a expliqué 18.4% de la
variance, le deuxieme 8.9%.

La cartographie de la répartition spatiale des carabes a relevé des différences
considérables entre les deux types de cultures en termes de richesse (fig. 2) et
d’abondance pour les deux espéces les plus communes, Poecilus cupreus et Amara
similata (fig. 3). Nous avons observé des communautés plus diversifiées (fig. 1 et 2) et
des abondances plus élevées (fig. 3) dans les parcelles de colza comparé aux
parcelles de blé. Nous avons observé aussi que les patterns de répartition de la
richesse et de I'abondance des carabes n’étaient pas homogénes a I'échelle de la

parcelle.
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Conclusion & Perspectives

Les résultats de ces analyses préliminaires suggérent qu’il existe une forte
structuration spatiale des populations de carabes selon le type de culture, avec une

communauté plus diversifiée dans les parcelles de colza.
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Figure 1. Analyse de Composantes Principales de la communauté de carabes échantillonnée dans 6 parcelles agricoles
(quatre parcelles de blé et deux parcelles de colza) entre 11 mai et 10 juin 2011. Le pourcentage de variance expliquée par

chaque axe est indiqué. Chaque cercle entoure des sous-ensembles d’espéces, proches dans le plan factoriel de I'ACP.
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D’aprés les résultats de 'ACP, nous avons observé que les espéces présentes dans le blé
sont également communes dans le colza mais que les parcelles de colza sont caractérisées
par un cortéege d’espéces supplémentaires qu’on ne trouve que rarement dans le blé. De
plus, si on regarde les traits de ces espéces, on constate que dans le blé on retrouve
essentiellement des espéces généralistes, tandis que le colza est caractérisé par des
espéces plus spécialisées, essentiellement phytophages ou avec des affinités pour les
habitats forestiers (les genres Amara et Carabus respectivement). Ces observations sont
confirmées par la cartographie de la richesse spécifique qui semble plus importante dans les
parcelles de colza. Les parcelles de colza semblent offrir des conditions de vie
particulierement favorables a toute une communauté de carabes, cette culture apparait donc

comme un élément du paysage déterminant pour la distribution de leurs populations.
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Figure 2. Répartition de la richesse spécifique des carabes piégés entre 11 mai et 10 juin
2011, a l'intérieur ou entre 6 parcelles agricoles, situées dans la ZA “Armorique”, llle-et-Vilaine.
Les parcelles de blé sont en vert, les parcelles de colza sont en jaune. Chaque point
correspond a un pot-piége. La taille des points est proportionnelle au nombre d’espéces dans

chaque pot-piége.
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Il serait donc intéressant d’approfondir les investigations sur ce modéle de culture afin
de comprendre comment les conditions qu’il offre bénéficient aux carabes mais
également pour comprendre comment ce type de culture intervient dans la mise en
place des interactions entre espéces. Les agrégations de communautés de carabes,
composées essentiellement d’especes phytophages ou spécialistes, dans les
parcelles de colza ont été confirmées dans d’autres études récemment (Eyre et al.
2013). Tandis que des études a large échelle confirmentque le type de culture,
particuliéerement le colza était un facteur déterminant dans structuration des
communautés de carabes (Brooks et al. 2008). Les résultats que nous montrons ici
concordent aussi assez bien avec les résultats obtenus par I'analysedes isotopes
stables que nous avons déja discutés dans le chapitre 2. Il serait stratégique d’évaluer
quel est le potentiel de relier les informations trophiques a la répartition spatiale des
carabes afin de s’en servir comme outil pour la gestion des communautés
d’auxiliaires, comme il a été suggéré dans d’autres études auparavant (Bell et al.
2010; Birkhofer et al. 2011). Il serait intéressant aussi de comparer la dynamique de la
richesse spécifigue pour suivre son évolution spatiale en fonction des types de
pratiques (travail du sol, application de pesticides, etc.). Cela permettra de visualiser
rapidement la réponse a l'intensificationdes communautés d’auxiliaires ou d’identifier
des zones refuges pour la diversité a I'échelle du paysage.

La cartographie de la répartition des carabes pourrait aussi permettre de suivre de
fagon indirecte les mouvements de certaines espéces dans le paysage.Si par
exemple, on émet I'hypothése que les espéces du genre Amara sont essentiellement
inféodées au colza (ce qui semble étre le cas), il serait intéressant de comprendre le
devenir des populations avec les rotations culturales et d’identifier par I'analyse des
patterns spatiaux comment les Amara localisent les parcelles de colza a I'échelle du
paysage d’une année a l'autre.

Nos cartes suggerent aussi que la répartition et 'abondance des espéeces ne sont pas
homogeénes a I'échelle de la parcelle. Il est généralement admis dans la littérature que
les conditions a l'intérieur des parcelles agricoles sont défavorables aux populations
de carabes tandis que plus de diversité est attendue sur les bordures, ou les
ressources sont plus abondantes méme si ces réponses semblent espece-
dépendantes (Holland et al. 2009 ; Anjum-Zubair et al. 2010). Dans notre cas, il
semble difficile de déduire d’une tendance générale seulement a partir des cartes de
'abondance. Une analyse de la structure spatiale a l'intérieur du champ par des
approches de géostatistiques comme [lautocorrélation spatiale par exemple
(Badenhausser et al. 2012 ; Blanchet et al. 2013) pourrait contribuer a éclaircir ces

guestions.
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Figure 3. Comparaison de la répartition de I'abondance des deux espéces de carabes les
plus communes, Amara similata (rouge) et Poecilus cupreus (bleu) entre les deux types de
cultures, blé (vert) et colza (jaune). Les points correspondent a 'emplacement des pots-pieges

dans chaque parcelle. La taille des points est proportionnelle au nombre d’individus dans
chaque pot-piege.
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