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Définitions

Définitions de termes spécifiqguement employés dans cette these :

Odeur sociale : toute odeur impliqguée dans la communication chimique chez les fourmis
telle que les phéromones (phéromones sexuelles, phéromone d’alarme, de piste, etc) ou les
hydrocarbures présents sur la cuticule et qui sont impliquées dans la reconnaissance
coloniale.

Odeur générale : par opposition a tout ce qui n’est pas une odeur sociale (par exemple, les
odeurs florales).

Odeur simple: odeur composée d’une seule molécule odorante (par opposition a un
mélange d’odeurs).

15






Introduction générale






Introduction

Introduction générale

Pour survivre et se reproduire, les animaux doivent faire face a un monde complexe
et constamment variable. L'expression d’une réponse comportementale adaptée suppose
que I'animal soit capable de percevoir et d’extraire les stimuli pertinents de son milieu et
donc qu’il possede des systemes perceptivo-cognitifs efficaces, capables de traiter ces
stimuli. Certaines réponses comportementales semblent étre exprimées de maniere
relativement stéréotypée (e.g., le comportement de fuite en présence de I'odeur d’un
prédateur), d’autres, plus flexibles, reposent sur leur association avec des conséquences,
positives ou négatives faisant suite a la présentation des stimuli (e.g., 'association de I'odeur
d’une fleur avec la source de nectar qu’elle fournit, pour une abeille). Ainsi, 'apprentissage

ou l'expérience individuelle peuvent revétir un role déterminant pour la survie de I'animal.

Les molécules odorantes volatiles émises entre autres par les plantes, la nourriture,
ou les animaux, constituent une source d’informations considérable de I'environnement.
C’est probablement pour cette raison que l|'olfaction est la modalité sensorielle la plus
partagée dans le monde animal (Wyatt, 2014) et que la majorité des animaux, aussi bien les
vertébrés que les invertébrés, montrent des capacités d’apprentissage olfactif remarquables
(Davis, 2004). Un des enjeux majeurs des recherches en neurosciences est ainsi de
comprendre comment les animaux pergoivent et apprennent les odeurs de I’environnement.
En dépit des avancées considérables dans ce domaine depuis ces trente derniéres années,
de nombreuses questions restent encore non élucidées. Les études développées dans ce
travail de these avaient pour objectif de contribuer a ce domaine et d’élargir nos
connaissances sur la perception et I'apprentissage des odeurs chez la fourmi, un insecte
social pour qui les odeurs occupent place prépondérante dans son comportement naturel

aussi bien individuel que collectif.
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Introduction

1) Apprentissage et perception des odeurs

1) l’apprentissage associatif

L'apprentissage associatif permet a un animal d’acquérir des informations sur son
environnement a partir de son expérience individuelle. Il consiste en I'établissement de
relations prédictives entre différents évenements afin d’en réduire I'imprévisibilité et de
produire des réponses adaptées face a des situations déja rencontrées (Giurfa, 2007).
L'apprentissage associatif est un phénoméne largement répandu dans le regne animal que
I’on retrouve aussi bien chez les vertébrés (e.g., souris : Watkins et al., 1998 ; rat : McAllister
et al., 1972 ; lapin : Lockhart & Moore, 1975 ; chat : Norman et al., 1977 ; singes : Wolpaw,
1987 ; Homme : Daum et al., 1993) que chez les invertébrés (seiche : Cole & Adamo, 2005 ;
aplysie : Brembs et al., 2002 ; abeilles : Bitterman et al., 1983 ; mouche : Quinn et al., 1974 ;
grillon : Matsumoto & Mizunami, 2000 ; blatte : Sakura & Mizunami, 2001 ; fourmi : Dupuy
et al., 2006; Guerrieri & d’Ettorre, 2010).

Le conditionnement pavlovien est certainement la forme d’apprentissage associatif
le plus connu. Comme son qualificatif I'indique, il a été mis en évidence par lvan Pavlov
(1849-1936) qui avait observé que le réflexe de salivation chez un chien, déclenché par la
présentation de nourriture, pouvait apparaitre chez ce méme animal lors des préparatifs qui
précédaient I'exposition a la nourriture (Pavlov, 1927) (Figure 1). En effet, cette forme
d’apprentissage consiste en I'association d’un stimulus originellement neutre (stimulus
conditionnel, SC — le son d’une cloche par exemple), a un stimulus pertinent biologiquement
pour I'animal (stimulus inconditionnel, SI — la présentation de nourriture par exemple), qui
déclenche une réponse réflexe chez ce dernier (réponse inconditionnelle, Rl — le réflexe de
salivation chez le chien). La présentation appariée du SC au S| va conférer au SC une valeur
prédictive du Sl. En conséquence, I'animal ayant appris |'association des deux stimuli va
répondre a la seule présentation du SC par une réponse conditionnée (RC), similaire a celle
déclenchée par la présentation du SI. Dans ce cas, le tintement de la cloche (SC) déclenche le
réflexe de salivation (RC) chez le chien en raison de la valeur prédictive de ce SC sur la

présentation de la nourriture (SI).
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Introduction

D’autres formes d’apprentissage existent telles que le conditionnement opérant (ou
instrumental) (Skinner, 1938). Dans ce cadre, c’est la relation entre le comportement propre
de I'animal et les conséquences de ce comportement qui est établie. Par exemple, dans la
boite de Skinner (Skinner, 1938), un rat apprend qu’a chaque fois qu’il presse un levier, de la
nourriture est délivrée dans la mangeoire. Au cours des essais, I'animal va ainsi augmenter la

fréquence de pression du levier afin d’obtenir la récompense.

Avant le conditionnement Avant le conditionnement

/

—— S5
‘ réponse (( f D )) réponse
Nourriture Salivation cloche Pas de salivation
Stimulus Réponse Stimulus .
Inconditionnel Inconditionnelle Conditionnel Pas de réponse
Durant le conditionnement Apreés le conditionnement
y + = y | =
(( &) )) réponse (( (C ) )) réponse
cloche Nourriture Salivation cloche Salivation
Stimulus Stimulus Réponse Stimulus Réponse
Conditionnel Inconditionnel Inconditionnelle Conditionnel conditionnée

Figure 1 : Le conditionnement pavlovien.

Conditionnement du réflexe de salivation du chien au son d’une cloche. Avant le conditionnement, la
nourriture (SI) induit le réflexe de salivation (RC) chez le chien tandis que le son d’une cloche (SC)
n’induit aucune réponse de la part de I'animal. Aprés plusieurs associations nourriture+son de la
cloche, I'animal apprend que le son de la cloche anticipe la présentation de la nourriture, et se met a
saliver (RC) lorsque seul le son de la cloche lui est présenté.

Adapté de https://explorable.com/classical-conditioning.

Parmi les formes d’apprentissage pavlovien, on distingue le conditionnement absolu,
dans lequel un seul stimulus est présenté et renforcé (SC+), du conditionnement
différentiel, au cours duquel deux stimuli sont présentés dont un stimulus est renforcé (SC+)
alors que l'autre stimulus n’est pas renforcé (SC-) (Giurfa, 2007). Dans le cas du

conditionnement différentiel, certaines variations peuvent étre apportées comme par
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Introduction

exemple I'association d’'un des deux stimuli (SC+) avec un renforcement positif et

I’association de I'autre stimulus avec un renforcement négatif (SC-).

Les conditionnements absolu et différentiel résultent en des expériences différentes
pour l'individu. En effet, lors d’un conditionnement différentiel, I'animal apprend non
seulement le stimulus récompensé, générant ainsi un profil excitateur qui pourra guider les
réponses vers des stimuli similaires au récompensé, mais aussi le stimulus non récompensé,
générant ainsi un profil inhibiteur qui pourra guider les réponses vers des stimuli similaires

au non récompenseé.

2) La perception des odeurs

a) De la molécule d’odeur a la perception

La majorité des animaux sont capables de détecter, différentier et apprendre les
odeurs présentes dans I'environnement telles que celles émanant des sources de nourriture,
des prédateurs ou des partenaires sexuels potentiels, leur permettant ainsi d’augmenter

leurs chances de survie et de reproduction.

Les capacités olfactives des animaux sont sous-tendues par leur systeme olfactif. En
dépit de la divergence évolutive survenue il y a plusieurs centaines de millions d’années
entre les insectes et les vertébrés, et les nombreuses différences morphologiques,
physiologiques ou comportementales entre ces classes d’animaux, leurs systemes olfactifs
partagent des similarités structurelles et fonctionnelles dans la maniéere dont les signaux
olfactifs sont détectés et traités par leur systéme nerveux (Hildebrand & Shepherd, 1997;
Ache & Young, 2005; Dupuy et al., 2010) (Figure 2). Ceci suggére que les mécanismes sous-
tendant la perception, la discrimination et I'apprentissage olfactif sont similaires entre les
insectes et les vertébrés. Les molécules odorantes sont détectées au niveau périphérique
par les récepteurs olfactifs (RO) présents sur les antennes des insectes et dans |'épithélium
olfactif des vertébrés. L’activation des récepteurs olfactifs est transduite en potentiels
électriques dans les neurones récepteurs olfactifs (NRO) qui se projettent dans le premier
relai du traitement de I'information olfactive: le lobe antennaire (LA) chez les insectes et le

bulbe olfactif (BO) chez les vertébrés. Le LA et le BO sont tous deux formés de structures
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ovoides, appelées glomérules, qui sont interconnectées par |'intermédiaire d’interneurones :
les interneurones locaux (NL) chez linsecte et les cellules périglomérulaires (CPG) et
granulaires (CG) chez les vertébrés. L'information olfactive est ensuite convoyée par les
neurones de projection (NP) chez les insectes et les cellules mitrales (M)/a panache (P) chez
les vertébrés, vers les centres supérieurs : les corps pédonculés et la corne latérale chez les
insectes et principalement dans différentes structures du cortex olfactif et dans I'amygdale
chez les vertébrés. Dans ces centres supérieurs, une représentation perceptuelle de I'odeur
est ainsi générée, permettant a la fois d’adopter une réponse comportementale adaptée et

d’apprendre la relation entre les signaux olfactifs et leurs conséquences.

NP Corps pédonculés
NRO . | Lobe Antennaire
Insectes Antenne (glomérules)
T Corne latérale
NL
T hippocampe, cortex
m/P Cortex offactif > orbitofrontal, thalamus
tébré Epithélium NRO .| Bulbe olfactif
vertebres olfactif (glomérules)
T Amygdale > hypothalamus
CPG/CG

Figure 2 : Paralléle entre le systeme olfactif des insectes et des vertébrés.

Les neurones récepteurs olfactifs (NRO) se projettent dans une seule région du cerveau : le lobe
antennaire chez les insectes et le bulbe olfactif chez les vertébrés. Ces neurones font synapse au sein
de glomérules avec des neurones de projection de second ordre (les neurones de projection chez
I'insecte et les cellules mitrales (M) et a panache (P) chez les vertébrés) et des interneurones
(interneurones locaux (NL) chez I'insecte et les cellules périglomérulaires (CPG) et granulaires (CG)
chez les vertébrés). Les neurones olfactifs de second ordre convoient I'information olfactive traitée
vers les centres supérieurs : les corps pédonculés et la corne latérale chez I'insecte et principalement
dans différentes structures du cortex olfactif et 'amygdale chez le vertébré.

L'un des enjeux des neurosciences sensorielles est de comprendre comment les
animaux pergoivent leur environnement. Dans ce cadre, les recherches sur I'olfaction se sont
intéressées aux régles gouvernant la perception des odeurs. Certains travaux ont ainsi été
menés dans le but d’identifier les propriétés des molécules odorantes qui permettent a ces
odeurs d’étre percues comme similaires ou dissimilaires. Cette notion réfere aux facultés des
animaux a, respectivement, généraliser et discriminer les odeurs.
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La généralisation consiste a exprimer une réponse équivalente face a des stimuli
olfactifs différents mais similaires, tandis que la discrimination consiste a répondre de
maniere distincte a des stimuli olfactifs différents (Pavlov, 1927; Guttman & Kalish, 1956;
Shepard, 1987; Ghirlanda & Enquist, 2003). La généralisation permet notamment de faire
face a des stimuli variables (Ghirlanda & Enquist, 2003). Par exemple, la concentration et la
composition des odeurs émises par une méme fleur peuvent varier dans le temps et I'espace
(Dudareva et al., 2004) sans pour autant signifier une différence dans la qualité de nectar
gu’elle fournit. La généralisation, ou similarité perceptuelle, des odeurs monomoléculaires
(que nous appellerons odeurs simples par la suite) dépendrait de la similarité structurelle
des molécules odorantes aussi bien chez les vertébrés (Laska & Freyer, 1997; Laska &
Teubner, 1998, 1999; Laska et al., 1999b; Linster & Hasselmo, 1999; Laska & Hibener, 2001;
Cleland et al., 2002) que les invertébrés (Laska et al., 1999a; Daly et al., 2001; Guerrieri et al.,
2005).

Cependant, les molécules odorantes varient dans de nombreuses dimensions telles
qgue la longueur de la chaine carbonée, le groupe fonctionnel ou la présence de cycles
d’atomes (Figure 3), qui vont conférer aux molécules odorantes des propriétés stériques et
électroniques différentes (Johnson & Leon, 2007; Haddad et al., 2008). Ainsi, contrairement
a un ensemble de longueurs d’onde pour des stimuli visuels ou de fréquences sonores pour
des stimuli auditifs, les odeurs ne peuvent étre agencées de maniére unidimensionnelle le
long d’un continuum de descripteurs physiques et chimiques. Dés lors, il est bien souvent
difficile de déterminer quelles sont les propriétés des odeurs donnant lieu a une
généralisation, bien qu’il soit possible de sélectionner une série de molécules différant
structurellement sur une seule dimension (on parle alors de série homologue) telle que la

longueur de la chaine carbonée (Haddad et al., 2008).
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Figure 3 : les molécules odorantes different dans de nombreuses dimensions chimiques.

La molécule odorante au centre est le 1-heptanol. Les fleches indiquent de nombreuses variations
graduelles dans les différences structurelles, chacune produisant une molécule odorante avec des
propriétés stériques et électroniques distinctes. Les changements ou l'addition de groupes
fonctionnels résultent en de plus grandes différences dans les propriétés moléculaires des odeurs
que les autres dimensions. Adapté de Johnson & Leon (2007).

b) La perception des mélanges d’odeurs

Ces difficultés d’établir la contribution respective des différentes dimensions d’un
méme composé monomoléculaire dans les processus de perception olfactive trouvent un
niveau de complexité supérieur lorsqu’on considere un mélange de composés
monomoléculaires. En effet, la majorité des stimuli olfactifs présents dans la nature sont
guasiment toujours des mélanges complexes de plusieurs molécules odorantes. De ce fait,
de nombreuses recherches en neurosciences sensorielles et en psychologie expérimentale
se sont intéressées aux mécanismes gouvernant la perception des stimuli olfactifs

complexes.
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Plusieurs théories ont été proposées pour rendre compte de la perception des
mélanges de stimuli, indépendamment de la modalité sensorielle (Figure 4). La théorie
élémentaire stipule que les mélanges seraient traités et appris de maniére analytique, i.e.
comme la simple somme des représentations individuelles des composants du
mélange (Rescorla & Wagner, 1972). La théorie configurale propose que les mélanges
seraient traités de maniére synthétique, i.e. qu’il existe des interactions entre les
composants d’'un mélange, lui conférant ainsi des propriétés uniques permettant de le
discriminer de ses composants (Pearce, 1987; Rudy & Sutherland, 1992). D’autres théories,
reprenant les concepts de ces deux dernieres, ont été proposées. La théorie de I'indice
unique postule qu’au sein d’'un mélange coexisteraient les représentations individuelles des
composants ainsi qu’une représentation nouvelle, spécifique a ce mélange particulier (un
« indice »), qui résulte de l'interaction des composants du mélange (Rescorla, 1972, 1973;
Whitlow & Wagner, 1972). Des études sur la perception des mélanges d’odeurs chez I'abeille
ont proposé I'hypothése des composants clefs qui stipule qu’au sein d’un mélange
complexe un individu percevrait et apprendrait certains composants plus que d’autres, bien
gue sa réponse aux composants clefs soit généralement inférieure a sa réponse au mélange,
suggérant ainsi des interactions entre les composants du mélange (Pham-Delégue et al.,

1993; Laloi et al., 2000; Reinhard et al., 2010).

AB
— ""-\'--—
“— « T T T ——

A+B C A+B+U A+B

—
— —

Elémentaire Configurale Indice unique Composant clef
. J - J
v v
Pas d’interaction Interactions au sein du mélange

Figure 4 : lllustration des principales théories proposées pour rendre compte de la perception et de
I’apprentissage des mélanges d’odeurs.
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Ainsi, a I'exception de la théorie purement élémentaire, les autres théories font état
d’interactions au sein du mélange d’odeurs. Elles stipulent que ces interactions influencent
de maniére critique la perception et I'apprentissage d’'un mélange. Un phénomene
particulierement pertinent dans I’étude des interactions au sein des mélanges d’odeurs est
celui de I'overshadowing (Pavlov, 1927; Kamin, 1968, 1969). Pour étudier ce phénomeéne au
sein d’'un mélange binaire, par exemple, trois groupes d’animaux sont entrainés en
paralléle : I'un est conditionné au mélange AB et les deux autres a chacun des deux
composants du mélange (i.e. A et B). L'overshadowing se produit lorsqu’aprés avoir été
entrainés au mélange AB, les individus répondent plus a 'un des deux composants (ils
répondent par exemple plus a A qu’a B) (Rescorla & Wagner, 1972). Les groupes contréles,
i.e. ceux conditionnés a A ou a B, jouent ici un réle critique dans l'interprétation de la
réponse des animaux entrainés au mélange (Kamin, 1968, 1969). En effet, I'overshadowing
est démontré si le niveau de réponse au composé B du groupe entrainé au mélange est
strictement inférieur a celui de la réponse des individus entrainés a B uniquement. Ce
phénomeéne a été rapporté aussi bien chez les vertébrés (Linster & Smith, 1997; Kay et al.,
2005) que les invertébrés (Derby et al., 1996; Smith, 1996; Pelz et al., 1997; Smith, 1998)
mais les raisons qui font qu’un composé apparait plus saillant que I'autre demeurent encore
inconnues. En effet, contrairement a la similarité perceptuelle, aucune régle prédictive basée
sur les propriétés chimiques des composants d’'un mélange n’est disponible pour rendre

compte de I'occurrence du phénomene d’overshadowing.

c) L'expérience olfactive

Les travaux dans le domaine de I'olfaction ont montré que la discrimination
comportementale d’odeurs similaires (odeurs simples ayant une structure chimique similaire
ou mélanges complexes d’odeurs se différenciant dans leur composition par un ou quelques
composants), pouvait étre améliorée par I'expérience olfactive. En effet, une exposition
passive a des odeurs ou un conditionnement différentiel permettent d’améliorer Ia
discrimination et I'acuité olfactive (Rabin, 1988; Jehl et al., 1995; Daly et al., 2001; Cleland et
al., 2002; Linster et al., 2002; Fletcher & Wilson, 2002; Wilson & Stevenson, 2003; Li et al.,
2008; Mishra et al., 2010; Chen et al., 2011; Barth et al., 2014; Mandairon & Linster, 2009).

Dans le cadre du conditionnement différentiel, il est depuis longtemps proposé que
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I'amélioration des performances de discrimination serait induite par linteraction de
gradients d’excitation et d’inhibition respectivement sous-tendus par le SC+ et le SC-

(Spence, 1936; Hanson, 1959).

Les études sur la perception et I'apprentissage des odeurs ont été réalisées chez de
nombreuses especes animales. Afin de mieux comprendre les mécanismes et les
phénomeénes de perception et d’apprentissage, il s’est souvent avéré pertinent de se
concentrer sur des modeéles invertébrés plus simples. En effet, nous avons vu qu’il existait un
paralléle remarquable entre les insectes et les vertébrés dans la maniere dont sont organisés
leurs systemes olfactifs ainsi que dans les étapes qui conduisent au traitement des odeurs.
Cependant, les insectes présentent l'avantage de posséder un systeme olfactif plus
« simple » dans son organisation (moins de neurones) que celui des vertébrés et les
considérations éthiques sont moins exigeantes, facilitant ainsi I'’étude du fonctionnement de
leur cerveau. En dépit de la relative simplicité de leur systéme olfactif et de leur cerveau en
général, les insectes font malgré tout preuve de remarquables capacités de discrimination et
d’apprentissage olfactifs, en raison certainement de la valeur critique des informations de
nature olfactive dans la majorité de leurs comportements. Parmi les insectes, I'abeille (Apis
mellifera) et la mouche du vinaigre (Drosophila melanogaster), ont été particulierement
étudiées dans le cadre de la perception et de I'apprentissage des odeurs (pour revues, Giurfa
& Sandoz, 2012; Miiller, 2012; Menzel, 2012 ; Jefferis et al., 2007; Davis, 2011; Kahsai & Zars,
2011). Pourtant, d’autres insectes telle que la fourmi, peuvent s’avérer des modeles
pertinents et offrir un regard singulier et complémentaire dans I'étude de la perception et

I’'apprentissage des odeurs, comme nous allons le voir a présent.
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Il) La fourmi : un modeéle pertinent pour I’étude de I’apprentissage
et de la perception des odeurs

Du fait de leur succes écologique et de leur style de vie remarquables, les fourmis
font depuis trés longtemps I'objet de nombreuses recherches. En effet, les fourmis forment
un groupe varié (on compte aujourd’hui pres de 13000 espéces ; Agosti & Johnson, 2005)
avec une tres grande diversité de cycles biologiques. Présentes dans toutes les régions du
globe a I'exception de I’Antarctique et du Groenland, elles font état d’un remarquable succés
écologique dans une grande variété d’écosystemes et d’adaptations évolutives originales.
Enfin, toutes les especes de fourmis sont eusociales et constituent des sociétés parmi les
plus complexes du regne animal, notamment de par leur division du travail tres sophistiquée
ou différentes castes sont généralement distinguables par leurs caractéristiques
morphologiques et/ou leurs différences comportementales (voir section Il.1), mais aussi de
par leur systtme de communication chimique relativement élaboré parmi I'ensemble des

insectes sociaux (Holldobler & Wilson, 1990).

Pour la plupart des especes de fourmis, I'olfaction occupe une place prépondérante
dans la majorité des aspects de leur vie et de leurs activités comportementales (Holldobler &
Wilson, 1990). En effet, les odeurs environnementales, que nous appellerons « odeurs
générales » par la suite, jouent par exemple un réle central dans la localisation du nid ou lors
des activités de fourragement. En percevant les odeurs émises par les plantes ou les proies
dont elles se nourrissent, elles vont pouvoir s’orienter, localiser et évaluer leurs ressources
alimentaires. Dans le cadre de leur vie sociale, d’autres odeurs, que nous appellerons
« odeurs sociales », jouent un réle primordial dans la communication intraspécifique,
essentiellement basée sur l'action de phéromones sexuelles et non-sexuelles (e.g.,
phéromones de piste ou d’alarme libérées par des glandes spécifiques), dans la
communication interspécifique (certaines especes ont des interactions symbiotiques avec
d’autres étres vivants), pour le soin au couvain, ou encore dans le cadre de la reconnaissance
coloniale a l'aide de substances odorantes présentes sur la surface du corps (i.e. les
hydrocarbures cuticulaires). Ainsi, les odeurs générales et sociales, qui sont principalement
des mélanges de plusieurs composés chimiques, doivent étre détectées, traitées et
reconnues par le systéme olfactif des fourmis afin d’assurer leur survie et leur succes

reproductif mais aussi pour assurer le maintien de I'organisation de la colonie.
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En dépit du role central des odeurs chez les fourmis et de la sophistication de leur
comportement malgré leur cerveau de petite taille, déja admiré par Darwin®, cet insecte est
demeuré longtemps absent des domaines de la perception, de I'apprentissage et de la
mémoire olfactifs tant au niveau comportemental que neurophysiologique. Comme nous
I'avons dit précédemment, chez les insectes, la majorité des études portant sur ces
domaines a pour l'essentiel privilégié les modeles abeille et drosophile. Pourtant, les
structures cérébrales impliquées dans le traitement et I'apprentissage des odeurs (i.e. les
lobes antennaires et les corps pédonculés) sont particulierement développées chez les
fourmis et figureraient méme parmi les plus développées chez les insectes (Gronenberg,
1999, 2001; Ehmer & Gronenberg, 2004; Kleineidam & Rdssler, 2009). Enfin, leurs capacités
d’apprentissage et de mémoire olfactifs ont depuis longtemps été remarquées (Vowles,

1964).

Ces dernieres années, le nombre d’études portant sur la perception, I'"apprentissage
et la mémoire des odeurs s’est largement accru chez différentes espéeces de fourmis, faisant
ainsi de cet insecte un nouveau modeéle d’étude. En effet, la description détaillée de leur
systeme olfactif (voir section 1l.3.a), la mise au point de différentes techniques
d’enregistrement de leur activité cérébrale (voir section Il.3.b) et de protocoles de condi-
tionnement individuels dans des conditions contrélées de laboratoire (voir section 1l.2.a)
permettent aujourd’hui d’aborder ces différents domaines tant au niveau comportemental

gue neurophysiologique.

1) La fourmi, un insecte eusocial

L'eusocialité représente le degré d’organisation sociale le plus complexe qu’une
espéce animale puisse exprimer. Elle est définie par une coopération des soins aux jeunes,
une division du travail reproducteur et par un chevauchement des générations capables de

contribuer aux différentes taches de la colonie (Oster & Wilson, 1978).

La division du travail reproducteur s’accompagne généralement de différences

morphologiques, physiologiques et comportementales. Chez les fourmis, la reproduction au

! Dans son livre The descent of man, and selection in relation to sex, Darwin écrit au sujet des fourmis : “... yet
their cerebral ganglia are not so large as the quarter of a small pin’s head... [yet] the brain of an ant is one of
the most marvellous atoms of matter in the world, perhaps more so than the brain of man.” (Darwin, 1871)
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sein de la colonie est généralement assurée par une ou plusieurs gynes (ou reines), on parle
alors de monogynie et polygynie, respectivement. Ces gynes ont préalablement été
fécondées par un ou plusieurs males, on parle alors de monoandrie et de polyandrie,
respectivement. Les males ont une courte espérance de vie dans la mesure ou ils meurent
rapidement aprés I'accouplement tandis que les gynes ont une espérance de vie plus longue
(plusieurs années) et assurent la production des ouvrieres et des individus reproducteurs,
qui eux, quitteront la colonie lors de I'essaimage. Des différences morphologiques entre les
castes reproductrices et les ouvriéres sont souvent observées chez les fourmis. Les sexués
possedent des ailes (Figure 5), permettant leur dispersion lors de |'essaimage (apres
I’'accouplement, les gynes perdent leurs ailes et fondent leur colonie). De plus, les gynes sont
généralement plus grosses que les ouvrieres et possedent un thorax plus large contenant les
muscles alaires. Elles possedent également une spermatheque et des ovaires développés
afin d’assurer la reproduction. Les ouvriéres, en revanche, n‘ont généralement pas de
spermathéque et possédent des capacités reproductrices réduites voire inexistantes bien
gu’elles puissent parfois, en I'absence de la reine, produire des males qui sont haploides

(Holldobler & Wilson, 1990).

s
A\ 5
gyne non fécondée male minor media major
Caste reproductrice Caste ouvriére

Figure 5 : Polymorphisme chez la fourmi Camponotus aethiops.

La caste reproductrice (gyne et male) et la caste ouvriére présentent des différences morpholo-
giques. Les males et les gynes (avant fécondation) sont ailés tandis que les ouvrieres sont apteres.
Les gynes sont plus grosses que les ouvrieres et possédent un thorax plus large contenant les muscles
alaires. Un polymorphisme chez les ouvriéres est également observé avec trois sous-castes: ouvriéres
minor, media et major. Echelle graphique : 1cm.
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Chez les ouvriéeres, des castes comportementales assurent des taches différentes au
sein de la colonie. Le terme de caste comportementale s’applique ici a un groupe d’individus
spécialisés dans la réalisation d’une tache a plus ou moins long terme (Oster & Wilson,
1978). Ces taches sont généralement réalisées par des individus d’age différent, on parle
alors de polyéthisme temporel ou polyéthisme d’age (Oster & Wilson, 1978; Holldobler &
Wilson, 1990) (Figure 6). Dans ce cadre, il est classiqguement observé que les fourmis les plus
jeunes réalisent les taches a l'intérieur du nid telles que le soin au couvain (nourrissage des
larves et aide a I’éclosion des cocons de nymphose) et le soin a la reine. Par la suite, elles
délaisseront le soin au couvain et a la reine, qui sera assuré par les ouvriéres plus jeunes, et
s’occuperont de la maintenance du nid. Plus tard, lorsqu’elles seront plus agées, elles effec-

tueront les taches a I'extérieur du nid telles que le fourragement ou la défense de la colonie.

Soin au couvain, a la reine

Tache - Maintenance du nid

Fourragement, défense

>

éclosion mort

Mécanismes { Développement/maturation neurophysiologique

Figure 6 : Schéma de I'allocation des taches au cours de la vie d’'une fourmi ouvriére.

La séquence des taches réalisées par une ouvriere au cours de sa vie est indiquée en vert (partie su-
périeure) et les mécanismes proposés pour rendre compte du polyéthisme temporel sont en bleu
(partie inférieure). Adapté de Giraldo & Traniello (2014)

Chez quelques especes de fourmis, un polymorphisme au sein de la caste ouvriére
est également observé. Ainsi, on peut par exemple distinguer trois sous-castes : les ouvrieres
minor, les ouvrieres media et les ouvrieéres major (Figure 5). Le polymorphisme dans la caste
ouvriere est souvent étroitement lié a la réalisation de taches différentes, bien que la divi-
sion du travail entre les sous-castes ne soit pas totalement stricte. Les ouvrieres minor
seraient ainsi davantage impliquées dans le soin au couvain, les ouvriéres media dans le

fourragement et les ouvriéres major dans la défense de la colonie ou le transport des proies
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les plus lourdes (Holldobler & Wilson, 1990). Notons ici que le polyéthisme de caste peut se
superposer au polyéthisme temporel. Par exemple, des ouvrieres minor réalisant les taches a
I'intérieur du nid lorsqu’elles sont jeunes iront plus tard fourrager lorsqu’elles seront plus

agées.

L'absence de tout contrdle hiérarchique dans la division du travail a conduit de
nombreux chercheurs a identifier et comprendre les mécanismes sous-tendant le
polyéthisme. Ainsi, différents modeles ont été proposés pour expliquer I'émergence de la
division du travail (pour revue, Beshers & Fewell, 2001). Parmi ces modéles, le modele des

seuils de réponse est celui qui est le plus communément accepté.

Le modele des seuils de réponse stipule que les individus de la colonie ont des
sensibilités différentes aux stimuli associés a la réalisation d’une tache. Cette variation
interindividuelle des seuils de réponse parmi les ouvrieres de la colonie serait a I'origine de
la division du travail (Robinson, 1992; Bonabeau et al., 1998; Theraulaz et al., 1998; Beshers
& Fewell, 2001). Ainsi, chaque ouvriére de la colonie posséderait pendant une période plus
ou moins longue, un seuil interne fixe de réponse pour chaque tache du répertoire
comportemental (Robinson, 1992; Bonabeau et al., 1996, 1998). Une ouvriére réalisera une
tache dés lors que le stimulus qui lui est associé dépasse son seuil interne de réponse. Par
conséquent, les individus les plus sensibles aux stimuli associés a une tache se spécialisent
dans cette derniere (Beshers & Fewell, 2001; Page & Erber, 2002). Ce modeéle suggéere donc
gue les individus de la colonie sont totipotents et qu’ils possedent tous un seuil pour une
tache donnée. De ce fait, 'augmentation du niveau d’un stimulus résulte en un recrutement
d’ouvriéres supplémentaires pour réaliser la tache associée, puisque les seuils d’'un plus
grand nombre d’individus seraient dépassés. Des variations interindividuelles dans les seuils
de réponse ont par exemple été montré dans le cadre de la ventilation du nid chez le
bourdon et chez I'abeille (O’Donnell & Foster, 2001; Weidenmiiller, 2004; Jones et al., 2004)
et dans le cadre du fourragement chez cette derniere (Page et al., 2006). En effet, chez
I'abeille, les seuils de réponse a des solutions sucrées de diverses concentrations s’avérent
fortement corrélés a la la nature des ressources (eau, pollen ou nectar) qu’elles fourragent,
les fourrageuses de pollen et d’eau ayant des seuils inférieurs a ceux des fourrageuses de
nectar (Page et al., 1998; Pankiw & Page, 2000; Pankiw et al., 2001; Scheiner et al., 2004;

Page et al., 2006). De plus, les seuils de réponse au sucre d’ouvriéres émergentes sont
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également corrélés avec la nature des ressources qu’elles exploitent lorsqu’elles
commencent a fourrager (e.g., les ouvrieres ayant les seuils les plus bas a I'émergence se
spécialisent en fourrageuses de pollen) (Pankiw & Page, 2000; Pankiw et al., 2004). Ainsi, la
variabilité interindividuelle dans les seuils de réponse au sucre permettrait d’expliquer
I'émergence des spécialisations dans le comportement de fourragement. Bien que des
études aient montré chez des fourrageuses de diverses espéces de fourmis qu’il existait des
différences dans les seuils de réponse au sucre (Falibene & Josens, 2012) et qu’il y avait un
effet de la concentration de sucre sur la réponse comportementale dans le cadre du
recrutement (Hangartner, 1969, 1970; Verhaeghe, 1982; de Biseau et al., 1991; Beckers et
al., 1993; Schilman, 2011) ou de la consommation de sucre (Shetty, 1982; Josens et al., 1998;
de Biseau & Pasteels, 2000; Falibene et al., 2009), aucune étude n’a, a ce jour, démontré de
lien direct entre la variabilité interindividuelle dans les seuils de réponse au sucre et la

spécialisation comportementale chez la fourmi.

Il a été montré chez différentes especes de fourmis présentant un polymorphisme au
sein de la caste ouvriére, que les ouvriéres major et minor différent quant a leurs réponse a
des stimuli de recrutement dans le cadre du fourragement et de la défense du nid (Detrain &
Pasteels, 1991, 1992; Salzemann & lJaffe, 1991; Whitehouse & lJaffe, 1996; Hughes &
Goulson, 2001; Kleineidam et al., 2007). Cependant, aucune étude n’a mis en évidence que
les individus d’'une méme sous-caste physique présentaient une variabilité interindividuelle
dans des seuils de réponse et que cette derniere était corrélée a la spécialisation

comportementale des individus.

Le polyéthisme temporel pourrait étre expliqué par des changements de seuils de
réponse au cours de la vie de l'ouvriére (Robinson, 1987) puisqu’il a été montré que la
séquence des taches réalisées accompagne un processus développemental (Robinson, 1992)
(Figure 6). Ainsi, le changement d’activité traduirait une maturation physiologique telle
gu’une augmentation du volume de certaines structures cérébrales, notamment celles
impliquées dans la perception et la mémoire des odeurs (Gronenberg et al., 1996;
Muscedere & Traniello, 2012; Kamhi & Traniello, 2013). Ces modifications permettraient
ainsi une expansion du répertoire comportemental de lindividu (rappelons ici que la
majorité des comportements de la fourmi repose sur 'olfaction) et seraient adaptées dans

un contexte de fourragement. De plus, une étude chez Camponotus floridanus a montré que
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I'augmentation du volume des structures impliquées dans la perception et la mémoire des
odeurs était également dépendante de l'actvité comportementale et de |'expérience
olfactive des individus (Gronenberg et al., 1996). En effet, le volume des CP de nourrices
n‘ayant pas de couvain ou de reine a soigner (peu d’expérience olfactive et d’activité
motrice) est inférieur a celui de nourrices, non privées de couvain, et a celui de

fourrageuses.

La maturation physiologique serait quant a elle dépendante des variations du taux
d’hormones du développement telles que I’hormone juvénile (Robinson, 1992; Dolezal et al.,
2012) ou des niveaux d’amines biogenes (Taylor et al., 1992; Wagener-Hulme et al., 1999;
Schulz & Robinson, 1999; Schulz et al., 2004; Seid & Traniello, 2005; Seid et al., 2008; Wnuk
et al.,, 2011; Muscedere et al., 2012; Kamhi & Traniello, 2013), qui sont a la fois des
neurohormones, des neuromodulateurs et des neurotransmetteurs (Blenau & Baumann,
2001). A ce titre, des administrations de méthoprene, un analogue a I’hormone juvénile, ou
d’amines biogénes telles que I'octopamine accélérent le polyéthisme temporel (O’Donnell &

Jeanne, 1993; Schulz & Robinson, 2001; Schulz et al., 2002), étayant ainsi cette hypotheése.

Chez la fourmi, des variations dans la sensibilité a certains stimuli en fonction de I'age
ont déja été rapportés dans la littérature. Ainsi, chez Myrmica rubra la réactivité aux
phéromones de piste et a des phéromones de recrutement augmente avec l'age
(Cammaerts-Tricot, 1974; Cammaerts-Tricot & Verhaeghe, 1974), permettant ainsi le
recrutement des individus les plus agés vers une source de nourriture ou vers un intrus. Chez
Lasius niger, les fourrageuses sont plus sensibles a la lumiére (lumiére rouge) que les
nourrices (Depickére et al., 2004), les prédisposant ainsi a quitter le du nid afin d’accomplir
des taches extérieures telles que le fourragement. Les variations de sensibilité aux stimuli
pourraient donc étre sous-tendues par les processus de maturation physiologique et
expliqueraient la succession des taches accomplies par les ouvriéres en fonction de leur age.
Bien que ces travaux aient montré un effet de I'age ou de la caste sur la sensibilité a certains
stimuli, ceux de Cammaerts-Tricot (1974, 1974) se sont intéressés a |'effet de I'dge sans pour
autant préciser la specialisation comportementale des différents individus (e.g., nourrices ou
fourrageuses) et ceux de Depickére et collaborateurs (2004) n’ont analysé I'effet de la
lumiere rouge chez les nourrices et les fourrageuses qu’a une échelle collective. En

conséquence, aucune étude des seuils de réponse (mesure individuelle de la sensibilité aux
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stimuli) chez des castes exécutant différentes taches en fonction de leur age n’a encore été

réalisée chez la fourmi.

2) Apprentissage et mémoire olfactifs chez la fourmi

Les capacités d’apprentissage et de mémoire olfactifs ont depuis longtemps été
montré chez les fourmis dans le cadre de la reconnaissance coloniale (pour revue, d’Ettorre
& Lenoir, 2010), du fourragement (Littledyke & Cherrett, 1978; Roces, 1990; Johnson, 1991;
Beckers et al., 1994; Roces, 1994; Dornhaus & Franks, 2008) ou des odeurs associées au nid

(Vowles, 1964; Jaison, 1980; Dejean, 1990; Djieto-Lordon & Dejean, 1999).

Cependant, le premier protocole d’apprentissage olfactif individuel en conditions
controlées de laboratoire, n’a été établi que récemment (Dupuy et al., 2006). Dans cette
étude pionniere, des fourmis Camponotus mus et Camponotus fellah étaient entrainées
individuellement a différentier deux odeurs dans un labyrinthe en Y dans lequel elles
pouvaient se déplacer librement. Dans un des bras, une odeur (SC+) était positivement
renforcée avec une solution sucrée (stimulus appétitif) tandis que dans le second bras, une
autre odeur (SC-) était négativement renforcée avec de la quinine, une substance amere
(stimulus aversif). Au cours des essais, les fourmis des deux espéces étudiées apprenaient a
discriminer les odeurs et lors du test de rappel, olu les bras contenaient uniquement les
odeurs conditionnées, les fourmis choisissaient préférentiellement et passaient
significativement plus de temps dans le bras contenant I'odeur qui avait été préalablement
associée au sucre. Ainsi, cette expérience montrait clairement la nature associative de
I'apprentissage olfactif chez la fourmi; la forme d’apprentissage impliquée, (i.e.
conditionnement opérant, pavlovien ou les deux), ne pouvant étre précisée (Dupuy et al.,

2006).

Par la suite, d’autres études ont utilisé ce type de dispositif ou d’autres formes de
dispositif afin de procéder a des conditionnements olfactifs individuels de fourmis libres de
leur mouvement (Josens et al., 2009; Bos et al., 2010, 2012). Bien que I'ensemble de ces
études se soient montrées pertinentes dans I'étude de |'apprentissage et de la mémoire
olfactifs, l'utilisation de fourmis libres de leur mouvement ne permet pas de controler

précisément la durée ou la séquence de présentation des stimuli, I'intervalle inter-essai (IIE)

36



Introduction

ou inter-stimulus, ou encore le nombre de fois ou l'individu fait I'expérience des stimuli
appétitif et aversif. Ces parametres s’averent pourtant cruciaux dans les processus impliqués

dans I'apprentissage et la mémoire (Menzel, 1999; Menzel et al., 2001; Frost et al., 2012).

a) Conditionnement pavlovien olfactif appétitif de la réponse d’extension du
maxilla-labium

Afin de controler les différents paramétres mentionnés ci-dessus, un protocole de
conditionnement chez des fourmis en contention, ou seules les antennes et les piéces
buccales peuvent bouger librement (Figures 7A-B et 8), a été élaboré récemment (Guerrieri
& d’Ettorre, 2010). Ce protocole a été adapté a partir de celui existant chez I'abeille, ou les
performances d’apprentissage et de mémoire olfactifs sont évaluées grace au
conditionnement pavlovien du réflexe d’extension du proboscis (REP, Takeda, 1961;

Bitterman et al., 1983; Giurfa & Sandoz, 2012) (Figure 7C).

P -

J'
Stimulation sucrée

-
. |
Figure 7 : Réponse d’extension du maxilla-labium (REMal) de la fourmi et réflexe d’extension du

proboscis (REP) de I’abeille.
A) Une ouvriere Camponotus aethiops en contention. Par cette méthode de fixation, seules les

antennes et les piéces buccales peuvent se mouvoir. La vue de profil permet de voir les antennes et
les pieces buccales, parties du corps qui peuvent étre stimulées par une solution sucrée dans le but
de déclencher la REMaL. B) La REMaL en réponse a une stimulation sucrée au niveau des antennes,
chez la fourmi en contention. C) Le réflexe d’extension du proboscis (REP) en réponse a une
stimulation sucrée au niveau des antennes, chez I'abeille en contention. La REMaL de la fourmi est
ainsi I'analogue du REP de I'abeille.
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Lorsque les antennes, les tarses ou les pieces buccales d’une abeille a jeun sont
stimulées par une solution sucrée (Sl), 'abeille étend de maniére réflexe son proboscis (RI)
afin d’ingérer la solution sucrée (Figure 7C). Ainsi, en appariant de maniére antérograde une
odeur originellement neutre (SC+) a la solution sucrée (Sl), I'abeille est capable de former
une association entre les deux stimuli et répondre avec le REP (RC) lors de la présentation
seule de I'odeur car cette derniére aura acquis une valeur prédictive de la récompense
sucrée. De maniére similaire a I'abeille, des fourmis a jeun en contention étendent leur
maxilla-labium lorsque les sensilles gustatives, présentes sur leurs antennes ou leurs piéces
buccales (Gronenberg, 2008; Nakanishi et al., 2009; Mysore et al., 2009), sont stimulées avec

une solution sucrée (Guerrieri & d’Ettorre, 2010; Falibene & Josens, 2012) (Figure 7A-B).

Conditionnement

Figure 8 : Conditionnement pavlovien de la réponse d’extension du maxilla-labium (REMalL).

A-D) Séquence des différentes étapes du conditionnement. Comportement d’une fourmi
Camponotus aethiops en contention au cours des différentes étapes du conditionnement (panel du
haut) lors de la présentation appariée de I'odeur (SC) et de la solution sucrée (Sl), ou I'odeur anticipe
la délivrance de la solution sucrée, résultant ainsi en un chevauchement des deux stimuli (panel du
bas). A) Présentation de I'odeur seule. La présentation de I'odeur ne déclenche aucune réponse de la
part de la fourmi puisque elle est initialement neutre pour l'individu. B) Présentation de la
stimulation sucrée au niveau des antennes en présence de I'odeur. La fourmi présente la REMaL (RI)
en réponse a la stimulation sucrée. C) La fourmi ingére la solution sucrée en présence de I'odeur. D)
La fourmi continue d’ingérer la solution sucrée alors que I'odeur n’est plus présentée. E) Test de
rappel. Apres un a plusieurs appariements odeur-sucre, la fourmi présente la REMal lors de la
stimulation avec l'odeur seule dans l'attente de la récompense sucrée puisqu’elle a associé la
présentation anticipée de I'odeur a la solution sucrée.

Il est alors possible de conditionner la réponse d’extension du maxilla-labium (REMaL ; RIl) a

une odeur originellement neutre (SC+), en appariant cette derniére a une récompense
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sucrée (SI). Aprés un a plusieurs appariements odeur-sucre, la fourmi apprend ainsi que
I’odeur anticipe la récompense sucrée. La fourmi présente par la suite la REMal (RC) lors de

la présentation de I'odeur seule (Guerrieri & d’Ettorre, 2010) (Figure 8).

b) Des capacités d’apprentissage variables mais remarquables

En plus de controler les différents parametres de |'apprentissage, I'avantage du
protocole de conditionnement de la REMaL est de pouvoir savoir a quel moment l'individu a
effectivement appris. En effet, lors de ce type de conditionnement, la réponse de I'animal
lors de la présentation de I'odeur est binaire (REMalL = association odeur-sucre acquise ;
absence de REMalL = association odeur-sucre non acquise). Il est ainsi possible d’établir des
courbes d’acquisition au cours des essais du conditionnement qui illustrent le pourcentage
d’individus ayant présenté la REMaL lors de la stimulation avec I'odeur (Figure 9). Ces
courbes montrent classiquement que le %REMal augmente au cours des essais du
conditionnement, donc que plus le nombre d’essais augmente plus le nombre d’individus
ayant appris I'association odeur-sucre augmente aussi (Figure 9). Ceci révele I'existence

d’une variabilité interindividuelle dans les capacités d’apprentissage olfactif chez les fourmis.

Des études chez I'abeille ont révélé que les performances d’apprentissage appétitifs
olfactifs ou tactiles étaient sous-tendues par des différences de sensibilité a la récompense
sucrée (Scheiner et al., 1999, 2001a, 2001b) et que les performances d’apprentissage olfactif
aversif étaient sous-tendues par des différences interindividuelles de sensibilité a des chocs
électriques ou a des stimulations thermiques (Roussel et al., 2009; Junca et al., 2014) ; les
individus les plus sensibles au stimulus appétitif et les individus les plus sensibles au stimulus
aversif étant ceux montrant les meilleures performances d’apprentissage, respectivement
appétitif et aversif . Il apparait donc important de tester si la variabilité interindividuelle dans
les capacités d’apprentissage olfactif appétitif, observée chez la fourmi, pourrait également

dépendre de leur sensibilité a la récompense sucrée.
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%REMalL
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Figure 9 : Performances d’apprentissage et de rétention lors du conditionnement olfactif appétitif
de la REMaL.

Courbes d’acquisition classiquement obtenues lors de ce type de conditionnement, ici chez la fourmi
Camponotus aethiops. Au premier essai du conditionnement (premiere association odeur-sucre),
aucune fourmi ne présente la REMalL puisque l'odeur est initialement neutre. Au cours des essais
successifs, les fourmis associent I'odeur a la présentation de la solution sucrée et présentent la
REMaL en réponse a la présentation de I'odeur seule. La courbe d’acquisition montre qu’apres un
faible nombre d’essais, il existe un pourcentage élevé de fourmis ayant appris I'association odeur-
sucre mais qu’il existe aussi une variabilité interindividuelle dans les performances d’apprentissage.
En effet, dans cet exemple, pres de 40% des fourmis ont appris apres un seul essai, 30%
supplémentaires aprés deux essais et encore 10% de plus aprés trois essais. Lors du test de rappel,
10min apreés le conditionnement (présenté en un point séparé sur le graphique), un pourcentage de
fourmis, similaire a celui du dernier essai, présente la REMaL lors de la présentation de I'odeur,
montrant ainsi la robustesse de I'apprentissage. Adapté de Bos et al. (2013).

En dépit des différences dans les performances d’apprentissage ou dans les
procédures de conditionnement (animaux libres ou en contention), les fourmis font état
d’excellentes capacités mnésiques puisqu’elles sont capables de restituer I'information
apprise aussi bien a court terme (5-10min aprés le conditionnement ; Dupuy et al., 2006;
Provecho & Josens, 2009; Guerrieri & d’Ettorre, 2010; Bos et al., 2010), qu’a moyen terme
(1-12h aprés le conditionnement ; Guerrieri & d’Ettorre, 2010; Guerrieri et al., 2011) ou qu’a
long terme (24-72h aprés le conditionnement ; Josens et al., 2009; Guerrieri et al., 2011),
comme cela a déja été rapporté chez d’autres insectes tels que I'abeille (pour revue, Menzel,
2012), la drosophile (pour revue, Perisse et al., 2013), le grillon (Matsumoto & Mizunami,

2000, 2002) ou la blatte (Sakura & Mizunami, 2001).
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3) La perception des odeurs

a) Le systéme olfactif de la fourmi

Chez la fourmi et plus largement chez les insectes, les antennes sont les organes
sensoriels principaux pour la perception des odeurs. Sur la surface des antennes on trouve
des sensilles qui consistent en des protubérances cuticulaires renfermant la lymphe
sensillaire dans laquelle baignent les dendrites des neurones récepteurs olfactifs (NRO)
(Figure 10, encadré). Chez les fourmis du genre Camponotus, les NRO sont hébergés par
différents types de sensilles (i.e. sensilla basiconica présents uniqguement chez les femelles,
sensilla trichodea | (similaires aux sensilla curvata) et sensilla trichodea 1) (Nakanishi et al.,

2009, 2010; Mysore et al., 2010).

Les molécules odorantes plus ou moins volatiles, traversent les pores des sensilles et
atteignent les dendrites des NRO grace a des protéines de liaison des odeurs (odorant
binding proteins) (pour revue, Leal, 2013) avant de se lier aux récepteurs olfactifs (RO), qui
sont des protéines a 7 domaines transmembranaires couplées a des protéines G, provoquant
ainsi un potentiel récepteur (pour revue, Benton, 2006). Si le potentiel récepteur est
suffisamment important, il déclenchera un potentiel d’action qui transitera le long de
I’axone du NRO. Les axones des NRO forment le nerf antennaire et se projettent dans le lobe
antennaire (LA) qui constitue le premier relais de traitement de l'information olfactive
(Figure 10). Le LA est constitué de glomérules, des neuropiles de structure sphéroidale,
considérés comme des unités fonctionnelles du traitement olfactif (Hildebrand & Shepherd,
1997). Le LA des ouvrieres du genre Camponotus est divisé en 7 groupements de glomérules
(T1-T7), conformément a la division des tractus des axones des NRO (Zube et al., 2008; Zube

& Rossler, 2008; Mysore et al., 2009; Nakanishi et al., 2010; Nishikawa et al., 2012).

Des études chez la drosophile ont montré que chaque NRO exprime un seul RO
spécifique et que les axones des NRO exprimant le méme type de RO convergent vers le
méme glomérule dans le LA (Clyne et al., 1999; Vosshall et al., 1999, 2000; Couto et al.,
2005; Hallem & Carlson, 2004; Vosshall & Stocker, 2007).
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Figure 10 : Schéma du systéme olfactif de la fourmi.

Les molécules odorantes sont percues au niveau des antennes grace a des sensilles qui sont des
évaginations cuticulaires contenant les dendrites des neurones récepteurs olfactifs (encadré). Les
molécules traversent les pores sensillaires et se lient a des récepteurs olfactifs situés dans la
membrane des dendrites des neurones récepteurs olfactifs. L'information olfactive transite ensuite le
long de I'axone du neurone récepteur olfactif. L'ensemble des axones des neurones récepteurs
olfactifs forment le nerf antennaire (rouge) et se projette dans le lobe antennaire, premier relais de
traitement de I'information olfactive. Le lobe antennaire est constitué de glomérules qui sont des
amas synaptiques entre les neurones récepteurs olfactifs (rouge), les neurones de projection (violet)
et les interneurones locaux (jaune). L'information olfactive est ensuite acheminée vers les centres
supérieurs du protocérébron: la corne latérale (vert) et les corps pédonculés (bleu).
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Chez les espéces de fourmis étudiées jusqu’a présent, on recense chez les ouvriéres
entre 170 et 630 glomérules par LA (Hoyer et al., 2005; Kleineidam et al., 2005; Nishikawa et
al., 2008; Zube et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Kelber et al., 2009, 2010; Kuebler et al.,
2010; Mysore et al., 2009; Nakanishi et al., 2010), 450 en moyenne (organisés en plusieurs
couches) chez les fourmis du genre Camponotus (Zube et al., 2008; Zube & Rdossler, 2008;
Nishikawa et al., 2008; Mysore et al., 2009; Nakanishi et al., 2010), comparé a 43 chez la
drosophile ou 160 chez I'abeille, en faisant ainsi I'un des insectes montrant la plus grande
complexité au niveau du LA (Kleineidam & Rd&ssler, 2009). Selon la logique de la
correspondance entre le nombre de RO et de glomérules, les fourmis possederaient
plusieurs centaines de genes codant pour les récepteurs olfactifs. Un nombre élevé de
glomérules, et donc par extension de RO, est généralement considéré comme l'indice d’un
niveau élevé de capacités de discrimination olfactive (Kleineidam & Rdssler, 2009).
Comparativement a d’autres espeéces d’insectes, les capacités de discrimination des fourmis
se situeraient donc a un niveau relativement élevé, et nous confirment qu’elles constituent
un modeéle de choix dans I'étude de la perception et de l'apprentissage olfactifs. Leur
sensibilité olfactive particuliere s’expliquerait par le fait que, contrairement a d’autres
insectes qui utilisent sensiblement le canal visuel, la majorité des especes de fourmis ont une
vie individuelle et collective largement déterminée par I'analyse de signaux olfactifs, et
montrent une communication chimique des plus avancées parmi les insectes sociaux

(Gronenberg, 2008).

Dans chaque glomérule, les NRO forment des connexions synaptiques avec des
neurones efférents appelés neurones de projection (NP) (Zube et al., 2008; Zube & Rossler,
2008; Rossler & Zube, 2011; Nishikawa et al., 2012; pour revue, Martin et al., 2011) et des
interneurones locaux (NL) majoritairement inhibiteurs (Christensen et al., 1998; Sachse &
Galizia, 2002; Olsen & Wilson, 2008; Chou et al., 2010; Seki et al., 2010; Nishikawa et al.,
2012; pour revue, Martin et al., 2011), permettant ainsi un relais de I'information vers les
centres supérieurs situés dans le protocérébron : les calyces des corps pédonculés (CP) et la
corne latérale (CL) (Zube et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Rossler & Zube, 2011; Nishikawa
et al., 2012; pour revue, Martin et al., 2011) (Figures 10 et 11). Les interneurones locaux
seraient organisés en différents sous-réseaux avec des fonctions différentes (Nishikawa et

al., 2012; Fonta et al., 1993; Sachse & Galizia, 2002) et permettraient notamment, par des
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processus de contrdle de gain et d’inhibitions latérales asymétriques (Sachse & Galizia, 2002;
Olsen & Wilson, 2008), de moduler la représentation spatio-temporelle des réponses
olfactives dans le LA (Stopfer et al., 1997; Christensen et al., 1998; Sachse & Galizia, 2002;
Wilson & Laurent, 2005; Olsen & Wilson, 2008) afin d’affiner et d’augmenter les différences
dans la représentation des odeurs dans le LA (Sachse & Galizia, 2002; Silbering & Galizia,
2007; Deisig et al., 2010; Barth et al., 2014). Par conséquent, le LA représente un véritable

centre de traitement de I'information olfactive et non un simple relais de cette information.

Chez les fourmis et plus largement chez les hyménoptéres, les NP relaient
I'information olfactive vers les centres supérieurs via deux principaux tractus antenno-
cérébraux (médian [TAC-m] et latéral [TAC-I]) qui sont majoritairement uni-glomérulaires et
via trois TAC médio-latéraux (TAC-ml) qui sont eux principalement multi-glomérulaires (Abel
et al., 2001; Kirschner et al., 2006; Zube et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Rossler & Zube,
2011; Nishikawa et al., 2012; Galizia & Rossler, 2010) (Figure 11). Les champs dendritiques
des TAC-m et TAC-| sont ségrégés, formant ainsi deux hémisphéres glomérulaires dans le LA
(i.e. les glomérules du LA sont innervés par I'un de ces deux tractus mais pas par les deux).
Leurs domaines de projection dans les CP et la CL resteraient eux aussi majoritairement
séparés (Kirschner et al.,, 2006; Zube et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Rossler & Zube,
2011; Nishikawa et al., 2012), formant ainsi des projections a deux voies et indiquant que
I'information olfactive des glomérules du LA serait traitée et transférée parallelement aux
centres supérieurs (Zube et al., 2008; Yamagata et al., 2009; Galizia & Rossler, 2010). Les
TAC-ml quant a eux ne se projettent que dans la CL et le protocérébron latéral et dorsal
(Kirschner et al., 2006; Zube et al., 2008; Zube & Rdssler, 2008; Rossler & Zube, 2011;
Nishikawa et al., 2012; Galizia & Rossler, 2010).

Les projections axonales des NP font synapse avec des neurones intrinseques dans la
région des lévres et de l'anneau basal des calyces des CP: les cellules de Kenyon
(Gronenberg, 2001; Zube et al.,, 2008; Galizia & Rdssler, 2010; Rossler & Zube, 2011;
Nishikawa et al., 2012). Les signaux de divers systémes sensoriels (e.g., visuel) sont intégrés
dans les CP (Gronenberg & Ldépez-Riquelme, 2004; Ehmer & Gronenberg, 2004) afin de
permettre une sortie comportementale (Okada et al., 2003). Les CP seraient impliqués dans
I'apprentissage et la mémoire olfactifs (Vowles, 1964; Menzel et al., 1974; Erber et al., 1980;

Heisenberg et al., 1985; Schwaerzel et al., 2003) et dans de nombreux processus cognitifs
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(Giurfa, 2003, 2007) tandis que la CL serait impliquée dans le traitement de lI'information

olfactive indépendamment de I'expérience (Heimbeck et al., 2001).

Figure 11 : Schéma du traitement de I'information olfactive chez la fourmi.

L'information olfactive qui arrive au lobe antennaire (LA) par le nerf antennaire (NA) est ensuite
transférée aux centres supérieurs par les neurones de projections apres traitement par les
interneurones latéraux (NL). Les projections vers les centres supérieurs s’effectuent via deux
principaux tractus antenno-cérébraux : le tractus antenno-cérébral médian (TAC-m, en violet) et le
tractus antenno cérébral latéral (TAC-I, en orange) qui sont majoritairement uni-glomérulaires (partie
gauche du schéma). Les champs dendritiques des TAC-m et TAC-l sont ségrégués formant deux
hémisphéres glomérulaires dans le LA. Les TAC-l se projettent dans la région dorso-latérale de la
corne latérale (CL) puis dans I’'anneau basal (ab) et les levres () des calyces (Ca) des corps pédonculés
(CP), ou I'on trouve les cellules de Kenyon. Les TAC-m se projettent généralement dans d’autres
régions de I'anneau basal et des lévres des calyces des CP puis dans la région ventro-médiane de la
CL. Leurs domaines de projection dans les CP et la CL restent majoritairement séparés, formant ainsi
des projections a deux voies et indiquant que I'information olfactive des glomérules du LA serait
traitée et transférée parallelement aux centres supérieurs. Trois TAC médio-latéraux (TAC-ml, en
bleu) qui sont eux principalement multi-glomérulaires, ne se projettent que dans la CL et le
protocérébron latéral (partie droite du schéma). CC : complexe central; LO : lobe optique.
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Il est intéressant de noter que chez les fourmis, on observe généralement un
dimorphisme sexuel et un dimorphisme de caste dans I'organisation du systeme olfactif.
Effectivement, des variations dans le volume (Hoyer et al., 2005; Kleineidam et al., 2005;
Zube & Rossler, 2008; Mysore et al., 2009; Kuebler et al., 2010; Kelber et al., 2010; Nakanishi
et al., 2010), le nombre (Hoyer et al., 2005; Nishikawa et al., 2008; Zube & Rdssler, 2008;
Mysore et al., 2009; Kuebler et al., 2010; Nakanishi et al., 2010) ou linnervation des
glomérules (Zube & Rossler, 2008) ainsi que dans le nombre et la répartition des sensilles le
long de I'antenne (Dumpert, 1972; Nakanishi et al., 2009; Mysore et al., 2010) ont été
rapportées au sein de la caste reproductrice, entre les sous-castes ouvrieres et entre les
castes reproductrice et ouvrieres. Par exemple, chez différentes espéces du genre
Camponotus, on trouve généralement un nombre inférieur de glomérules chez les males
comparativement aux femelles (Nishikawa et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Mysore et al.,
2009; Nakanishi et al., 2010) et un nombre supérieur de glomérules chez les ouvrieres minor
comparativement aux ouvriéres media/major (Zube & Rossler, 2008; Mysore et al., 2009).
Ces différences dans le nombre de glomérules sont corrélées avec des différences dans le
nombre de sensilles entre les différentes castes (Nakanishi et al., 2009; Mysore et al., 2010).
Par exemple, les males ne possedent pas de sensille basiconique (Nakanishi et al., 2009;
Mysore et al., 2010) et ont un groupement de glomérules en moins comparé aux femelles
(Nishikawa et al., 2008; Zube & Rossler, 2008; Nakanishi et al., 2010), groupement qui
recevrait tres probablement les projections axonales des NRO renfermés dans ces fameux
sensilles (Nakanishi et al., 2010; Nishikawa et al., 2012). Il est de ce fait proposé que ce
groupement de glomérules serait impliqué dans le traitement de certaines odeurs sociales
ou nécessaires a la réalisation de taches spécifiquement faites par les femelles (e.g., soin au
couvain ou construction du nid) (Nishikawa et al., 2012). Les différences dans |'organisation
des LA entre les sous-castes ouvriéres pourraient étre impliquées dans les variations de
réponses comportementales a des stimuli de nature olfactive, rapportées pour le genre
Camponotus (Holldobler & Wilson, 1990). En effet, les ouvriéres minor et media sont plus
impliquées dans le fourragement que les ouvriéres major, qui elles, sont plus impliquées
dans la défense du nid. De la méme maniére, des variations dans les volumes relatifs des CP
ont été rapportées chez des especes de Camponotus en fonction du sexe, de la caste, de
I’dge ou des taches comportementales effectuées par les ouvriéres (Gronenberg et al., 1996;

Ehmer & Gronenberg, 2004; Nishikawa et al.,, 2008; Mysore et al., 2009). Ainsi, des
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fourrageuses minor pourraient avoir de meilleures capacités d’apprentissage olfactif par
exemple que les autres castes physiques (i.e. ouvrieres major) ou comportementales (i.e.

nurses).

b) La représentation des odeurs dans le systéme nerveux

Afin de mieux comprendre comment les stimuli olfactifs sont représentés dans le
systeme nerveux, différentes techniques visant a enregistrer les modifications d’activité
cérébrale provoquées par la présentation des odeurs, ont été élaborées chez I'insecte. Par
exemple, I'imagerie optique (Joerges et al., 1997; Galizia et al., 2000; Fiala et al., 2002; Wang
et al.,, 2003) ou I'électrophysiologie (Stopfer et al., 1997, Mazor & Laurent, 2005) se sont
avérées particulierement utiles dans I'étude du traitement olfactif. Ces deux techniques ont
été adaptées avec succés chez la fourmi, bien que I'imagerie calcique soit la technique la
plus utilisée (Dumpert, 1972; Galizia et al., 1999b; Yamagata et al., 2005, 2006, 2007; Zube et
al., 2008; Kuebler et al., 2010; Brandstaetter et al., 2010; Dupuy et al., 2010; Brandstaetter &
Kleineidam, 2011; Brandstaetter et al., 2011). Elle consiste a mesurer les variations de
niveaux de calcium intracellulaire a I'aide de sondes calciques fluorescentes et repose sur le
fait que l'activation d’un neurone s’accompagne d’une augmentation de la concentration
cytoplasmique de calcium, liée a une entrée massive depuis le milieu extracellulaire mais

aussi a la libération de stocks présents dans la cellule.

L’emploi de I'imagerie calcique chez la fourmi et d’autres insectes a permis de mettre
en évidence que les odeurs sont représentées en termes de patrons d’activation spatio-
temporelle dans les glomérules du lobe antennaire (Joerges et al., 1997; Galizia et al., 19995,
1999q; Sachse et al., 1999; Fiala et al., 2002; Wang et al., 2003; Zube et al., 2008; Dupuy et
al., 2010; Brandstaetter et al., 2010, 2011) (Figure 12). Ces patrons d’activation sont
spécifiques pour chaque odeur (Joerges et al., 1997; Galizia et al., 1999b, 1999a; Sachse et
al.,, 1999; Wang et al., 2003; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010; Kuebler et al., 2010),
symétriques entre les deux LA (Galizia et al., 1998; Sandoz et al., 2003; Dupuy et al., 2010) et
montrent une reproductibilité intra et interindividuelles pour une méme odeur (Galizia et al.,
1999b, 1999a; Sachse et al., 1999; Wang et al., 2003; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010;

Brandstaetter et al., 2011) (Figure 12). Au sein du lobe antennaire, chaque odeur est codée
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par I'activité de plusieurs glomérules et chaque glomérule participe au codage de plusieurs
odeurs (i.e. les patrons d’activation se chevauchent) (Joerges et al.,, 1997; Galizia et al.,
1999a, 1999b; Sachse et al., 1999; Wang et al., 2003; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010).
Ainsi, la qualité de I'odeur serait représentée dans le LA par une combinaison de glomérules

activés (Figure 12).

AR (%)

1-hexanol 2-octanol hexanal heptanal +15

Stimulation 1

Stimulation 2

Figure 12 : Représentation des odeurs dans le lobe antennaire chez la fourmi Camponotus fellah.
L'imagerie optique des neurones de projection montre que les stimuli olfactifs sont codés en termes
de patrons d’activation glomérulaire au niveau du lobe antennaire chez les ouvrieres Camponotus
fellah. L’activation du lobe antennaire par les odeurs est représentée par un code couleur (du violet
foncé, activation a peine supérieure a la ligne de base, au rouge, activation maximale). Les patrons
d’activation glomérulaire sont spécifiques pour chaque odeur et reproductibles pour une méme
odeur (comparaison des stimulations 1 et 2 pour chaque odeur). Les encadrés numérotés indiquent
une plus grande similarité en termes d’activité évoquée par les odeurs au sein d’'un méme groupe
fonctionnel qu’entre deux groupes fonctionnels (i.e. la représentation des odeurs dans le LA est plus
similaire entre des alcools ou entre des aldéhydes qu’entre des alcools et des aldéhydes). Adapté de
Dupuy et al. (2010).

Puisque le codage des odeurs repose sur une représentation combinatoire de
glomérules activés, il est légitime de proposer qu’avec un plus grand nombre de glomérules,
un plus grand nombre de combinaisons pourraient étre effectuées et donc que les capacités
olfactives seraient accrues. Ainsi, la fourmi étant I'un des insectes présentant a ce jour la

plus grande complexité au sein du LA en terme de nombre de glomérules (voir section 11.3.a),
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elle posséderait des capacités olfactives particulierement remarquables au sein de cette

classe d’animaux.

Chez les ouvriéres du genre Camponotus, les odeurs sociales (les phéromones non
sexuelles ou les odeurs coloniales) sont elles aussi représentées en terme de patrons
d’activation de plusieurs glomérules (Galizia et al., 1999b; Zube et al., 2008; Brandstaetter et
al., 2010, 2011; Brandstaetter & Kleineidam, 2011) et chevaucheraient la représentation des
odeurs générales (Galizia et al., 1999b; Zube et al., 2008; Brandstaetter et al., 2011). En
conséquence, les représentations des odeurs sociales et générales ne peuvent étre
distinguées au niveau du lobe antennaire. Cependant, chez les fourmis « coupeuses de
feuilles », un macroglomérule présent uniqguement chez les castes ouvrieres impliquées dans
le fourragement, répondrait de maniere spécifique aux phéromones de piste (Kleineidam et
al., 2005; Kuebler et al., 2010), indiquant ainsi qu’un codage spécifique puisse exister pour

certaines sociales.

Dans le cas des odeurs générales, le codage dans le LA des insectes dépendrait en
partie des propriétés chimiques des odeurs telles que le groupe fonctionnel ou la longueur
de chaine. En effet, des composés monomoléculaires qui partagent I'une de ces dimensions
chimiques activent des patrons d’activation similaires. Par conséquent, la similarité chimique
des molécules odorantes se traduirait par une similarité dans la représentation des odeurs
au niveau du LA (Sachse et al., 1999; Lei et al., 2004; Guerrieri et al., 2005; Haddad et al.,
2008; Dupuy et al., 2010) (Figure 12). Des résultats similaires ont été observés dans le bulbe
olfactif des vertébrés (pour revue, Johnson & Leon, 2007). Comme nous l'‘avons vu
précédemment, la similarité perceptuelle est corrélée a la similarité structurelle des
molécules odorantes (voir section l.2.a). Ainsi, la similarité perceptuelle pourrait tout
simplement traduire la similarité dans la représentation neuronale des odeurs similaires
d’un point de vue structurel, comme cela a été proposé chez des espéces d’insectes et de
vertébrés (Imamura et al., 1992; Yokoi et al., 1995; Linster & Hasselmo, 1999; Guerrieri et al.,

2005; Barth et al., 2014).

A notre connaissance, aucune étude sur la représentation des odeurs dans les
centres supérieurs du systéeme olfactif (les CP et la CL) n’a été rapportée chez la fourmi.

Cependant chez d’autres insectes tels que I'abeille ou la drosophile, des études ont montré
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gu’au niveau des CP, les cellules de Kenyon s’activaient de maniere odeur-spécifique avec un
codage combinatoire et épars (Fiala et al., 2002; Perez-Orive et al., 2002; Szyszka et al.,
2005; Honegger et al., 2011). Dans la CL, on retrouve également un codage odeur-spécifique
qui est corrélé avec la représentation des odeurs dans le LA et qui dépend aussi des

propriétés chimiques des odeurs (Roussel et al., 2014).

Concernant la représentation des mélanges d’odeurs générales dans le lobe
antennaire, aucune étude n’a aujourd’hui été réalisée chez la fourmi. Cependant, des
recherches sur I'abeille, la drosophile ou le papillon ont révélé que le patron d’activation
glomérulaire d’'un mélange binaire d’odeurs au niveau des afférences du LA (i.e. les NRO)
était similaire a la combinaison des patrons évoqués par les composants du mélange
(Joerges et al.,, 1997; Deisig et al., 2006; Silbering & Galizia, 2007; Carlsson et al., 2007,
Kuebler et al., 2012; pour revue, Szyszka & Stierle, 2014). En revanche, au niveau des
efférences du LA (i.e. les NP), la représentation neurale du mélange s’écartait de celle de la
somme de ses composants, en raison, certainement, de I'action des NL (Silbering & Galizia,

2007; Deisig et al., 2010; Kuebler et al., 2012; pour revue, Szyszka & Stierle, 2014).

L'étude de la représentation des odeurs générales ou sociales dans le systéeme
nerveux des fourmis a l'aide de techniques d’imagerie calcique a contribué de maniere
significative a notre connaissance sur le traitement des odeurs chez cet insecte. Cependant,
I’emploi de cette technique semble a ce jour présenter de plus grandes difficultés et limites
que chez les autres insectes étudiés (e.g., Galizia et al.,, 1999b). En effet, la grande
complexité du LA (environ 450 glomérules organisé en plusieurs couches chez les
Camponotus) ne permet de visualiser qu’une partie tres restreinte du LA [e.g., chez les
fourmis du genre Camponotus on enregistre en moyenne 10% du nombre total de
glomérules contre 25% et 50% respectivement chez 'abeille et la drosophile (Dupuy et al.,
2010; Sachse et al., 1999; Guerrieri et al., 2005; Wang et al., 2003)]. De plus, I'attribution de
signaux calciques a des glomérules individuels n’est souvent pas possible directement
(Galizia et al., 1999b; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010; Brandstaetter et al., 2010;
Kuebler et al.,, 2010; Brandstaetter et al., 2011; Brandstaetter & Kleineidam, 2011). Enfin,
I'imagerie calcique s’avere une technique délicate offrant un faible rendement en termes de

nombre d’individus présentant de « bonnes » réponses calciques lors de la présentation des
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odeurs [entre 2 et 25% dans les études de Zube et al. (2008), Dupuy et al. (2010) et
Brandstaetter & Kleineidam (2011)].

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe une forte corrélation entre la
similarité dans la représentation des odeurs dans le systéme nerveux et la similarité
perceptuelle exprimée au niveau comportemental. Ainsi, une approche comportementale de
la perception des odeurs s’avere appropriée pour tenter de comprendre comment le
systeme olfactif des fourmis traite les odeurs et permet de s’affranchir des difficultés
expérimentales rencontrées avec l'imagerie calcique. De plus, bien qu’il soit possible
d’établir des corrélations entre la représentation neurale et |la perception des odeurs, il n’est
a ce jour pas possible de déduire directement comment un individu percoit les odeurs a
partir de la seule lecture des patrons d’activation glomérulaire suscités par ces odeurs. Par
exemple, la représentation dans le LA des odeurs homo- et hétéro-coloniales sont similaires
chez la fourmi Camponotus floridanus (du moins dans la partie imagée du LA), pourtant cette
derniére est capable de les discriminer d’un point de vue comportemental (Brandstaetter et
al., 2011). Par conséquent, I'approche comportementale reste une des meilleures facons de

savoir comment les animaux percgoivent les odeurs.

c) Approche comportementale de I’étude de la perception des odeurs

La majorité des études conduites dans le domaine de la perception des odeurs chez
la fourmi s’est principalement inscrite dans le cadre de la reconnaissance coloniale. Comme
nous l'avons évoqué précédemment, les fourmis possédent sur la surface de leur cuticule
des molécules odorantes, i.e. des hydrocarbures de longue chaine carbonée, trés peu
volatiles, qui seraient utilisées pour discriminer les individus appartenant a leur colonie des
individus étrangers (van Zweden & d’Ettorre, 2010). La plupart des études s’est ainsi
intéressée aux effets de I'ajout ou du retrait de certains composants du profil cuticulaire sur
la discrimination comportementale (acceptation ou rejet) des individus a qui on présentait
une fourmi dont le profil cuticulaire avait été modifié. Les recherches sur la perception des
odeurs générales telles que les volatils émis par les plantes, i.e. des hydrocarbures a courte
chaine carbonée, pouvant étre particulierement pertinentes dans le cadre du fourragement,

sont beaucoup plus récentes et chez la fourmi (Dupuy et al., 2006; Bos et al., 2013).

51



Introduction

L’élaboration des protocoles de conditionnement en conditions controlées de laboratoire,
présentés dans la section Il.2.a, permettent I'étude de la perception des odeurs chez la
fourmi. Par exemple, la similarité perceptive entre les stimuli olfactifs peut étre évaluée avec
précision a partir de conditionnement olfactif, soit en entrainant des fourmis en
conditionnement absolu (une odeur récompensée SC+), soit en entrainant des fourmis en
conditionnement différentiel (une odeur récompensée SC+ vs une autre odeur non
récompensée ou punie SC-). Dans les deux cas, on observe ultérieurement la réponse a des
odeurs différentes de celles utilisées lors du conditionnement afin de savoir si la fourmi les
percoit comme similaires (i.e. si elle généralise de I'odeur apprise a I'odeur testée) ou
dissimilaires (i.e. si elle répond d’une maniere différente a I'odeur testée par rapport a
I’odeur apprise). La similarité/dissimilarité perceptuelle peut ainsi étre évaluée par le niveau

de réponse a la nouvelle odeur relativement a celui de la réponse a I'odeur conditionnée.

i. Perception des odeurs simples

Les études portant sur la capacité des fourmis a discriminer des hydrocarbures
cuticulaires ou des odeurs florales ont montré que les caractéristiques structurelles des
odeurs telles que la longueur de la chaine carbonée, la classe d’hydrocarbures cuticulaires
(e.g., linéaires ou ramifiés) ou le groupe fonctionnel (e.g., alcool, aldéhyde ou cétone)
jouaient un réle critique dans la perception des odeurs (Camponotus aethiops : Bos et al.,
2012, 2013 ; Linepithema humile : van Wilgenburg et al., 2012). En effet, ces études ont
révélé que la similarité structurelle des odeurs se traduisait généralement en similarité
perceptuelle, comme cela a déja été montré chez de nombreuses espéces d’invertébrés et
de vertébrés (voir section l.2.a). Pour autant, une forte similarité structurelle entre les
odeurs ne signifie pas pour autant que les fourmis ne soient pas capables de les discriminer
puisqu’elles sont par exemple capables d’apprendre a différencier des odeurs ayant des
longueurs de chaine carbonée identiques et ne différant que par la position d’un groupe
carbonyle (Camponotus mus et Camponotus fellah: Dupuy et al., 2006) ou d’une

ramification méthyle (Linepithema humile : van Wilgenburg et al., 2012).

De maniere intéressante, des études chez la fourmi Camponotus aethiops ont
rapporté des cas de généralisation asymétrique entre des odeurs sociales ou générales (Bos

et al., 2012, 2013). La généralisation entre des odeurs A et B est dite asymétrique lorsque le
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niveau de réponse a l'odeur B aprés avoir été conditionné a I'odeur A est significativement
différent du niveau de réponse a I'odeur A apres avoir été conditionné a B (Sandoz et al.,
2001 ; Guerrieri et al., 2005). Ainsi, Bos et ses collaborateurs (2012, 2013) ont révélé qu’au
sein d’'un méme groupe fonctionnel ou d’'une méme classe d’hydrocarbure cuticulaire, les
niveaux de généralisation étaient plus élevés lorsque la chaine carbonée de |'odeur testée

était plus courte que celle de I'odeur conditionnée.

Les études sur la perception des odeurs simples chez la fourmi ont jusqu’a présent
utilisé un nombre d’odeurs relativement faible (par exemple, Dupuy et al. (2006) : deux
couples d’odeurs), ou encore un nombre de dimensions chimiques des odeurs important au
regard du nombre d’odeurs testées (par exemple, Bos et al. (2013) : 6 odeurs appartenant a
3 groupes fonctionnels différents et possédant deux longueurs de chaines différentes). Il
serait donc intéressant d’étudier I'effet de la similarité structurelle de plusieurs molécules
odorantes sur la perception des odeurs, en ne faisant varier qu’une seule dimension
chimique afin de dégager un effet consistant sur la relation entre la similarité structurelle et
la similarité perceptuelle des odeurs chez la fourmi. De plus, les travaux mentionnés
précédemment ont utilisé des protocoles de conditionnement aussi bien absolus (Bos et al.,
2012, 2013) que différentiels (Dupuy et al., 2006; van Wilgenburg et al., 2012). De ce fait, il
est légitime de s’interroger sur I'effet de I'expérience olfactive de la fourmi (effet de la
procédure de conditionnement) sur la similarité perceptuelle. En effet, comme nous I'avons
vu précédemment (section 1.2.c), I'expérience olfactive peut influencer de maniére

significative la représentation perceptuelle des stimuli.

ii. Perception des mélanges d’odeurs

L'unique étude s’étant intéressée a la facon dont les fourmis percoivent les mélanges
d’odeurs générales a été conduite trés récemment (Bos et al., 2013). Les auteurs ont
conditionné des fourmis Camponotus aethiops a des mélanges binaires d’odeurs variant en
termes de groupe fonctionnel et de longueur de chaine carbonée. Puis, ils ont testé la
réponse des fourmis aux composés du mélange. lls ont montré que pour certains mélanges,
les fourmis répondaient plus a I'un des deux composés mais que dans la majorité des cas, les
fourmis répondaient de maniére similaire aux deux composés du mélange. Dans les cas ou

une différence de réponse était observée entre les composants du mélange, les dimensions
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chimiques des odeurs semblaient jouer un role dans la perception du mélange (Bos et al.,
2013). Dans cette étude, les auteurs employaient le terme d’overshadowing a mauvais
escient puisqu’ils ne testaient pas si la réponse au composé « dominé » apres
conditionnement au mélange était significativement inférieure a la réponse de ce composé
aprés conditionnement a ce composé seulement, un critére crucial pour déterminer
I'occurrence de I'overshadowing (voir section 1.2.b). En conséquence, une étude du
phénomeéne de I'overshadowing dans la perception des mélanges d’odeurs reste a réaliser
chez la fourmi. Déterminer les regles qui gouvernent ce phénoméne permettrait également
de comprendre quels facteurs (e.g. les propriétés chimiques des molécules odorantes
composant le mélange) jouent un réle dans la perception des mélanges d’odeurs chez la

fourmi.
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Objectifs

Les études conduites dans cette thése ont eu pour objet de progresser dans nos
connaissances sur la division du travail et I'apprentissage et la perception des odeurs chez

la fourmi Camponotus aethiops.

Les fourmis et les insectes sociaux en général, fascinent depuis tres longtemps du fait
de leur organisation sociale complexe ou chaque individu réalise des taches spécifiques au
sein de la colonie. Quels facteurs sous-tendent cette division du travail ? Le modele des
seuils de réponse est souvent invoqué et différentes études chez la fourmi ont montré qu’il
existait des différences dans les seuils de réponse au recrutement entre des ouvriéres de
tailles différentes (e.g., ouvrieres minor et major Pheidole pallidula; Detrain & Pasteels,
1991, 1992). Cependant, aucune variabilité dans la sensibilité a des stimuli impliqués dans la
réalisation de taches n’a été rapportée entre des castes comportementales appartenant a
une méme sous-caste physique ou au sein de la caste reproductrice chez la fourmi. Chez
I'abeille, des variabilités interindividuelles dans la réponse au sucre ont été rapportées entre
des fourrageuses de pollen ou de nectars. La fourmi Camponotus aethiops se nourrit elle
aussi de substances sucrées (nectars extra-floraux), ainsi nous avons cherché s’il existait une
variabilité interindividuelle dans la réponse au sucre chez des ouvrieres minor,

appartenant a différentes castes comportementales, et chez les individus reproducteurs.

L’ensemble des recherches dans le domaine de 'apprentissage associatif s’accorde a
dire qu’il existe une variabilité interindividuelle dans les capacités d’apprentissage, certains
individus apprenant plus rapidement que d’autres. Quels facteurs sous-tendent une telle
variabilité ? Une hypotheése séduisante proposée par les recherches sur I'abeille est que les
différences dans la capacité d’apprentissage des individus résulteraient de la variation de
leur sensibilité au renforcement utilisé. De ce fait, nous avons cherché a savoir si les
performances d’apprentissage olfactif appétitif chez la fourmi étaient déterminées par leur

sensibilité a la récompense sucrée.
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Comment les animaux percoivent-ils leur environnement ? Comment en tirent-ils des
informations pertinentes afin d’adapter leur comportement a un monde complexe en
constante variation ? Autant de questions qui restent a ce jour non élucidées et qui font
I'objet de nombreuses recherches dans le domaine de [I'éthologie, de I’écologie
comportementale, de la psychologie ou encore des neurosciences sensorielles. Ainsi dans
cette thése, nous avons tenté d’apporter des réponses a ces questions en étudiant
notamment la perception et I'apprentissage des odeurs chez la fourmi. Cet animal,
relativement absent des études entreprises dans ces différents domaines, est depuis peu en
train de devenir un modele. Le développement récent d’un protocole de conditionnement
olfactif (Guerrieri & d’Ettorre, 2010) permet aujourd’hui d’aborder ces questions d’un point
de vue comportemental et dans des conditions controlées de laboratoire. Nous avons ainsi
utilisé ce protocole afin de savoir s’il était possible d’établir des régles prédictives en matiere
de perception olfactive sur la base des dimensions chimiques des odeurs, telles que la
longueur de leur chaine carbonée et le groupe fonctionnel. Chez les vertébrés et les
invertébrés, des études ont montré que la similarité perceptuelle des stimuli dépendait de la
similarité chimique des molécules. A ce titre, nous avons cherché si la longueur de la chaine

carbonée était une dimension pertinente dans la similarité perceptuelle chez la fourmi.

Une autre question centrale dans I'étude de la perception des stimuli est de savoir
comment I'expérience d’un individu améliore ses capacités de discrimination perceptuelle.
Les recherches sur ce sujet dans le domaine de I'olfaction sont cependant tres limitées chez
I'insecte et le nombre d’odeurs ou de combinaisons testées est souvent trop faible pour
tenter d’établir des régles générales sur I'effet de I'expérience sur la perception des odeurs.
Ainsi, un autre objectif de cette these a été de savoir si un conditionnement différentiel
pouvait améliorer les capacités de discrimination olfactive des sujets et si c’était le cas, de

proposer un mécanisme sous-jacent a I’affinement de ces capacités de discrimination.

L'étude de la perception des mélanges d’odeurs suscite de nombreuses questions.
Les individus percoivent-ils et apprennent-ils tous les composants d’'un mélange aussi bien
ou existe-t-il des interactions entre les composants d’'un mélange affectant la perception de
ce dernier ? Le phénomeéne de l'overshadowing s’avere pertinent dans I'étude de ces
questions. Des études précédentes sur ce phénomeéne chez l'insecte, avaient utilisé un

faible nombre d’odeurs (Smith, 1998), ne permettant ainsi pas de déterminer si ce
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phénomeéne obéissait a des regles spécifiques. Avec un plus grand nombre d’odeurs, nous
avons ainsi étudié le phénomeéne d’overshadowing chez la fourmi et cherché a savoir s’il
obéissait a des regles basées sur les propriétés chimiques des odeurs telles que le groupe

fonctionnel et la longueur de la chaine carbonée.
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Modele d’étude : la fourmi Camponotus aethiops

Le genre Camponotus est un des plus répandus dans le monde (plus de 1500 especes
et sous-especes décrites a ce jour) et se trouve dans la quasi-totalité des régions du globe. La
fourmi Camponotus aethiops, plus précisément, est une espéce terricole, abondante dans le
sud de I'Europe et en Turquie, surtout dans les habitats méditerranéens (Karaman et al.,

2011). Son nid est sous-terrain.

Cette espece est monogyne (Dartigues, 1978). Les gynes et les males s’accouplent en
vol durant I'essaimage. Le male meurt rapidement aprés I'accouplement tandis que la gyne
retourne au sol, perd ses ailes et cherche un endroit pour construire son nid ou elle pond ses
premiers ceufs. Jusqu’a 'émergence des premieres ouvrieres, elle vit sur ses réserves car elle
ne sort pas de son nid pour fourrager (fondation claustrale). Les nids matures atteignent
plusieurs milliers d’individus (Beckers et al., 1989). Un polymorphisme dans la caste ouvriére
est observé chez cette espéce avec trois sous-castes : minor, media et major (Figure 5), bien
que ce polymorphisme soit plutot continu (Dartigues, 1978). Les ouvrieres major
apparaissent plus tardivement dans la colonie, aprés qu’une centaine d’ouvriéeres des autres

sous-castes aient été produites (Dartigues, 1978).
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La fourmi Camponotus aethiops se nourrit principalement de substances sucrées
provenant des exsudations végétales (nectars floraux ou extra-floraux) et de miellats
sécrétés par des homopteres (e.g., pucerons ou cochenilles) qu’elle éleve afin de suppléer sa
diete en glucides. Elle se nourrit également de petits insectes morts, sources de protéines.
Les ouvriéres peuvent stocker de la nourriture dans leur jabot pendant une période plus ou
moins longue afin de la redistribuer aux autres membres de la colonie en cas de pénurie ou
pendant la période d’hibernation. On peut ainsi observer une physogastrie (dilatation du

gastre) lorsque le jabot est plein.

Cette espece a un rythme cathéméral : elle fourrage le jour, au crépuscule et pendant
la nuit (Karaman et al., 2011; Yilmaz et al.,, 2014). En conséquence, elle s’appuierait
davantage sur des indices olfactifs que visuels dans le cadre du fourragement bien qu’elles
soient aussi capables d’associer des repeéres visuels « grossiers » a des solutions sucrées (Al
Haddad & Delage-Darchen, 1994; Yilmaz et al.,, 2014). Les ouvriéres patrouilleraient
individuellement (Beckers et al., 1989) donc mémoriser les sources de nourriture sur la base
d’indices olfactifs constitue a priori un processus pertinent pour optimiser leur

fourragement.

Les colonies utilisées dans cette these ont été récoltées dans le sud de la France a
Pompertuzat (pres de Toulouse). Les colonies récoltées étaient constituées de plusieurs

centaines d’ouvriéres et de la reine et ont été conservées au laboratoire (Paris).
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Synthese des résultats principaux

Les études menées dans cette thése ont montré qu’il existait une interaction entre la
sensibilité de la réponse au sucre, la division du travail et les performances d’apprentissage
olfactif appétitif chez la fourmi Camponotus aethiops (Chapitre 1). En effet, nous avons
révélé que les castes ouvriéres minor (fourrageuses, nourrices et ouvriéres inactives) et
reproductrices (gynes et males) différaient dans leur seuil de réponse au sucre, ce qui est la
premiere illustration empirique du modéle des seuils de réponse chez des castes
comportementales appartenant a la méme sous-caste physique et chez les individus
reproducteurs chez la fourmi. Ainsi, les fourrageuses et les males ont montré les seuils de
réponse au sucre les plus bas (ils répondaient a des solutions sucrées de faible
concentration), les gynes et les ouvriéres inactives avaient les seuils de réponse au sucre les
plus élevés (elles ne répondaient qu’aux solutions sucrées de forte concentration), et les
nourrices montraient des seuils de réponse intermédiaires. De plus, nos résultats ont révélé
gu’il existait une corrélation entre le seuil de réponse au sucre et les performances
d’apprentissage olfactif de la REMal, chez les fourrageuses et les nurses. Nous avons ainsi
montré que plus les individus étaient sensibles a des solutions sucrées de faible
concentration, meilleure étaient leurs performances d’apprentissage olfactif appétitif. Dans
nos expériences, les fourrageuses ont montré de meilleures capacités d’apprentissage que
les nourrices, ce qui est en accord avec leur plus forte sensibilité a la récompense sucrée et
qui s’avere pertinent dans un contexte de fourragement, dans la mesure ou il leur est utile
d’associer les indices de I'environnement (e.g., les odeurs) avec les sources de nourriture

gu’elles visitent.

Les expériences que nous avons réalisées par la suite ont eu pour objectif de savoir
s’il était possible d’établir des regles prédictives de la perception olfactive sur la base des
dimensions chimiques des odeurs (longueur de la chaine carbonée et groupe fonctionnel) et
si I'expérience olfactive des individus était susceptible d’influencer relations de similarité
entre les odeurs. Pour réaliser ces études, nous avons conditionné des fourrageuses a
répondre a des odeurs simples ou a des mélanges et testé leur réponse aux odeurs

conditionnées et a des odeurs nouvelles. Nous avons utilisé des fourrageuses dans la mesure
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ou cette caste avait montré les meilleures performances d’apprentissage dans notre

premiére étude (voir ci-dessus).

Nos expériences ont ainsi montré que la chaine carbonée était une dimension
pertinente pour la perception des odeurs simples chez la fourmi Camponotus aethiops
(Chapitre 1l et Ill) puisqu’au sein d’'un méme groupe fonctionnel (dans notre cas, les
aldéhydes), plus la différence dans le nombre de carbone entre I'odeur conditionnée et
I'odeur testée était importante, meilleures étaient les capacités de discrimination entre ces

odeurs.

De plus, nous avons montré que |'expérience olfactive jouait un role déterminant
dans les relations de similarité entre les odeurs puisque les fourmis sujettes a un
conditionnement différentiel montraient de meilleures capacités de discrimination que des
fourmis sujettes a un conditionnement absolu (Chapitre Il). L’'amélioration des capacités de
discrimination olfactive concernait non seulement les odeurs conditionnées mais étaient
également transférées a des odeurs auxquelles la fourmi n’avait pas été exposée lors du
conditionnement. En effet, aprés avoir été entrainées a différentier deux aldéhydes différant
de deux carbones, non-seulement les fourmis ont mieux discriminé ces odeurs qu’apres un
conditionnement absolu a 'une des deux odeurs, mais elles étaient également capables de
discriminer des aldéhydes différant d’un seul carbone avec I'odeur utilisée comme SC+, ce
dont elles n‘ont pas été capables aprés un conditionnement absolu. Cependant,
I’'amélioration des capacités de discrimination ne s’est pas étendue a toutes les odeurs mais
était observée pour les odeurs qui avaient une relation de chaine carbonée au SC+, similaire
a celle du SC- . En d’autres termes, quand la chaine carbonée du SC- était plus courte que
celle du SC+, une amélioration des capacités de discrimination était observée pour les
odeurs ayant une chaine carbonée plus courte que celle du SC+. A l'inverse, lorsque la chaine
carbonée du SC- était plus longue que celle du SC+, I'amélioration des capacités de
discrimination était observée pour les odeurs ayant une chaine carbonée plus longue que
celle du SC+. Ces résultats semblent en accord avec les théories postulant qu’un
apprentissage différentiel résulte d’une interaction entre les gradients d’excitation et
d’inhibition respectivement sous-tendus par le SC+ et le SC-, ce que nous avons pu appuyer

par une modélisation de ces différents gradients (Chapitre II).
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La longueur de la chaine carbonée ne serait pas la seule dimension pertinente pour la
perception des odeurs puisque notre étude sur la perception des mélanges d’odeurs binaires
a révélé que le phénomene d’overshadowing obéissait a des regles basées sur deux
dimensions chimiques des molécules odorantes : la longueur de la chaine carbonée et le
groupe fonctionnel (Chapitre Ill). En effet, en étudiant la perception de mélanges binaires
composés d’alcools et d’aldéhydes variant dans la longueur de la chaine carbonée, nous
avons pu montrer que les alcools masquaient les aldéhydes, que les chaines carbonées
longues masquaient les courtes mais que la combinaison de ces facteurs pouvaient s’annuler
et supprimer I'overshadowing. Ainsi, nous avons pu montrer que |I'overshadowing répond a
des regles précises basées sur des propriétés des molécules odorantes qui ont déja été
montrées comme pertinentes pour la perception des odeurs chez les insectes et les

vertébrés.

Des analyses complémentaires du contenu des composés des glandes mandibulaires,
de la glande de Dufour et de la glande a poison (Annexes Il), qui sont impliquées dans le
recrutement ou l'alarme chez les fourmis, ont révélé qu’aucune des molécules odorantes
utilisées dans cette thése n’était contenue dans ces glandes. Par conséquent, nous pouvons
supposer que la saillance particuliére des alcools par rapport aux aldéhydes, par exemple,
n’est pas due au fait que ces odeurs sont des substances semiochimiques produites chez les
ouvrieres Camponotus aethiops, ce qui aurait éventuellement pu expliquer leur pertinence
particuliére et le fait que les fourmis les percoivent plus lorsqu’elles sont mélangées a
d’autres odeurs. Ainsi, le phénomene d’overshadowing reposerait uniquement sur les
propriétés intrinseques du systeme olfactif de la fourmi. Les raisons, si elles existent, qui
justifient que les différences de saillances au sein d’un mélange binaire soit déterminées par
les propriétés chimiques des composants du mélange chez Camponotus aethiops, restent

encore a déterminer.
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Abstract

Social insects possess remarkable learning capabilities, which are crucial for their ecological
success. They also exhibit interindividual differences in responsiveness to environmental
stimuli, which underlie task specialization and division of labor. Here we investigated for the
first time the relationships between sucrose responsiveness, behavioral specialization and
appetitive olfactory learning in ants, including reproductive castes. We show that castes of
the ant Camponotus aethiops differ in their responsiveness to sucrose and in their learning
success in olfactory conditioning experiments in which sucrose is used as reward. Olfactory
learning was better in foragers than in nurses, in agreement with their higher sucrose
responsiveness. Interindividual variation in stimulus responsiveness and in learning may be,

therefore, a crucial factor for division of labor in social insects.

Keywords

Learning; Sucrose Responsiveness; Division of Labor; Social Insects; Ants; Camponotus

aethiops
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Introduction

The capacity to learn and form robust memories about events in the environment is a
distinctive trait of social insects (Giurfa 2007, 2013; Avargués-Weber et al. 2011). It allows
them to master changing environments and contributes to their ecological success. Social
insects are mainly known through their sophisticated colonial organization, which relies on
division of labor, the specialization of individuals in reproduction or in colony maintenance
tasks such as brood care, foraging, nest defense or storage of food resources (Wilson 1971).
Task specialization is typically ensured by individuals of different morphological castes
and/or ages.

Different models have been proposed to explain division of labor and its relation to
colony organization (Beshers and Fewell 2001). The response threshold model, which has
been extremely influential in this framework, posits that individuals differ in their sensitivity,
(and therefore in their responsiveness) to biologically relevant stimuli associated with
specific tasks, thus leading to the emergence of division of labor (Robinson 1992; Bonabeau
et al. 1996). Differential responsiveness to stimuli that act as positive (e.g. food) or negative
(e.g. noxious events)reinforcements results also in variable learning performances, in which
individuals learn better about reinforcements to which they are more sensitive (Scheiner et
al. 2005).

These behavioral traits have been studied in the honeybee Apis mellifera where
individual differences in sucrose responsiveness correlate with individual tendencies to
forage either for pollen or nectar (Page et al 1998; Pankiw and Page 1999; Pankiw et al 2001;
Scheiner et al 2003). Pollen foragers, for instance, are more responsive to a broad spectrum
of sucrose concentrations than nectar foragers, which respond mainly to higher sucrose

concentrations (Pankiw and Page 1999). In these experiments, sucrose responsiveness was
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guantified by stimulating the antennae of restrained bees with increasing sucrose
concentrations and determining if proboscis extension reflex (PER) occurred (Pankiw and
Page 1999). Interindividual differences are established either via a sucrose response
threshold (SRT), i.e. the sucrose concentration at which the response to sucrose differs from
that to water (Page et al. 1998), or a sucrose response score (SRS), which is the total number
of PER to a series of sucrose concentrations (Pankiw et al. 2001). Sucrose responsiveness not
only correlates with the task performed by a bee but also with its learning success: the lower
the SRT (i.e. the higher the SRS), the higher the bee’s ability to learn in appetitive
conditioning tasks (Scheiner et al 1999; 2001a, b; 2003; Scheiner and Arnold 2010). These
correlations remain so far unique as the interplay between learning, reinforcement
responsiveness and social organization has not been studied in any other social insect.

Ants constitute a remarkable example of eusocial lifestyle (Holldobler and Wilson
1990). Despite their sophisticated social organization and division of labor, little is known
about the determinants of these specializations. Responses to food are flexible and may
change among individuals in several ant species (e.g. Josens et al. 1998; Falibene et al. 2009;
Schilman 2011). Interindividual differences in sucrose responsiveness were found in
immobilized workers of various ant species, which were stimulated with different
concentrations of sucrose solution (Falibene and Josens 2012). The possible relationship
between these differences, learning success and behavioral specializations within the colony
remains, however, unknown. Yet, relating these variables is possible because, besides the
possibility of testing sucrose responsiveness, controlled learning protocols have been
recently established for ants (Dupuy et al. 2006; Guerrieri and d’Ettorre 2010; Guerrieri et al.

2011).
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Here we provide the first comprehensive study investigating the interplay between
learning success, sucrose responsiveness and task specialization in ants. We focused on the
carpenter ant Camponotus aethiops, which feeds to some extent on nectar (mostly from
extra-floral nectaries); this species can also be subjected to appetitive olfactory conditioning
in harnessing conditions in the laboratory (Guerrieri and d’Ettorre 2010). We determined
whether different castes differ in their SRS and analyzed how SRS levels relate to task
specialization. We further studied if nurses and foragers differ in appetitive olfactory

learning and if these differences relate to their respective SRS levels.

Material and methods

Nine queenright colonies of Camponotus aethiops were collected at Pompertuzat (Midi-
Pyrénées, France: latitude 43.5°, longitude 1.516667°) and kept in the laboratory (24°C,
12L:12D cycle, 60% humidity), each in two Fluon® coated plastic boxes connected by a
plastic hose. One box was provided with plaster floor and covered by cardboard (nest); the
other was exposed to light (foraging arena). Colonies were deprived of sucrose three wk
before the experiments. Mealworms and water were provided ad libitum.

For the experiments, each ant was immobilized by cooling it on ice for 10 min and
then harnessed in a holder (Eppendorf® of 0.2 ml for workers and males and 1.5 ml for gynes
from which the tip was removed). The ant’s head was then passed through the apical hole
and strips of adhesive tape were placed between the head and the thorax to prevent body
movements except those of the antennae and mouthparts (Supplemental Fig. S1) (Guerrieri
& d’Ettorre 2010). Ants were then kept in a humid box during 3 h for recovery and

habituation to the harness.
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Individual responsiveness scores were quantified via the maxilla-labium extension
response [MaLER; (Guerrieri and d’Ettorre 2010)] upon stimulation with a series of linear
logarithmic ascending concentrations of sucrose solution (0.1, 0.3, 1, 3, 10 and 30% w/w)
(Page et al. 1998). Each stimulation lasted 2s. Prior to each sucrose stimulation water was
delivered to control for sensitization or habituation to increasing sucrose concentration.
Groups of 15 ants were tested, one ant at a time, with an interstimulus interval of 7 min. A
10-sec interval was established before and after stimulus presentation to avoid contextual
effects. MaLER was scored as 1 when visible, 0 otherwise. Individuals that did not respond to
concentrations that were higher than those eliciting prior to responding were discarded (~7
% of ants in both experiments). Individual sucrose and water responsiveness scores (SRS and
WRS, respectively), were quantified as the sum of the ant’s response to either stimulus.
These scores varied between 0 (no response at any sucrose/water stimulation) and 6
(response to all sucrose/water stimulations) (Scheiner et al. 2003).

In Experiment 1, we compared the sucrose responsiveness of five castes performing
different tasks: gynes, males, nurses, inactive workers and foragers. Gynes and males were
collected from three colonies 2 wk after they showed activity in the foraging arena; minor
workers were collected from two different colonies and assigned to one of three behavioral
castes (marked with different color paint) after two wk of behavioral observations (1 h, twice
a day): foragers, if they collected food or water; nurses, if they were involved in brood care,
or “inactive”, if they displayed reduced locomotor activity and a distended (full) abdomen at
the beginning of sucrose deprivation. The SRS of each caste was then determined (for
workers, assays were performed blind with respect to individual behavioral task).

In Experiment 2, nurses and foragers were tested for their SRS and then subjected to

a differential conditioning procedure with two odors, a rewarding one and a non-rewarding
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one. Nurses and foragers were collected from four colonies and their SRTs were determined.
Individuals that responded to the highest sucrose concentration assay (30%) were used 1h
later for differential conditioning experiments in which the unconditioned stimulus (US) was
30% sucrose solution. We trained ants to respond with MaLER to a CS+ odor paired with the
US and not to a CS- odor that was not paired with the US. Octanal and hexanol (floral scents;
Sigma Aldrich) were used as CS+ and CS- in a balanced way. Six ul of pure odorant were
applied onto a piece of filter paper that was inserted in a plastic 10-ml syringe. Ants
responding to the first presentation of the CS+ or the CS- were discarded. The acquisition
phase consisted of 12 trials (6 CS+ presentations and 6 CS- presentations in pseudo-random
order, i.e. no more than two trials of the same CS type were allowed; Guerrieri and d'Ettorre
2010). Each trial lasted 1 min. In CS+ trials, odor stimulation lasted 5 sec and anticipated
sucrose stimulation by 3 sec, which also lasted 5 sec. In CS- trials, only the 5-sec odorant
stimulation was delivered. In both cases, 25 sec and 30 sec elapsed before and after stimulus
delivery, respectively. Intertrial interval was 10 min. An air extractor was placed behind the
ant to remove undesired odorant stimulations. Only individuals that responded at least five
times to the US were included in the statistical analyses. Individual acquisition scores to CS+
(AS+) and CS- (AS-) were calculated as the sum of an ant’s conditioned responses (CR) to CS+
and CS-, respectively. These scores vary between 0 (no CR to CS+/CS-) and 5 (CR to CS+/CS-
in trials 2-6).

Statistical analyses were performed with R environment (version 2.15.0

http://www.R-project.org/). Two-tailed Kruskal-Wallis tests were used to test variation in

SRS and WRS between worker and sexual castes (package pgirmess; see CRAN.R-
project.org/package=pgirmess). Multiple Wilcoxon-Mann-Whitney rank sum tests were

applied for pairwise comparisons between castes (with sequential Bonferroni corrections)
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and for testing differences in SRS, WRS, AS+, AS- between nurses and foragers. Spearman
rank correlation test was used to study correlations between SRS and AS+ (Rcorr function,

package Hmisc; http://CRAN.R-project.org/package=Hmisc). For further details about

statistics see Supplemental materials.

Results

In Experiment 1, sucrose (SRS) and water responsiveness scores (WRS) differed significantly
between castes (Fig 1a, SRS: Kruskal-Wallis, x2=69.58, df=4; p<0.001; Fig 1b, WRS: x2=57.21,

df=4; p<0.001; see Supplemental Fig. S2, for sucrose and water responsiveness curves).
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Figure 1: Sucrose and water responsiveness scores of the five castes: A) Box plots of
sucrose responsiveness score of nurses (n=37), inactive workers (n=34), foragers (n=44),
gynes (n=23) and males (n=26), B) boxplot of water responsiveness scores of the same
individuals. SRS and WRS vary between 0 (no response to sucrose/water stimulation) and 6
(response to all 6 stimulations); boxes show median (line and dot), 1* and 3" quartiles, 5t

and 95" percentiles (whiskers). Groups that are statistically different have different letters.
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Altough foragers and males exhibited higher SRS and WRS values, inactive workers and
gynes showed lower SRS and WRS values. Nurses showed intermediate SRS values and WRS

values similar to those of foragers (Table 1).

SRS WRS
Caste 1 Caste 2 (adjusted p-value) (adjusted p-value)
Foragers Nurses <0.05 0.052
Inactive workers <0.001 <0.001
Gynes <0.001 <0.001
Males NS NS
Nurses Inactive workers <0.001 <0.05
Gynes <0.01 <0.05
Males <0.01 <0.001
Inactive workers Gynes NS NS
Males <0.001 <0.001
Gynes Males <0.001 <0.001

Table 1: Comparison of SRS and WRS between castes. Adjusted p-values correspond to
pairwise comparisons of scores between each caste (sequential Bonferroni corrections after

multiple Wilcoxon-Mann-Whitney rank sum tests); NS not significant.

In Experiment 2, we quantified sucrose responsiveness of nurses and foragers
(Supplemental Fig. S3) and kept only those ants (83.87% and 50.81%, respectively, of
foragers and nurses assayed) that responded to the highest sucrose concentration (30%),
used as US in the subsequent conditioning procedure. As in the previous experiment, SRS
values were significantly higher in foragers than in nurses but WRS values were not
statistically different (SRS: Wilcoxon-Mann-Whitney rank sum test, W=890.5, p<0.05; WRS:
W=1028.5, p=0.25).

Both castes learned the discrimination between rewarded and unrewarded odors

(see Supplemental Fig. S4 for learning curves), but foragers learned the olfactory
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discrimination better than nurses. Indeed, foragers exhibited higher AS+ values than nurses
(W=888, p<0.05)(Fig. 2), altough AS- values did not differ (W=1077.5, p=0.31). Thus, AS+
values are a reliable indicator of individual learning success. AS+ values were positively
correlated with SRS values for nurses (n=35; rs=0.62; p<0.0001) and approached significance
for foragers (n=68; rs=0.23; p=0.055). AS- values also correlated positively with SRS values
both for nurses (n=35; rs=0.54; p<0.0001) and foragers (n=68; rs=0.28; p=0.05), thus

indicating that the excitatory strength from the CS+ generalized in part to the CS-.
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Figure 2: Learning success of nurses and foragers: Box plots of acquisition score to A) CS+
(AS+) and B) CS- (AS-) of nurses (n=35) and foragers (n=68). AS+ and AS- vary between 0 (no
response to CS+ and CS-, respectively, during all successive trials) and 5 (positive responses
to CS+ and CS-, respectively, after the first trial); boxes show median (line and dot), 1* and

3" quartiles, 5™ and 95" percentiles (whiskers). * P < 0.05.
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Discussion

Our results show for the first time that different castes of an ant species exhibit a significant
variation in their sucrose responsiveness, which is ecologically relevant since these ants feed
on extra-floral nectaries. This inter-caste variation in sucrose response scores (SRS) found in
C. aethiops is in line with the response threshold model of division of labor (Beshers and
Fewell 2001): foragers, for instance, proved to be highly sensitive both to sucrose (high SRS)
and to water (high WRS). Higher WRS and SRS endow ants with the capacity to collect water
and to sample food sources of variable quality, thus increasing information gathering about
potential food sources. Inactive workers, in contrast, exhibited low WRS and SRS as they did
not practically respond to water and responded only to the highest sucrose concentrations.
This high selectivity for sucrose is adaptive in a scenario in which inactive workers serve as
sucrose storers for the colony. The low SRS found in these ants could relate to the fact that
crop filling induces a decrease in sucrose responsiveness (Falibene and Josens 2012). Nurses,
which are younger than foragers and inactive workers (Holldobler and Wilson 1990),
responded to intermediate sucrose concentrations. They could, therefore, modulate their
responsiveness and specialize in different tasks as they age. Gynes responded only to highest
sucrose concentrations probably because they need to store energy for solitary colony
founding and egg-laying. By contrast, males, which die quickly after swarming and do not
need to store energy, may afford high responsiveness to water and low sucrose
concentrations. This scenario thus proposes that both sucrose and water responsiveness are
adaptive traits related to the specific biological constraints of each caste. Variations in water
responsiveness would reflect such biological differences and a general state of
responsiveness to appetitive stimuli rather than being the mere result of sucrose

sensitization.
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The superior learning performance of foragers compared to that of nurses is relevant
for quickly acquiring local environmental cues (e.g. olfactory ones) predicting food, thus
increasing foraging efficiency. Their higher level of acquisition likely results from their higher
responsiveness to sucrose reward (i.e. their high SRS), similarly to honeybees, where pollen
foragers show better acquisition performances than nectar foragers due to their higher
responsiveness to sucrose (Scheiner et al. 2005).

The picture emerging from these experiments is one in which castes within an ant
colony differ in terms of their responsiveness to food reward and therefore in their learning
capabilities in conditioning experiments in which this food reward is used as US. Although
learning was only evaluated in foragers and nurses, the sucrose scores found for the other
castes allow predicting their learning success. Males, like foragers, had higher SRS and are
thus expected to have a learning success as high as that of foragers. Inactive workers and
gynes, which showed SRS lower than those of nurses, should be the less efficient learners.

In conclusion, Camponotus aethiops exhibit interindividual variability in sucrose and
water responsiveness, thereby supporting the response threshold model of division of labor.
Differences in appetitive learning are thus likely mediated by sucrose responsiveness and

relate to behavioral tasks.
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Supplemental material

Statistical analyses for sucrose responsiveness and acquisition curves

Sucrose and water response scores, and acquisition data were analysed with R-2.15.0 (R
Development Core Team, 2012). We applied generalized linear mixed models (GLMM, using
the package Ime4; Bates et al. 2011) with a binomial error structure (logit-link). The ant’s
response was used as response variable and was scored as 1 if the MaLER was visible upon

stimulation and 0 otherwise.

Preliminary analyses on all castes (five and two castes respectively for Experiments 1 and
2) showed a significant colony effect when colony of origin was included in the model as
fixed factor (Experiment 1: x’=24.32, df=4, p<0.001; Experiment 2: x°=23.05, df=3, p<0.001).
Because this effect was not the focus of our study, we adjust for colony origin by including
this factor in our models as a random factor. For analysing sucrose responsiveness curves for
each caste, sucrose concentration was used as predictor variable (covariate), the type of
stimulus (sucrose or water) as fixed factor and individuals and colony of origin as random
factors in order to allow for repeated measurements and adjust for colony origin.
Interactions between sucrose concentration and stimulus were included to detect

differences in slopes along the stimulations for the two types of stimuli.

For analysing acquisition phase for each caste, trial was used as covariate, stimulus (CS+
and CS-) and the nature of the CS+ (hexanol or octanal) as fixed factors. For the same
reasons mentioned above, individuals and colony of origin were included as random factors
(the colony effect approached to significance when included as fixed factor (for both castes,
x’=7.48, df=3, p=0.06)). Interactions between trial, stimulus and nature of the stimulus were
included in the model to detect differences in slopes along the trials for the two types of CS

and for the floral scents used.

Non-significant interactions were reduced from the models and the models were then

recalculated.
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Experiment 1: SRS and division of labour

We found significant interactions between stimulus type (water and sucrose) and sucrose
concentration (Supplementary figure S2; GLMM, foragers: x°=22.65, df=1, p<0.001; nurses:
x’=20.16, df=1, p<0.001; inactive workers: x’=11.41, df=1, p<0.001, gynes: x’=5.33, df=1,
p<0.05 and males: )(2:5.79, df=1, p<0.05), thus indicating that responses to sucrose and
water differed over successive sucrose stimulations of increasing concentration. Only
inactive workers exhibited different responses to the stimulus “sucrose” and “water”,
irrespective of sucrose concentration (inactive workers: x2=5.58, df=1, p<0.05; foragers:
x2=0.52, df=1, p=0.47; nurses: x2=1.06, df=1, p=0.31; gynes: x2=0, df=1, p=1; males: x2=0.19,
df=1, p=0.66). For all five castes, responsiveness to sucrose and water were modified by
increasing concentrations of sucrose solution (foragers, x2=47.98, df=1, p<0.001; nurses,
x’=49.91, df=1, p<0.001; inactive workers, x*=18.72, df=1, p<0.001; gynes: x*=27.11, df=1,
p<0.001; males: x2=15.23, df=1, p<0.001). Moreover, ants significantly augmented their
response to sucrose solutions of increasing concentration (foragers: x2=21.54, df=1, p<0.001;
nurses: x2=18.59, df=1, p<0.001; inactive workers: x2=12.74, df=1, p<0.001; gynes: x2=7.06,
df=1, p<0.01; males: x2=4.24, df=1, p<0.05), i.e. the higher the sucrose concentration, the
higher the percentage of ants responding to it. Unlike the other castes, foragers and males
also increased their responses to water (foragers: x°=7.39, df=1, p<0.01; males: x*=9.25,
df=1, p<0.01; nurses: )(2:3.20, df=1, p=0.07; inactive workers: x2=0.001, df=1, p=0.97; gynes:
x*=3.50, df=1, p=0.06), thus indicating that ants in these castes were probably partially

sensitized by sucrose stimulation of increasing concentrations.

Experiment 2: SRS and learning success

As observed in the previous experiment, there was a significant interaction between
stimulus type and sucrose concentration for both foragers and nurses (Supplementary figure
S3; nurses: x2=54.79, df=1, p<0.001; foragers: x2=52.46, df=1, p<0.001) so that responses to
sucrose and water differed over successive sucrose stimulations of increasing concentration.
Responses to sucrose and water were significantly different, irrespectively of sucrose
concentration considered (nurses: x*=24.73, df=1, p<0.001; foragers: x*=4.78, df=1, p<0.05).

Responsiveness to sucrose and water were influenced by increasing sucrose concentration
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(nurses: x*=126.25, df=1, p<0.001; foragers: x°=139.14, df=1, p<0.001). More precisely, ants
significantly increased both their sucrose responsiveness (nurses: x°=66.22, df=1, p<0.001;
foragers: x2=30.71, df=1, p<0.001) and their water responsiveness with increasing sucrose
concentrations (nurses: x’=4.71, df=1, p<0.05; foragers: x*=16.05, df=1, p<0.001), thus
showing a sensitization effect induced by sucrose stimulations. As in the previous
experiment, SRS and WRS values differed significantly between nurses and foragers (SRS:
Mann-Witney, W=2855, p<0.001; WRS: W=3726, p<0.001).

During acquisition, nurses and foragers conditioned either with hexanol or with octanal
as CS+ did not differ significantly (nurses: x*=0.49, df=1, p=0.48; foragers: x°=0.72, df=1,
p=0.40) so that data for both odorants were pooled for nurses and for foragers
(Supplementary figure S4). We found a significant interaction between trials and CS (nurses:
x?=11.93, df=1, p<0.001; foragers: x*=21.31, df=1, p<0.001), thus indicating that ants learned
to discriminate the rewarded odor from the unrewarded odor during successive trials. The
simple CS effect was not significant for both castes (nurses: x*=0.08, df=1, p=0.77; foragers:
x2=1.09, df=1, p=0.30), showing that the differential response to CS+ and CS- resulted from
the successive learning trials. Responses to the CS+ and the CS- changed during successive
trials for foragers but not for nurses (nurses: )(2:1.42, df=1, p=0.23; foragers: x2=9.88, df=1,
p<0.01). Specifically, both castes increased significantly their response to the CS+ along
successive trials (nurses: x*=49.88, df=1, p<0.001; foragers: x*=121.60, df=1, p<0.001) but
differed in how they did respond to the CS- as foragers, but not nurses, increased their
responses to the CS- during successive trials (nurses: )(2:1.14, df=1, p=0.29; foragers:

x’=129.25, df=1, p<0.001).
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Figure S1: Maxilla-labium extension response (MaLER) in a harnessed C. aethiops worker.
a) The maxilla-labium extension response (MalLER) upon sucrose stimulation of the
antennae; b) Harnessed ant in an individual holder (Eppendorf® of 0.2 ml with the tip
removed); a strip of adhesive tape is placed between the head and the thorax so that the ant
can only move its antennae and mouthparts.
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Figure S2: Sucrose and water responsiveness of the five castes: a) nurses (n=37), b) inactive

workers (n=34), c) foragers (n=44), d) gynes (n=23) and e) males (n=26). a-e) Black circles

represent the proportion of ants responding with MaLER to increasing concentrations of

sucrose solution; white circles represent the proportion of MalLER for the same ants

stimulated with water (control stimulation). The proportion of ants showing MaLER is higher

to sucrose than to water during successive trials and when sucrose concentration increases

(for more details about statistics see Supplementary Results).
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MalLER for the same ants when presenting water (control stimulation). The proportion of

MaLER is higher when presenting sucrose rather than water over successive trials and when

the concentration increases (for more details about statistics see Supplementary Results).
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Abstract

Perceptual similarity between stimuli is often assessed by testing animal response to
different stimuli after training them to either absolute (one stimulus is reinforced) or
differential conditioning (one stimulus is reinforced and a second stimulus is explicitly not
reinforced or punished). However, studies on how conditioning procedures affect perceptual
similarity remain scarce. Here, we investigated the influence of the conditioning procedure
on odor discrimination in ants, for which olfaction plays a central role in many aspects of
their natural behaviors. In absolute conditioning, ants were rewarded with sucrose on a
single odor (aldehyde); in differential conditioning, ants were trained individually with the
same odor but another odor (an aldehyde differing in two carbon atoms from the rewarded
one) was punished with quinine. Ants were then tested with aldehydes differing in carbon-
chain length, including the trained odor(s). We show that carbon-chain length is a relevant
dimension for graded olfactory similarity in ants and that differential conditioning enhances
discriminatory abilities along this dimension. The improved olfactory discrimination
displayed by ants would rely on the interaction of excitatory and inhibitory generalization
gradients mediated respectively by the rewarded and the punished odors, as suggested by
generalization gradients modelling. Our study therefore reveals that olfactory similarity

relationships are not immutable but are shaped by the individual’s olfactory experience.
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Introduction

Animals can respond innately to some stimuli (e.g., avoid a predator odor) or can associate
stimuli with their ecological meaning (e.g., associate the odor, color or shape of a flower
with the nectar reward that it provides), which allows making predictions about their
environment and adjusting their behavior. The capacity to associate stimuli with different
outcomes and to differentiate these stimuli from similar but irrelevant ones is essential for
feeding, mating and communication in general. Discrimination abilities (i.e. treating different
stimuli as distinct) displayed by most living animals are therefore critical for their survival
and reproductive success. However, in an environment that is continuously changing,
treating differentially all the different stimuli would not be necessarily advantageous. For
instance, the quantity or the quality of volatiles emitted by a flower can vary slightly within
time and space (Dudareva et al., 2004) without necessarily signifying a difference in nectar
quality. Moreover, similar stimuli often share similar outcomes. Therefore, most living
animals display also generalization abilities, i.e. treating different but similar stimuli as
equivalent (Pavlov, 1927; Shepard, 1987; Ghirlanda and Enquist, 2003), to cope with

stimulus variations or stimulus novelty.

The degree of generalization across stimuli is determined by the degree of similarity
between the stimuli along the perceptual dimension(s) to which they differ (Shepard, 1987;
Ghirlanda and Enquist, 2003). Thus, a generalization gradient can be drawn by training
animals to respond to a particular stimulus and then by testing the animals’ responses to
several stimuli that vary along the same dimension(s) than the trained one. This
generalization gradient shows that the more similar the stimuli, the higher the number of
animals responding to them, and therefore the higher the generalization (Guttman and
Kalish, 1956; Ghirlanda and Enquist, 2003). Generalization gradients are useful to
understand how animals perceive and process the stimuli that they encounter in their
environment since perceptual similarity relies in part on the properties of the perceiver’s
sensory system. For instance, in the olfactory modality, carbon-chain length of odors sharing
the same functional group has been shown to be a relevant dimension as it represents an
axis for graded odorant similarity in many taxa (vertebrates: Laska and Freyer, 1997; Laska
and Teubner, 1998, 1999; Laska et al.,, 1999b; Linster and Hasselmo, 1999; Laska and
Hubener, 2001; Cleland et al., 2002; invertebrates: Laska et al., 1999; Guerrieri et al., 2005;
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Daly et al., 2001); i.e. the lower the difference in carbon-chain length between odors, the
stronger the generalization. By illustrating the relevance of carbon-chain length in
perceptual similarity, these studies have significantly contributed to the understanding of
which odor properties affect odor perception and therefore how odors are processed by the

animal’s olfactory system (e.g. Linster and Hasselmo, 1999; Guerrieri et al., 2005).

Perceptual similarity does not only rely on the intrinsic properties of the perceiver’s
sensory system but is also subjected to the perceiver’s experience. Indeed, discrimination
abilities between similar stimuli can be improved by differential learning, which consists in
the parallel association of one stimulus (the conditioned stimulus, CS+) with a reward (the
unconditioned stimulus, US+) and of another stimulus (CS-) with an absence of reward or a
punishment (US-). The ability to shift from generalization to discrimination between similar
stimuli depending on appropriate experience has been shown in many species and in diverse
sensory modality such as vision and olfaction (Hanson, 1959; Giurfa, 2004; Dyer and Chittka,
2004; Cleland et al., 2002; Linster et al., 2002; Chapuis and Wilson, 2012; Chen et al., 2011; Li
et al.,, 2008; Mishra et al.,, 2010; Barth et al., 2014). The comparison of generalization
gradients obtained either after training to one stimulus (i.e. absolute conditioning) or after
training to discriminate two stimuli (i.e. differential conditioning) is therefore useful to
understand how the animal’s experience shapes the similarity relationships of the stimuli

and therefore to which extent the sensory system is plastic.

Despite the extensive use of insects as behavioral and neurophysiological models for the
study of olfactory perception and learning (Smith and Getz, 1994; Martin et al., 2011), the
influence of experience on odor perception in adult insects has been, to our knowledge,
poorly investigated (Daly et al., 2001; Barth et al., 2014). Moreover, the low number of odors
used or the lack of systematic analyses makes difficult to establish consistent effects of
experience in the insect’s olfactory modality. Ants rely heavily on olfactory cues in their
natural environment and in social interactions (Holldobler and Wilson, 1990), therefore they
represent suitable model for the study of olfactory perception and learning (Dupuy et al.,
2006; van Wilgenburg et al., 2012; Bos et al., 2012, 2013; Zube et al., 2008; Dupuy et al.,
2010). Furthermore, controlled olfactory conditioning protocols have been established for
ants, allowing to train them either in absolute or differential conditioning (Dupuy et al.,

2006; Josens et al., 2009; Guerrieri and d’Ettorre, 2010; van Wilgenburg et al., 2012; Bos et
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al., 2012, 2013; Perez et al., 2013). Olfactory generalization has been recently explored in
ants (Bos et al., 2012, 2013), showing that carbon-chain length is important for olfactory
perceptual similarity. Both absolute and differential conditioning have been used to
investigate of how ants perceive odors (Dupuy et al., 2006; van Wilgenburg et al., 2012; Bos
et al., 2012, 2013), but the specific influence of experimental procedure, and therefore of
ants’ olfactory experience, on perceptual similarity has never been investigated. In the
present study, we therefore asked whether olfactory experience shapes the olfactory

similarity relationships in the ant Camponotus aethiops.

Material and methods

Study organism

Six queenright colonies of Camponotus aethiops were collected in May 2012 and April 2013
at Pompertuzat (Midi-Pyrénées, France, latitude 43.5°, longitude 1.516667°) and kept in the
laboratory (25°C, light-dark cycle= 12:12, 60% humidity) in artificial nests composed by two
plastic boxes connected by a plastic hose. One of the boxes was covered by cardboard and
contained a plaster floor to form the nest; the other box, exposed to light, was the foraging
arena. The inner sides of the two boxes were coated with Fluon® to prevent ants from
escaping. Ants were fed twice a week with carbohydrate, protein and vitamin (Bhatkar and
Whitcomb, 1970); water was provided ad libitum. Three weeks prior the onset of the
experiment, the ants were deprived of sucrose to increase their motivation for sucrose
reward during conditioning but Tenebrio molitor mealworm (protein) and water were

provided ad libitum.
Handling

Medium sized workers collected in the foraging arena were kept in glass vials and cooled on
ice for 10 min until they stopped moving. Each ant was harnessed in an individual holder
consisting of a 0.2 ml Eppendorf® tube from which the tip was removed. The ant’s head was
passed through the apical hole and a strip of adhesive tape was placed between the head

and the thorax preventing body movement but allowing free movements of antennae and
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mouthparts (Guerrieri and d’Ettorre, 2010). Ants were then left in a quiet and humid place

for 3 h to recover from anesthesia and habituate to harnessing conditions.
Stimuli

Four aldehydes that varied in carbon-chain length from 6 to 9 carbons (i.e. hexanal,
heptanal, octanal and nonanal; Sigma Aldrich, France) were used as conditioned (CS) and
test stimuli. These odors are part of floral blends (Knudsen et al., 2006) and that are thus
relevant for Camponotus aethiops, which forages partly on extra-floral nectaries. Before
each training phase, two microliters of pure odorant were applied onto a 1cm? piece of filter
paper, which was then inserted in a plastic 10 ml syringe. The appetitive unconditioned
stimulus (US+) was a sucrose solution (50% w/w); the aversive unconditioned stimulus (US-)

was a quinine (purity 90%, Sigma Aldrich, France) solution (1% w/w).
Experimental design

In order to test whether olfactory generalization gradients were influenced by olfactory
experience, ants were subjected either to absolute or to differential pavlovian conditioning

of the maxilla-labium extension response (MaLER) (Guerrieri and d’Ettorre, 2010).

In differential conditioning, one odor (the conditioned stimulus CS+) was rewarded
with sucrose while in parallel a second odor (the conditioned stimulus CS-) that differed of 2
carbon atoms from the CS+, was punished with quinine. Four odor combinations were
trained in differential conditioning: hexanal+/octanal-; heptanal+/nonanal-;
octanal+/hexanal-; nonanal+/hexanal-, where + indicates the reward and - the punishment.
Training consisted of 12 trials (6 CS+ trials and 6 CS- trials presented in pseudo-random
order, i.e. ABBABAABABBA where A (resp. B) is either the CS+ or the CS-). Each trial lasted
1min. Twenty-five seconds after placing the ant under a binocular, the CS was presented at
2cm to the ant’s head by blowing an air puff during 5s and the ant’s maxilla-labium was
stimulated during 5s with either sucrose (eliciting the MaLER) in the CS+ trials or with
quinine in the CS- trials. US stimulation started 3s after the onset of odor presentation thus
producing an overlap of 2s between the two stimulations. The ant was then left in place
during 27s in order to avoid context association. An air extractor was placed behind the ant

in order to remove remaining odor stimulations.
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In absolute conditioning, one odor (the conditioned stimulus CS+) was rewarded with
sucrose. The four aldehydes were trained with this conditioning procedure: hexanal+;
heptanal+; octanal+; nonanal+, were + indicates the reward. Training consisted of 6
rewarded trials of 1min each, following exactly the same procedure as above. In order to
allow similar comparisons in terms of time elapsed between the CS+ presentations in the
two training procedures, ants were also placed 6 times in the apparatus during 1min each
without any stimulation. Thus, ants were placed 12 times in total in the apparatus (6 CS+
trials and 6 placements free of stimulation in pseudo-random order, i.e. ABBABAABABBA
where A (resp. B) is either the CS+ or the placement free of stimulation). For both
procedures, individuals that did not respond at least four times to the US were discarded

(3.33% in total).

Because in each conditioning procedure 15 ants were tested by trial, the inter-trial
interval (ITl) was of 15 min for ants trained with differential conditioning and of 30 min on

average for ants trained with absolute conditioning.

Fifteen minutes after training, ants subjected to either absolute or differential
conditioning were tested with the four aldehydes in a randomized order. Odors were
presented for 5s without US delivery. As for training, each trial lasted 1min, resulting in an ITI
of 15min. After the test, a droplet of sucrose was presented to each ant. Only ants that still
responded with the MalLER to this sucrose stimulation were included in the statistical

analyses (> 99%). Mortality rate during the experiments was of 2.67%.
Data analysis
All statistical analyses were performed with R-2.15.0 (R Development Core Team, 2011).

In training and test trials, the ant’s response was scored as 1 when MaLER was visible
upon odor presentation; 0 otherwise. The percentage of ants responding to the odors was

then calculated.

Generalized linear mixed models (GLMM, package Ime4; Bates et al., 2011) with a
binomial error structure (logit-link) were used to analyze the acquisition data. Ants’ response
(0 or 1) was used as response variable. Trials were used as predictor variable (covariate), and

individuals and colony of origin as random factors in order to allow for repeated
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measurements and adjust for colony origin. In the case of differential conditioning, the
stimulus (CS+ and CS-) was used as fixed factor. Interaction between trials and stimulus was
included in the model to detect differences in slopes along the trials for the two types of CS.
Variations in the response to CS+ or the CS- along trials were revealed with post-hoc tests by
applying the same GLMM without the factor stimulus to the respectively reduced set of data

(responses to the CS+ or to the CS-).

To test whether the odor used as CS+ influenced the learning rate of ants trained with
absolute conditioning, a GLMM with a binomial error structure (logit-link) was used. The
ants’ response was used as response variable and individuals and colony of origin as random
factors for the same reasons as above. Trials were used as predictor variable (covariate) and
the odor as fixed factor. Interaction between trials and odor was included in the model to

detect differences in slopes along the trials for the four odor used as CS+.

Differences in the ants' response to the conditioned odor (CS+ for ants trained with
absolute conditioning and CS+ and CS- for ants trained with differential conditioning)
between the last trial of the conditioning and the test were detected by means of a

McNemar’s Chi Square test.

The influence of the conditioning procedure on the rate of acquisition of the CS+ was
tested with GLMMs with a binomial error structure (logit-link). The response to the CS+ of
ants trained with absolute or differential conditioning was used as response variable and
individuals and colony of origin as random factors. Trials were used as predictor variable
(covariate) and the conditioning procedure as fixed factor. Interaction between trials and
conditioning procedure was included in the model to detect differences in slopes for the CS+

along the trials between ants trained with absolute and differential conditioning.

Differences in the response to CS+ in the test between ants subjected to absolute and

differential conditioning were detected with Fisher's Exact Test.

The ants’ responses to the four aldehydes in the test were compared with Cochran’s Q
tests and multiple McNemar’s Chi Square tests with sequential Bonferroni corrections were

applied for pairwise comparisons between test odors.
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Generalization gradients modelling

As the shapes of generalization gradients obtained after differential conditioning in our
experiments could be accounted by assuming that discrimination learning relies on the
interaction of both excitatory and inhibitory gradients mediated by the CS+ and the CS-,
respectively (Spence, 1936, 1937; Hanson, 1959; Ghirlanda and Enquist, 2003) (see results),
we fitted excitatory and inhibitory gradients to the experimental data in order to test
whether the interaction of both gradients and therefore this theory accounted for our
results.

Generalization gradients obtained after differential conditioning were fitted by the linear
sum of excitatory and inhibitory generalization gradients with different functional forms and
different numbers or free parameters (see Supplementary Material). Excitatory
generalization gradients were fitted according to the data obtained after absolute
conditioning (i.e. generalization gradients).

All fits were performed with the MATLAB non-linear curve fit function Isgnonlin which
performs a heuristic non-linear least-squares fit. The best fit was chosen on the basis of the
mean squared residual errors (Y (x — £)?) across all four experiments and by checking the
goodness of fit visually (see Supplementary material).

Accordingly, the best fit was obtained by fitting concurrently the functions

x2
91(x,0) = exp (—)

202

and

202 20’2

x? x?
91(x,0) — ga(x,0',A") = exp <—> — A’exp< )

Where ¢ and ¢’ denote the standard deviation of excitatory and inhibitory gradients
respectively, and A" denotes the amplitude of the inhibitory gradient. Note that the g, (x, o)
function (excitatory generalization gradient) is like the g,(x,0',A") function (inhibitory

generalization gradient) with fixed amplitude to 100%.
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Results

Odors learning

Ants trained following an absolute conditioning protocol learned successfully all odors, as
revealed by a significant effect of conditioning trials on the level of conditioned responses
(22.50<x’<37.29; p<0.001 for all odors) and by the high level of conditioned responses
(approximately 100%) reached in the last trial (Figure 1). All trained aldehydes were equally
learned as indicated by a non-significant effect of the conditioning odor on the level of
conditioned responses (x’= 1.15; p=0.76). They were also well retained 15 min after training
as all ants responded to their conditioned odor in the test (Figure 1) and the levels of
conditioned responses in the test were similar to those recorded in the last conditioning trial

(for all odors, x°= 0; p=1).

100 1-e- Hexanal (n=29) o
-0~ Heptanal (n=30)
-¥ Octanal (n=30)
80 1 Nonanal (n=28)
X 60 -
w
-
©
=
X 40
20 -
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1 2 3 4 5 6 Test

Trials

Figure 1: Learning curves of odors trained with absolute conditioning. The percentage of
ants responding to the conditioned odor with the Maxilla-Labium extension response
(%MaLER) is represented along the six consecutive trials. Hexanal (n=29), heptanal (n=30),
octanal (n=30) and nonanal (n=28) were successfully and equally learned. All odors were also
well retained 15 min after conditioning as all ants responded to their conditioning odor in
the test (shown as separate plot in the same graphs).
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Ants trained following a differential conditioning protocol learned to differentiate the
CS+ from the CS- along the successive trials in all odor combinations tested, as indicated by a
significant interaction between trials and CSs (39.49<x’<57.19; p<0.001 in all cases) (Figure
2). In the last trial, ants discriminated well both types of CSs as shown by the high level of
conditioned responses to the CS+ (approximately 73.92%) and the low level of response to
the CS- (approximately 3.19%; 11.04<x’<18.63; p<0.001 for odor combinations
octanal+/hexanal-, heptanal+/nonanal- and nonanal+/heptanal-; x2= 2.79; p=0.09 for the
hexanal+/octanal- combination). Post-hoc analyses revealed a significant effect of trials on
the level of responses to the CS- for the octanal+/hexanal- and heptanal+/nonanal-
combinations (7.08<x’<9.55; p<0.01 in both cases), thus indicating that, although the level of
responses to the CS- was high in the first trials, ants learned to stop responding to the CS-
along the remaining conditioning trials. On the other hand, the level of responses to the CS-
did not change for the two other combinations (hexanal+/octanal-: x2=0; p=0.95;
nonanal+/heptanal-: x*=2.45; p=0.10) and remained relatively low. A significant effect of trial
was also found for the responses to the CS+, thus indicating that ants increased their
response to the rewarded odor along successive trials (51.80<x’<65.59; p<0.001 in all odor

combinations).

Ants remembered well the rewarded and punished odors 15min after differential
conditioning (Figure 2) as they showed a high (75.80%) and a low (2.49%) level of
conditioned responses in the test for the CS+ and the CS-, respectively. The level of
conditioned responses remained stable in the test compared to that in the last conditioning

trial for both CS (CS+: 0.17<x?<0.44; 0.51<p<0.68 and CS-: 0<x’<0.5; 0.47<p<1).
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Figure 2: Learning curves of odors trained with differential conditioning. The percentage of
ants responding to the rewarded odor (CS+; black symbols) and to the punished odor (CS-;
white symbols) with MaLER is represented along the six consecutive trials after training to
(A) hexanal+/octanal- (n=38); (B) heptanal+/nonanal- (n=40); (C) octanal+/hexanal- (n=41);
(D) nonanal+/heptanal- (n=41). All odors differing in two carbon atoms were successfully
differentiated as a result of increasing number of trials. All odors discriminations were also
well retained 15 min after conditioning as high levels of response for the CS+ and low levels
of response for the CS- were recorded in the test (shown as separate plot in the same
graphs).

Comparing acquisition between conditioning protocols

A comparative analysis between absolute and differential conditioning is possible by
focusing on how the same CS+ odor is learned and memorized depending on the
presence/absence of a CS- odor. Figure 3 shows that the conditioning procedure affected the
acquisition rate of the CS+ as a significant interaction between trials and conditioning
procedure was found in all cases (6.32<x’<13.75; p<0.05). Consequently, the level of

conditioned responses to the CS+ in the test was significantly lower for ants trained with
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differential conditioning (Fisher’s Exact Test, 0.001<p<0.06). The higher learning
performances displayed by ants trained with absolute rather than with differential
conditioning indicates that the introduction of a CS- differing in 2 carbons from the CS+
reduced significantly the learning success of the CS+; i.e. learning to discriminate similar

odors is more difficult than learning the absolute properties of a single rewarded odor.

A B
100 1 — 5+ Abs v 100 1 —v— cs+Abs v
—@=— (S+ Diff ® —8— (CS+ Diff
go | =o= cs-piff g0 { —°— cs-piff
[ ]
& 60 - £ 60 1
- -
s s
X 40 1 3 40 1
20 < 20 1
0 : . . v : - 0 & . 2 -
1 2 3 4 5 6 Test 1 2 3 4 5 6 Test
Trials Trials
C D
100 1 —— 54+ AbS v 100 1 —— cs4 AbS M
—e— (CS+ Diff —&— (CS+ Diff
g0 | —o— cs-Diff g0 | —O— cs-piff .
[ ]
& 60 - £ 60
— -
s s
X 40 1 $ 401
20 4 20
@]
0 , : r ; ; 2 0 < ‘ . , . ;
1 2 3 4 5 6 Test 1 2 3 4 5 6 Test
Trials Trials

Figure 3: Ants trained with absolute conditioning learn faster and better than ants trained
with differential conditioning. The percentage of ants responding with the MaLER to the
rewarded odor after absolute conditioning (CS+; black triangles) and the percentage of ants
responding to the rewarded odor and to the punished odor after differential conditioning
(CS+, black dots; CS-, white dots, respectively) are represented along the six consecutive
trials. The levels of response to the train odors are shown with separate plots in the same
graphs. (A) hexanal+ vs. hexanal+/octanal-; (B) heptanal+ vs. heptanal+/nonanal-; (C)
octanal+ vs. octanal+/hexanal-; (D) nonanal+ vs. nonanal+/heptanal-. The sample sizes are
the same as in Figure 1 and 2. The presence of the CS- reduces the learning success of the
CS+ as shown by lower rates of acquisition and lower levels of responses in the test to the
CS+ for ants trained with differential conditioning compared to ants trained with absolute
conditioning.
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Olfactory generalization

After absolute conditioning, ants showed not only high level of responses to their
conditioning odor but also to the other test odors (light grey bars in Figure 4), i.e. ants highly
generalized among aldehydes. Generalization levels were inversely proportional to the
difference in the carbon-chain length between the conditioning and the test odor, i.e. the
lower the difference in the number of carbon atoms, the higher the level of generalization.
For instance, after hexanal+ training (light grey bars in Figure 4A), ants responded similarly
to heptanal (differing in 1 carbon from hexanal), less to octanal (differing in 2 carbons from
hexanal) and even less to nonanal (differing in 3 carbons from hexanal). The shape of the
generalization gradients therefore shows that carbon-chain length is a relevant dimension

for graded olfactory similarity in ants.

Olfactory similarity was affected by the training procedure as revealed by differences in
generalization gradients after absolute and differential conditioning (comparison of light vs.
dark grey bars in Figure 4). Indeed, after differential conditioning, the generalization levels
were lower for odors that had a carbon-chain length relation to the CS+ similar to that of the
CS-. In other words, if the CS- had a shorter carbon-chain length than that of the CS+,
discrimination was improved only for odors having a shorter carbon-chain length than that
of the CS+. Reciprocally, if the CS- had a longer carbon-chain length than that of the CS+,
discrimination was improved for odors having a longer carbon-chain length than that of the
CS+. For instance, after octanal+/hexanal- training (i.e. the CS- has a shorter carbon-chain
length than the CS+), the level of responses to heptanal, which has a shorter carbon-chain
length than octanal, is significantly lower than the level of response to octanal (dark grey
bars in Figure 4C) whereas these levels were similar after absolute conditioning (light grey
bars in Figure 4C). On the other hand, the level of responses to nonanal, which has a longer
carbon-chain length than octanal, was similar to that of octanal (dark grey bars in Figure 4C),
as found after absolute conditioning (light grey bars in Figure 4C). Differential learning
therefore improved the ants’ perceptual discrimination but only for odors that had a carbon-
chain length relation to the CS+ similar to that of CS-. Consequently, generalization gradients
after differential conditioning were asymmetric with higher levels of response for odors
away from the CS+ in the opposite direction from the CS-; a phenomenon called area shift

(see ten Cate and Rowe, 2007).
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Figure 4: Differential learning improves olfactory discrimination. The percentage of ants
responding with the MaLER to the test odors hexanal, heptanal, octanal and nonanal (bars
from left to right) is represented for ants trained with absolute (light grey bars) and differen-
tial (dark grey bars) conditioning. The x-axis shows the difference in carbon-chain length
between the CS+ and the test odor. The odors used as CS+ and CS- during conditioning are
indicated. (A) hexanal+ vs. hexanal+/octanal-; (B) heptanal+ vs. heptanal+/nonanal-; (C)
octanal+ vs. octanal+/hexanal-; (D) nonanal+ vs. nonanal+/heptanal-. The ants response to
the test odors was different after absolute (29.4<Cochran’s Q<61.81; p<0.001 in all cases)
and differential (51.78<Cochran’s Q<75; p<0.001 in all cases) conditioning. Different letters
indicate significant differences in the levels of responses to test odors for ants trained with
absolute (lower case) and differential (capital letters) conditioning (multiple McNemar’s Chi
Square tests with sequential Bonferroni corrections). Generalization gradients obtained after
absolute conditioning (light grey bars) show that carbon-chain length is a relevant axis for
graded perceptual similarity in ants as the response levels were inversely related to the dif-
ference in the number of carbons between the conditioned and the test odor. Generalization
gradients obtained after differential conditioning (dark grey bars) illustrate the enhancement
of discrimination abilities after differential conditioning as the level of response for odors
differing from 1 (upper panel) or -1 (lower panel) carbon with the CS+ were significantly
lower than the level response to the CS+ whereas these levels were similar after absolute
conditioning. For instance, (A) shows that after hexanal+/octanal- training (dark grey bars)
the level of response to heptanal (differing in 1 carbon from the CS+) was significantly lower
than the response to hexanal (CS+) whereas after hexanal+ training (light grey bars) the
response to heptanal was similar to hexanal.
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The enhanced perceptual discrimination resulting from differential learning and the
area shift effect are commonly accounted by assuming that generalization gradients
following differential conditioning result from the interaction (i.e. algebraic summation) of
excitatory and inhibitory gradients mediated, respectively, by the positively (CS+) and
negatively (CS-) reinforced stimuli (Spence, 1936; Hanson, 1959; Ghirlanda and Enquist,
2003). Thus, we aimed at modelling excitatory and inhibitory gradients in order to verify that

this theory accounted for the improvement of discrimination abilities displayed by the ants.
Generalization gradient modelling

Excitatory generalization gradients (blue curves in Figure 5) were obtained by fitting a
Gaussian function to the data obtained after absolute conditioning. This function was
characterized with only one free parameter: the standard deviation o (Table 1). Inhibitory
generalization gradients (red curves in Figure 5) were obtained with a Gaussian functions
with 2 free parameters: o’ and the amplitude A’ (Table 1). As explained in the methods
section, the functions of excitatory and inhibitory generalization gradients were similar but
with fixed amplitude to 100% for excitatory generalization gradient. This mirrors the
experimental data of generalization gradients obtained after absolute conditioning where all
ants (100%) responded to their trained odor in the test. The peaks of the excitatory and
inhibitory generalization gradients (blue and red dashed lines) were centered on the CS+ and
the CS- respectively, as we assume that the maximum of excitation and inhibition were
provided by the CS+ and the CS-. Generalization gradients after differential conditioning
(black curve in Figure 5) were obtained by fitting the linear sum of the excitatory and

inhibitory generalization gradients.

Generalization gradients after differential conditioning were well accounted by fitting
a linear sum of excitatory and inhibitory gradients (Figure 5), as shown by the low mean
square error across all experiments (MSE=0.0043) and by the visual inspection of the fits.
Therefore our experimental data argue in favor of an interaction between the excitatory and

inhibitory effects mediated by the CS+ and the CS-, respectively.

Figure 5 shows that differential conditioning induced a peak shift in generalization
gradient, indeed, the position of the peak (black dashed line) was not centered on the CS+ as

for excitatory gradient (blue dashed line). In all experiments, the peak of the generalization
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Figure 5: The enhancement of olfactory discrimination relies on both excitatory and
inhibitory gradients respectively mediated by the rewarded and punished odor. The
percentage of ants responding with the MaLER to the test odors hexanal, heptanal, octanal
and nonanal (bars from left to right) is represented for ants trained with absolute (light grey
bars) and differential (dark grey bars) conditioning. The x-axis shows the difference in
carbon-chain length between the CS+ and the test odor. The odors used as CS+ and CS-
during conditioning are indicated. Excitatory gradients (blue curves) are fitted to the
responses to test odors after absolute conditioning concurrently with the linear sum of
excitatory and inhibitory gradients (red curves), in order to account for the generalization
gradients obtained after differential conditioning (black curves). The position of the peak of
each gradient is indicated with dotted lines. (A) hexanal+ vs. hexanal+/octanal-; (B)
heptanal+ vs. heptanal+/nonanal-; (C) octanal+ vs. octanal+/hexanal-; (D) nonanal+ vs.
nonanal+/heptanal-. The interaction of excitatory and inhibitory gradients accounts for the
improvement of discrimination abilities and the area shift revealed after differential

conditioning in behavioral experiments.
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gradient after differential conditioning was shifted away from the CS+ in the opposite
direction from the CS-. This peak-shift illustrates well the area shift found in experimental

conditions.

Excitatory and inhibitory gradients differed consistently in their shapes. In all
experiments, the amplitude (A’) of the inhibitory gradient was always lower than the one of
the excitatory gradient, which was set at 100% (Table 1). Thus, the weight of the inhibition
provided by the CS- was lower than the weight of the excitation provided by the CS+. The
standard deviation of the inhibitory gradient (o’) was also lower than the standard deviation
of the excitatory gradient (o) except for octanal+/hexanal- (Table 1). Thus, the inhibitory
gradient was generally narrower than the excitatory one, indicating that the inhibitory effect

of the CS- is more specific than the excitatory effect of the CS+.

Experiment o] o A’ (%)
hexanal+/octanal- 2.0399 1.1398 60.91
heptanal+/nonanal- | 2.5591 1.7715 68.00
octanal+/hexanal- 2.2236 2.7740 49.76
nonanal+/heptanal- | 1.7273 1.1700 36.93

Table 1: Summary of fitted parameters for excitatory and inhibitory gradients. The
parameters ¢ and o’ denote the standard deviations of the curves for excitatory and
inhibitory gradients respectively. The parameter A’ is the amplitude of the curve of the
inhibitory gradient. Note that for excitatory gradients the amplitude was set to 100%.
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Discussion

In the present study, we investigated olfactory generalization in ants, with the goal of
determining how olfactory experience shapes their evaluation of odor similarity
relationships. By adopting a systematic analysis comparing absolute vs. differential
conditioning, we show for the first time that carbon-chain length is a relevant dimension in
ant olfactory perception and that learning to discriminate odors differing in carbon-chain
length enhances olfactory discrimination along this dimension. In other words, olfactory
similarity relationships are not absolute but vary with the conditioning procedure. Moreover,
we demonstrate that the enhanced olfactory discrimination after differential learning relies
on the interaction of excitatory and inhibitory effects respectively mediated by the CS+ and

the CS-.

We found that after absolute conditioning ants strongly generalized among aldehydes, a
phenomenon previously demonstrated in honeybees (Smith and Menzel, 1989; Laska et al.,
1999a; Guerrieri et al., 2005). Moreover, generalization levels were inversely related to the
difference in the number of carbons between the conditioned and the test odor (Figure 4).
These results are in accordance with behavioral experiments performed both in vertebrates
(Laska and Freyer, 1997; Laska and Teubner, 1998, 1999; Laska et al., 1999a; Linster and
Hasselmo, 1999; Laska and Hiibener, 2001; Cleland et al., 2002) and invertebrates (Laska et
al.,, 1999a; Guerrieri et al.,, 2005; Daly et al., 2001) showing that olfactory generalization
depends on the similarity between odors in terms of carbon-chain length. Therefore, the
relevance of this chemical dimension for olfactory perception appears to be widespread

among animals.

Our study shows that generalization did not only rely on the odor chemical dimensions
but depended also on the conditioning procedure used to train the ants. Indeed, after
absolute conditioning, the ants’ response was similar for the conditioning odor and for odors
differing in one carbon atom with the trained odor, indicating that they did not discriminate
between these odors; yet these odors could be discriminated after differential conditioning
(Figure 4). This result has a fundamental importance because it questions the absolute
nature of olfactory perception. It shows that different similarity relationships between odors

can be found depending on the conditioning procedure so that studies on olfactory
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perception should carefully consider that the way a subject perceives odor similarity
relationships depends on the way it learned to respond to odors. For instance, a recent
study in Drosophila melanogaster combining optical imaging with olfactory psychophysics
has shown that differential conditioning enhances perceptual and neural discrimination of
odor cues (Barth et al., 2014). As a consequence, initially similar, confusable stimuli (alcohols
with equal carbon-chain lengths, differing only by one covalent bond) become discriminable
after differential conditioning, paralleling the spatial divergence of activity patterns in the

mushroom body (a higher order structure receiving olfactory information).

Comparable conclusions have been reached for color similarity relationships in bees,
where absolute and differential conditioning vyield different discrimination and
generalization performances for the same color stimuli (Dyer and Chittka, 2004; Giurfa,
2004; see review in Avargues-Weber and Giurfa, 2014). It thus seems that perceptual
performances, irrespectively of the modality considered, are significantly modulated by the

kind of experience gathered by an animal.

The improved discrimination abilities displayed by the ants trained with differential
conditioning were however not extended to all odors tested but were observed in odors that
had had a carbon-chain length relation to the CS+ similar to that of CS-. For instance, when
the carbon-chain length of the CS- was shorter than that of the CS+, discrimination was
improved only for odors having a shorter carbon-chain length than the CS+. Indeed,
generalization gradients obtained after differential conditioning were asymmetric around
the CS+; i.e. the level of response was maximal for the CS+ and higher levels of response
were recorded for novel stimuli away from the CS+ in the opposite direction of the CS-; a
phenomenon called “area shift” (ten Cate and Rowe, 2007). Area shift is a less extreme
version of the “peak shift effect” (Spence, 1937; Hanson, 1959; ten Cate and Rowe, 2007,
Ghirlanda and Enquist, 2003) which is defined by higher levels of response for novel stimuli
away from the CS+ in the opposite direction of the CS-; that is the levels of response are not
maximal for the CS+. Area shift (or peak shift) in generalization gradient obtained after
differential learning have already been observed in the olfactory modality of insects: in
moths, with alcohols differing in 2 carbons or with alcohols and ketones differing in 2

carbons (Daly et al., 2001), and in honeybees with odor binary mixtures varying in the
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proportion of mixture components (Wright et al., 2009; Fernandez et al., 2009). Therefore,

this effect appears to be consistent in insects when learning to discriminate similar odors.

The enhanced perceptual discrimination induced by discrimination learning and area
shift (or peak shift) are commonly accounted by assuming that generalization gradients
resulting from differential conditioning are determined by the interaction (i.e. algebraic
summation) between excitatory and inhibitory generalization gradients mediated by the
positively (CS+) and negatively (CS-) reinforced stimuli, respectively (Spence, 1937; Hanson,
1959; Ghirlanda and Enquist, 2003). Thus, by learning to discriminate similar stimuli that
differ along the same perceptual dimension, excitatory and inhibitory gradients would
overlap along this dimension, resulting in higher discrimination abilities for stimuli away
from the CS+ toward the CS- and therefore an area or peak shift in the generalization
gradient after differential conditioning would emerge. In our study, modelling the linear sum
of excitatory and inhibitory gradients accounted well for the shapes of the experimental
generalization gradients obtained after differential conditioning (Figure 5; Table 1), thus
arguing in favor of this theory. Moreover, modelling allowed us to define the shapes of
excitatory and inhibitory gradients and therefore to characterize how excitatory and
inhibitory effects of the CS+ and the CS- accounted for the enhanced olfactory discrimination

displayed by the ants.

We found that inhibitory gradients had lower amplitude than excitatory gradients (Figure
5; Table 1). Several hypotheses that are not necessarily mutually exclusive could explain
these results. The first one would be that the quinine concentration was not large enough to
induce an inhibition comparable to the excitation provided by the sucrose solution, as
suggested by a previous study in Camponotus fellah (Josens et al., 2009). By increasing the
guinine concentration, we would be able to test whether the amplitude of the inhibitory
gradient could increase. However, the amplitude of the inhibition does not seem to rely only
on quinine concentration, as different amplitudes were found for inhibitory gradients (Table
1) whereas the quinine concentration was identical in all conditions. A second hypothesis
would be that the negative hedonic value of quinine is inferior to the positive hedonic value
provided by sucrose. Recent experiment in honeybee learning (de Brito Sanchez et al,
submitted) have shown that concentrated quinine solution is not a strong aversive reinforcer

for harnessed bees subjected to differential olfactory conditioning; on the contrary,
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concentrated NaCl solution was more effective and induced better olfactory discrimination.
It is thus possible to assess whether saline solution also increases the amplitude of the
inhibitory gradient in ants. The third hypothesis would be that the excitatory effect mediated
by the sucrose solution always prevails over the inhibitory effect mediated by the US-.
Acquisition curves of differential conditioning found in our study (Figure 2) and typically
found in ants and honeybees (e.g. Hammer and Menzel, 1995; Menzel and Giurfa, 2001;
Komischke et al., 2002; Guerrieri and d’ Ettorre, 2010; van Wilgenburg et al., 2012) argue in
favor of this hypothesis. Indeed, in pavlovian conditioning the stimuli used as CS are initially
neutral therefore learning to discriminate odorants results more in an increase of the
response to the CS+ rather than in a decrease of the response to the CS- which remain
relatively low even if animals generalize from the CS+ to the CS- in the first trials of

conditioning.

Inhibitory gradients were generally narrower than excitatory gradients, meaning that the
inhibitory effect of the CS- is more specific than is the excitatory effect of the CS+ (Figure 5;
Table 1). This higher specificity for the inhibitory effect of the CS- would be suitable for
learning the discrimination of the CS+ from the CS-. Indeed, an excessive overlap of
excitatory and inhibitory gradient would decrease considerably the ants’ response to the
CS+. This hypothesis is supported by our results showing that the higher the standard
deviation of the inhibitory gradient (Table 1) the higher the difficulties for ants to learn to
differentiate the odors (Figure 2). The result showing that the inhibitory gradient spreads to
all tested odors, including CS+, would explain why it was more difficult for ants to learn to
discriminate similar stimuli than learning the absolute properties of the CS+ (Figure 3) or why
it is generally difficult to learn to discriminate similar odors than dissimilar odors (Cleland et
al., 2002; Deisig et al., 2002; van Wilgenburg et al., 2012). From an adaptive point of view, it
would be advantageous to be less specific to the rewarded than to the punished odor in

order to favor opportunistic behaviors in novel situations.

Electrophysiological and optophysiological recording techniques available in ants (Galizia
et al., 1999; Yamagata et al., 2006; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010; Brandstaetter et al.,
2011; Brandstaetter and Kleineidam, 2011) would be useful to understand how experience
shapes the neural circuits underlying olfactory perception in ants. Investigating the neural

response of similar odors before and after absolute and differential conditioning would allow
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us to know whether the conditioned excitation and the conditioned inhibition mediated
respectively by the CS+ and the CS-, as observed with our behavioral experiments, translate

into a form of neural excitation and inhibition for the CS+ and the CS- respectively.
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Supplementary material

Generalization gradients modelling

All fits were performed with MATLAB non-linear curve fit function Isquonlin which performs
a heuristic non-linear least squares fit. It is possible that this function returns local minima. It
is therefore advised to check the goodness of fit visually.

Excitatory generalization gradients were fitted according to the observations of
generalization gradients obtained after absolute conditioning with three different functional

forms and different numbers of free parameters:

1) Gaussian functions of either 1 or 2 parameters

x2
91(x,0) = exp <ﬁ>
(x,0,4) = Aexp =
g2(x,0,A) = Aexp 552
2) Exponential functions of either 1 or 2 parameters
|x|

e;(x,s) = exp <— T)

X
e,(x,s,A) = Aexp (— %)

3) Power laws of either 1 or 2 parameters

Pl(X, S) = x—S

D2 (x) S, A) = Ax—S

121



Chapitre Il

Experimentally, animals either respond or do not respond to the test stimulus,
therefore generalization gradients values range from 0 to 100% of animals responding to the
stimulus (i.e. always positive). To enforce the constrain of having positive generalization

gradient after differential conditioning, we added a cost function:

4 5
€= ) (mi = fn @)Y+ k ) ([fiy ()1)?

where fi,;; denotes the function fitted with parameters {p}; x; denotes the difference in
carbon-chain length between the CS+ and the test odor i; m; denotes the fraction of MaLER
observed for the odors tested; [f]_ denotes the negative part of f, i.e. min{f, 0}; and k is a
free parameter for the weighting of the second cost term. In our case, we used k = 5.
Additional points were therefore added to the second term of the cost function. These
points were xo = x; — 1 and x5 = x4, + 1. The effect of this second term was that if the
curve of the generalization gradient obtained after differential conditioning was negative for
the four odors used or for odors having one carbon less (i.e. pentanal) or one carbon more
(i.e. decanal), then an extra cost proportional to the amount below zero was added. In order
to obtain realistic curves, the possible parameters {p} were limited to reasonable ranges:
o,s € [0.3,10]; A € [0.1,1]. For instance, the upper limit on A limited the excitatory gradient
to not exceed 100%, which would be unrealistic.

The observed residual error (sum squared error) for the different fits of excitatory

generalization gradients is shown in Figure S1.
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Figure S1: Mean residual errors across all four trained odors, for fits with g,, e1, p1, 92, €

and p,.

The smallest residual errors (and hence best fits) are obtained with Gaussian fits with
1 or 2 parameters. Accordingly, we then fitted the observations for generalization gradients
obtained after differential conditioning by linear sums of the previous fit to the
corresponding excitatory generalization gradient (i.e. g; and g,) and an inhibitory
generalization gradient of one of the functional forms listed above (Gaussian functions,
exponential functions and power laws, with 1 or 2 parameters respectively). We also
explored the possibility of fitting both data, from generalization gradients obtained after
absolute and differential conditioning, concurrently. The mean residual errors observed for

these fits are shown in Figure S2.
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Figure S2: Mean residual errors across all four trained differential conditions for each of the
following scenarios: fit with g, (o) followed by fit with g,(¢) — g,(a’,A") (#1), or followed
by fit with g,(0) — e, (s, A") (#2), or followed by fit with g,(c) — p,(s’,A") (#3); fit with
g2 (0, A) followed by fit with g,(a,A) — g,(a',A") (#4), or followed by fit with g,(g,A) —
e,(s',A") (#5), or followed by fit with g,(g, A) — p,(s’,A") (#6). The remaining points are a
concurrent fit with g,(a,A) — g,(a’,A") (#7) and a concurrent fit with g,(a) — g,(c', A")
(#8).

The best fits were concurrent fits with g,(0,4) — g,(c',A") (#7) and with
g1(0) — g,(a’, A") (#8) (Figure S2). With these fits, the limits imposed for each parameter
were never reached. According to visual inspection of the curves, the concurrent fit with
g1(0) — g,(a’, A") (Figure S3B) appears slightly better than that with g,(g,A) — g,(c', A")
(Figure S3A), as excitatory generalization gradients (blue curves) fitted better the observed
generalization gradients after absolute conditioning without affecting to a large extent the
fit of the generalization gradient obtained after differential conditioning (black curves).
Therefore, the concurrent fit with g, (o) — g,(a’, A") was chosen, although the concurrent

fit g, (o, A) — g, (o', A") gave similar (good) results.
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Figure S3: Concurrent fits with (A) g,(g,A4) — g,(c',A") and (B) g,(c) — g,(¢',A"). The
percentage of ants responding with the Maxilla-Labium extension response (%MaLER) to the
test odors hexanal, heptanal, octanal and nonanal (bars from left to right) is represented for
ants trained with absolute (light grey bars) and differential (dark grey bars) conditioning. The
x-axis shows the difference in carbon-chain length between the CS+ and the test odor. The
odors used as CS+ and CS- during conditioning are indicated. Excitatory gradients (blue
curves) are fitted to the responses to test odors after absolute conditioning concurrently
with the linear sum of excitatory and inhibitory gradient (red curve), in order to account for
the generalization gradient obtained after differential conditioning (black curve). The
position of the peak of each gradient is indicated with dotted lines (same color codes as the
curves). From top to down: hexanal+ vs. hexanal+/octanal-; heptanal+ vs.
heptanal+/nonanal-; octanal+ vs. octanal+/hexanal-; nonanal+ vs. nonanal+/heptanal-.
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Abstract

Natural odours are complex blends of numerous components. Understanding how animals
perceive odour mixtures is central to multiple disciplines. Here we focused on carpenter
ants, which rely on odours in various behavioural contexts. We studied overshadowing, a
phenomenon that occurs when animals having learnt a binary mixture, respond less to one
component than to the other, and less than when this component was learnt alone. Ants
were trained individually with alcohols and aldehydes varying in carbon-chain length, either
as single odours or binary mixtures. They were then tested with the mixture and the
components. Overshadowing resulted from the interaction between chain length and
functional group: alcohols overshadowed aldehydes, and longer chain lengths
overshadowed shorter ones; yet, combinations of these factors could cancel each other and
suppress overshadowing. Our results reveal the rules of olfactory mixture processing in ants

and set the basis for predictive analyses of odour perception in insects.
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Introduction

Odours play a key role in most aspects of animal behaviour. In nature, animals are usually
confronted with complex olfactory mixtures, which are composed of numerous components.
Thus, the question of how animals perceive and learn odour mixtures is the subject of
current debates in fields as diverse as neurosciences’, experimental psychology?, animal
behaviour?, computational biology4 and chemical ecologys, among others. Animals, such as
insects, for which odour cues play a significant role in their natural life, constitute suitable
models for the study of olfactory mixture perception. In addition, the existence of protocols
for olfactory conditioning in these animals allows uncovering the mechanisms underlying the
processing of complex odour blends.

A phenomenon particularly useful for studying how animals perceive stimulus
mixtures is overshadowingG_s, which occurs when two criteria are fulfilled: 1) an individual
trained with a binary mixture responds less to one component (‘overshadowed component')
than to the other (‘overshadowing component'); 2) the response to the overshadowed
component is lower than that obtained when this component is trained alone. The
occurrence of overshadowing therefore reveals that sometimes animals do not respond to
all mixture components, but that the most salient component dominates and drives the
animal's responsesg'll.

Olfactory overshadowing has been shown in a variety of taxa, including mammals®?,
crustaceans®™ and insects'*® but the rules underlying this phenomenon remain unclear due
to the lack of systematic analyses. With their relatively simple brains, insects are valuable
models for the study of olfactory perception and learning, both at the behavioural and
neurophysiological level™?°. Among insects, the honeybee Apis mellifera has been
extensively used to this end® but the rules and mechanisms of olfactory overshadowing are
still unclear in this insect'®. Ants constitute an interesting model for the study of odour
learning and perception, as they are typically confronted to odour mixtures in their natural
life (e.g. floral odours when foraging, signature mixtures in nestmate recognition)zz. Due to
the varieties of their life-history traits and ecological adaptations, ants have gained increased
popularity in recent behavioural and neurobiological olfactory research®?; for instance,

controlled olfactory appetitive learning protocols have been established for these
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: 24,26,2
insects 426,29

. As a consequence, the study of perception and learning of odour mixtures is
timely and biologically relevant in this taxon.

Here, we aimed at uncovering the rules accounting for olfactory overshadowing in
the ant Camponotus aethiops, an insect which offers the advantage of being easily
conditionable using an appetitive protocol in which it learns to associate an odorant with a
reward of sucrose solution®®. Ants having learnt the association exhibit the appetitive
maxilla-labium extension response (MaLER) to the learnt odorant (the conditioned stimulus,
or CS). We trained Camponotus aethiops ants with odours that are part of floral blends®* and
that are thus relevant for this species, which forages partly on extra-floral nectaries.
Conditioned odours were either single odours or binary mixtures of these odours. Four
alcohols and four aldehydes, which varied systematically in their carbon-chain length, were
arranged in two sets (6 vs. 8 carbons, and 7 vs. 9 carbons) in order to allow similar
comparisons between components in terms of functional group and carbon-chain length,
two physical dimensions that define a putative olfactory space in insects®*. By equilibrating
the vapour pressure of all odorants, we aimed at controlling for concentration effects'>**,
thus focusing only on functional group and carbon-chain length effects. We show that
olfactory overshadowing resulted from the interaction between chain length and functional
group. Generally, alcohols overshadowed aldehydes, and longer chain lengths
overshadowed shorter ones; yet, a combination of these dimensions could cancel each other
and suppress overshadowing. The emergence of these similar, reproducible dominance

patterns in the two sets of odours argues in favour of predictive rules based on the chemical

proprieties of odours.

Results

Ants successfully learnt and memorized all odour stimuli. In the first experiment, three
groups of ants were conditioned in parallel for each combination of two odours, A and B:
one group was conditioned to the binary mixture AB (OVS group) and the other two to only
one of the odour components (A for Ctrl A group; B for Ctrl B group). In all cases, ants were
conditioned along 6 spaced trials. Two sets of four odours (set 1: hexanol, hexanal, octanol,
octanal; set 2: heptanol, heptanal, nonanol, nonanal) were used to establish 12 binary

mixtures (6 by set of odours). Within each set, odorant molecules varied in their functional
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group (aldehyde or alcohol) and carbon number (6 vs 8 carbons for set 1; 7 vs 9 carbons for

set 2). In total, 1060 ants were conditioned in this experiment.

Irrespectively of using single odours or binary mixtures as CS, ants efficiently learnt
the odour-sucrose association and exhibited a high level (approximately 85%) of conditioned
responses at the end of training (Fig. 1). Within each odour set, single odours and binary
mixtures were learnt equally well, as revealed by similar levels of conditioned responses in
the last trial (Fig. 1a: set 1, single odours: X*=2.25; p=0.52, binary mixtures: x°=3.92; p=0.56;
Fig. 1b: set 2, single odours: x*=1.07; p=0.78, binary mixtures: x°=4.82; p=0.44). Furthermore,
we neither found significant differences in the level of conditioned responses between single
odours and mixtures (Fig. 1a: set 1, x’=1.15; p=0.28; Fig. 1b: set 2, x’=0.07; p=0.80) nor
between sets of odours (Fig. 1a, b, single odours: x?=0.06; p=0.81; binary mixtures: x°=1.59;
p=0.21).

One hour after training, all groups were tested without reinforcement with the
mixture AB, each of the odour components (A and B) and a novel odour C, which was
unknown to the ants and therefore allowed to measure the tendency to generalise olfactory
responses. Odour presentation was randomized in the test. To verify that performances in
the memory test did not decay after training, we compared the level of conditioned
responses of the learnt odorant in the test with that obtained in the last conditioning trial.
Within each odour set, responses in the last conditioning trial did not differ from those
recorded in the memory test (Fig. 1a: set 1, single odours: 0<x2<0.5; 0.48<p<1, binary
mixtures: 0<x’<0.5; 0.48<p<1; Fig. 1b: set 2, single odours: 0.08<x°<0.57; 0.45<p<0.77, binary
mixtures: 0.17<x’<1.33; 0.24<p<0.68), except for octanol for which responses even

increased (x°=4.27; p<0.05).

Altogether, these results show that ants successfully learn odour-sucrose
associations, both in the case of single odours and binary mixtures, and that the information

learnt is efficiently retained one hour after conditioning.
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Figure 1: Ants successfully learnt all single odours and binary mixtures. Learning curves of
single odours and binary mixtures for odour set 1 (a) and odour set 2 (b). The graphs show
the percentage of ants responding to the conditioned odour with the MaLER during six
successive conditioning trials. Sample size (n) for each odour is indicated in parentheses. For
single odours, curves represent the pooled performance of all groups in which a given odour
was used as CS in experiment 1 (for more details about statistics, see Supplementary
Information). For all single odours and binary mixtures of each odour set, ants reached the
same level of conditioned responses in the last conditioning trial and their performance did
not decay 1 h after training, as revealed by the memory test (shown as separate plot in the
same graphs).

The ants' response to test odours revealed the occurrence of overshadowing. During the
tests, ants trained with a binary mixture AB could in principle respond to A and B with the
same level of responses reached by these components when trained alone, thus revealing an
absence of overshadowing. Figure 2a shows an example in which the group trained with the

mixture (OVS) responds to the components A and B in a similar way, and with levels

136



Chapitre Il

undistinguishable from those of the groups trained to the single components (Ctr/ A and Ctrl
B). Alternatively, ants could respond significantly less to one component than to the other
(e.g. B < A), and less to this component than when it was learnt alone (the two criteria for
defining overshadowing, see Introduction). Figure 2b shows an example in which
overshadowing occurs as the response to component B of the OVS group is not only inferior

to A but it is also inferior to the response to B of the Ctrl B group.

The 12 binary odour combinations of alcohols and aldehydes of sets 1 and set 2 are
shown in Supplementary Table 1, together with the ketone used as novel odour for a
generalisation control. The complete results obtained for each odour combination are
shown in Supplementary Figs. 1-6. In all cases, the response to this ketone was low, thus
showing a low generalization from the trained alcohols or aldehydes to the ketone.
Overshadowing was found in 6 of the 12 combinations (Table 1), in which after AB training
the response to one component was decreased compared to the other [either RA(AB) >
Re(AB) or RA(AB) < Rg(AB), with Rx(Y) representing the responses to the odour X after training
to the odour Y]. All these combinations also fulfilled the second criterion of overshadowing
as the response to A or B after mixture training [RA(AB) or Rg(AB)] was lower than the
response obtained after training to the single component in the corresponding control group

[Ra(A) or Rg(B)].

The dominance relationships found in the two sets of odours are summarized in
Figure 3. Interestingly, the pattern emerging in both odour sets was similar despite the
difference in chain length of the molecules tested. As odorants were equated in their vapour
pressure through dilution in mineral oil (Supplementary Table 2), differences in
concentration could not account for odour dominance in our experiments, although we
cannot exclude possible difference in subjective (perceived) intensity. This result raises
therefore the question of whether systematic rules accounting for overshadowing can be
uncovered based on the odorant properties that varied in our experiment, namely carbon-

chain length and functional group.
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Figure 2: The case of overshadowing. Three groups of animals are trained independently,
two with the single odours A and B (Ctrl A and Ctrl B, respectively), and one with the binary
mixture AB (OVS) as conditioned stimulus (CS). The figure shows the percentage of ants
responding to the conditioned odour with MaLER in a test performed 1 h after training. Each
group was tested with A (white bar), B (black bar) and AB (grey bar). All groups responded
highly to their respective CS. a) Example of absence of overshadowing: the OVS group
responds equally to both components A and B of the mixture (example from the
heptanol/nonanal combination, see Supplementary Fig 3b). b) Example of overshadowing:
the OVS group responds significantly less to B than A (***) and responds also significantly
less to B than after training to B alone (+++; see black bars of Ctr/ B and OVS) (example from
the octanol/octanal combination, see Supplementary Fig 6a). (NS) non-significant.
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Combination of Ctrl A Ctrl B ovs Ra(AB) # Rs(AB)  Ra(A) # RA(AB)  Rs(B) # Rs(AB)
odours (A /B) n  Ra(A) Rg(A) n  Rg(B) Ra(B) n  Ras(AB) Ra(AB) Ry(AB) (p-value) (p-value) (p-value) Overshadowing
hexanol / hexanal 29 96,55 27,59 27 96,30 11,11 28 92,86 64,71 47,06 <0,001 0,35 < 0,001 A>B
hexanol / octanol 26 84,62 23,08 25 84,00 28,00 29 82,76 62,07 82,76 0,23 0,08 1 A=B
: hexanol / octanal 31 77,42 6,45 31 80,65 9,68 34 73,53 47,06 64,71 0,15 <0,05 0,18 A=B
g hexanal / octanol 29 82,76 0,00 29 96,55 3,45 29 93,10 6,90 93,10 <0,001 <0,001 1 B>A
hexanal / octanal 30 90,00 50,00 29 89,66 58,62 28 92,86 60,71 89,29 0,054 (t) <0,05 1 A=B(?)
octanol /octanal 28 85,71 0,00 29 89,66 6,90 29 96,55 93,10 3,45 <0,001 0,42 <0,001 A>B
h::;:::;ll 29 93,10 000 29 93,10 24,14 29 9310 9655 3,45 <0,001 1 <0,001 A>B
heptanol / nonanol 29 72,41 17,24 28 78,57 35,17 28 85,71 67,86 78,57 0,50 0,78 1 A=B
% heptanol / nonanal 32 84,38 3,13 34 88,24 5,88 34 85,29 79,41 82,35 1 0,75 0,73 A=B
) heptanal / nonanol 33 63,64 3,03 32 81,25 3,13 32 87,50 0,00 68,75 <0,001 <0,001 0,39 B>A
heptanal / nonanal 29 89,66 27,59 29 93,10 75,86 28 82,14 64,29 78,57 0,27 <0,05 0,14 A=B(?)
nonanol / nonanal 28 92,86 7,14 29 79,31 13,79 28 85,71 71,43 32,14 <0,05 0,08 <0,001 A>B

Table 1: Test responses and overshadowing criteria for odour combinations used in set 1 and set 2. The table shows, for each odour combination, the

sample size (n) and the responses of the control groups (Ctr/ A and Ctrl B) and of the group trained with the binary mixture (OVS) in the test performed 1 h

after training. Values of Rx(Y) represent the percentage of ants responding with MaLER to the odour X after training to the odour Y. A difference in responses
to the mixture components of the OVS group [i.e. Ra(AB) and Rg(AB)], first criterion for overshadowing determination, is indicated by adjusted p-values of

pairwise response comparisons (sequential Bonferroni corrections after multiple McNemar’s chi square tests). Fishers exact tests were used to compare

responses to the mixture components of the OVS group with responses of the control groups to their training odour [i.e. RA(A) with RA(AB) and Rg(B) with

Rg(AB)] to assess the second criterion for overshadowing determination. Significant differences are indicated in bold. “X = Y”: no overshadowing; “X > Y”: X
overshadowed Y (where X and Y are either A and B or B and A) as shown by the lower response to Y after mixture training and by the reduction of responses
to Y after mixture training compared to responses to Y after Y training. “?” indicates difficulty in determining the occurrence of overshadowing due to high

levels of generalization from the longer to the shorter aldehyde (further investigated in experiment 2). “t” indicates tendency (p approaching significance).



Chapitre Il

Uncovering the rules underlying overshadowing in olfactory mixtures. Three basic
principles account for overshadowing in mixtures composed of two odours. 1) When odour
components had the same carbon-chain length but varied in functional group (horizontal
relationships in Fig. 3), alcohols always overshadowed aldehydes (e.g. hexanol
overshadowed hexanal; Fig. 3, left panel). 2) When odour components had the same
functional group but varied in carbon-chain length (vertical relationships in Fig. 3), no
overshadowing occurred in the case of alcohols (e.g. no overshadowing between octanol
and hexanol; Fig. 3, left panel). Overshadowing determination within aldehydes was difficult

to ascertain since only one of the two criteria was fulfilled. 3) When odour components

AL LA

Figure 3: Relationships between odours used in set 1 (left panel) and set 2 (right panel). A
solid arrow indicates the occurrence of overshadowing between the components of the
mixture. A dotted line indicates the absence of overshadowing. “?” indicates the difficulty in
determining the occurrence of overshadowing in this combination of odours due to high
levels of generalization from the longer to the shorter aldehyde; the presence of solid
arrows linking these odours is suggested by experiment 2. Similar patterns were found
between the two sets of odours varying in carbon-chain length, thus indicating that common
rules based both on functional group and carbon-chain length determine the occurrence of
olfactory overshadowing in ants.
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differed not only in carbon-chain length but also in functional group (diagonal relationships
in Fig. 3), alcohols with longer carbon-chain length always overshadowed aldehydes with
shorter chain length (e.g. octanol overshadowed hexanal; Fig. 3, left panel) whilst no
overshadowing occurred between aldehydes with longer carbon-chain length and alcohols
with a shorter chain length (e.g. no overshadowing between hexanol and octanal; Fig. 3, left

panel).

The case of aldehydes: is overshadowing masked by generalization? An interesting finding
was the high generalization found between aldehydes. Ants trained with an aldehyde
(Supplementary Fig. 5, Ctrl B groups; octanal and nonanal) tended to respond not only to the
trained odour in the test but also responded highly to the other aldehyde if it had a shorter
carbon-chain length (Table 1 and Supplementary Fig. 5, Ctrl B groups, hexanal and heptanal).
This particular situation raises a problem for the analysis of overshadowing after mixture
training. Indeed, in a mixture of two aldehydes differing in carbon-chain length,
overshadowing could be masked by the high generalization from the longer to the shorter
molecule. For instance, a high generalization from nonanal to heptanal is evident after
nonanal training so that responses to both odours did not differ (pcr=0.22; Table 1 and
Supplementary Fig. 5, right, Ctrl/ B group). This result renders the responses of the OVS group
difficult to interpret: while the responses to nonanal and heptanal (resp. octanal and
hexanal) did not differ significantly after training to the mixture of these two odours (Table 1
and Supplementary Fig. 5, OVS groups), the response to heptanal (resp. hexanal) was
nevertheless significantly lower after mixture training than after heptanal (resp. hexanal)
training (Table 1, compare heptanal and hexanal responses of Ctr/ A and OVS groups).
Therefore, in the case of aldehydes, only one criterion of overshadowing determination was
fulfilled. Was overshadowing masked by the high generalization from longer to shorter

aldehydes?

To answer this question we performed a second experiment using three aldehydes
varying in carbon-chain length (hexanal, octanal and nonanal), a chemical feature that

significantly influences olfactory generalization3°'34

. In the previous experiments, aldehydes
differed by two carbons in each combination; here we used two other combinations to
create a difference in chain length of 1 carbon (octanal/nonanal) and of 3 carbons

(hexanal/nonanal). The results obtained with these combinations were compared to those of
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the heptanal/nonanal combination differing in 2 carbons. We predicted that generalization
should be higher in the first combination (octanal/nonanal) due to the higher structural
similarity in carbon number, while it should be lower in the second combination
(hexanal/nonanal) due to the higher dissimilarity. As a consequence, overshadowing should

be visible only in the second case, where it would not be masked by generalization.

Indeed, overshadowing was only found in the hexanal/nonanal combination as after
mixture training the response to hexanal was lower than the response to nonanal and the
response to hexanal was lower after mixture training than that after hexanal training (Table
2). By contrast, none of these criteria was fulfilled after octanal/nonanal training so that no
overshadowing was visible. The results obtained for these two odour combinations are
shown in Supplementary Fig 7. As in experiment 1, in both odour combinations the response

to the novel odour (a ketone) was low. As predicted, generalization was

142



Combination of Ctrl A Ctrl B ovs Ra(AB) # Rg(AB) Ra(A) # RA(AB)  Rg(B) # Rz(AB)

odours (A / B) Ra(A) Rg(A) Rg(B) Ra(B) Rag(AB) RA(AB) Rg(AB) (p-value) (p-value) (p-value) Overshadowing
hexanal / nonanal 93,10 13,79 96,30 11,11 100,00 17,24 96,55 <0,001 <0,001 1 B>A
heptanal / nonanal 89,66 27,59 93,10 75,86 82,14 64,29 78,57 0,27 <0,05 0,14 A=B
octanal / nonanal 85,71 67,86 96,55 86,21 92,86 96,43 100,00 1,00 0,35 1 A=B

Table 2: Test responses and overshadowing criteria for aldehyde combinations used in experiment 2. The table shows, for each odour combination, the
sample size (n) and the responses of the control groups (Ctrl A and Ctrl B) and of the group trained with the mixture (OVS) in the test performed 1 h after
training. Values of Ry(Y) represent the percentage of ants responding with the Maxilla-Labium extension response to the odour X after training to the odour
Y. A difference in responses to the mixture components of the OVS group [i.e. Ra(AB) and Rg(AB)], first criterion for overshadowing determination, is indicated
by adjusted p-values of pairwise response comparisons (sequential Bonferroni corrections after multiple McNemar’s chi square tests). Fishers exact tests
were used to compare responses to the mixture components of the OVS group with responses of the control groups to their training odour [i.e. Ra(A) with
Ra(AB) and Rg(B) with Rg(AB)] to assess the second criterion for overshadowing determination. Response levels and statistical differences of the
heptanal/nonanal combination are extracted from Experiment 1 (see Table 1). Significant differences are indicated in bold. “X = Y”: no overshadowing; “X >
Y”: X overshadowed Y (where X and Y are either A and B or B and A) as shown by the lower response to Y after mixture training and by the reduction of
responses to Y after mixture training compared to responses to Y after Y training. “?” indicates difficulty in determining the occurrence of overshadowing due
to high levels of generalization from nonanal to heptanal and from nonanal to octanal.
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inversely proportional to the difference in carbon-chain length (Fig. 4, blue curve). It was
higher from nonanal to octanal, differing in only 1 carbon (89.29%) while it was lower from
nonanal to hexanal, differing in 3 carbons (11.54%). In addition, the difference between the
responses to the components after mixture training (amount of overshadowing) increased
with component dissimilarity (Fig. 4, red curve; higher in hexanal/nonanal and lower in
octanal/nonanal). Therefore, the higher the generalization from nonanal to the other
aldehyde, the lower the amount of overshadowing. Taken together, our results suggest that
longer aldehydes overshadow shorter aldehydes so that it is very likely that nonanal
overshadowed heptanal and that octanal overshadowed hexanal but the effect was masked

by generalization (Fig. 3).
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Figure 4: Generalization and overshadowing in aldehydes depending on carbon-chain
length. The blue y-axis shows the percentage of ants responding with MaLER to hexanal,
heptanal and octanal after nonanal training (i.e. the level of generalization from nonanal to
the other aldehydes). The red y-axis represents the difference in the %MalLER of ants
responding to nonanal and to the other aldehyde to which it has been combined (hexanal,
heptanal or octanal) after mixture training (i.e. the amount of overshadowing). A significant
carbon-chain length effect is visible for generalization, which increases when aldehydes are
less different in their carbon-chain length (x?=27.76; p<0.001). A significant effect is also
visible for the amount of overshadowing, which decreases when aldehydes are less different
in their carbon-chain length (x’=29.14; p<0.001). Thus, for the aldehydes tested, the higher
the generalization, the lower the amount of overshadowing. Different letters indicate
significant differences (sequential Bonferroni corrections after multiple GLMM:s).
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Discussion

In the present study we investigated olfactory overshadowing in ants with the goal of
determining how animals perceive and learn complex olfactory blends. In this way, we
aimed at providing new insights into the phenomenon of overshadowing, which has been
reported in various species on a stimulus-specific basis and without the enouncement of
general rules accounting for it. Here, taking into account the two criteria defining olfactory
overshadowing, we report a systematic analysis of this phenomenon in ants, for which odour
cues and signals play a fundamental role in different aspects of their natural life (e.g., floral
odours when foraging, signature mixtures in nestmate recognition)®>. Our results clearly
show that overshadowing critically depends on the combination of at least two parameters
investigated in this study: the functional group and the carbon-chain length®*. Our results
thus indicate that olfactory overshadowing obeys specific rules, even in our reduced set of
tested odours. Using two comparable sets of odours composed by alcohols and aldehydes
that differed or not in carbon-chain length (difference of 0 or 2 carbons), we reveal that (1)
overshadowing does not occur in binary mixtures composed by two alcohols; (2) aldehydes
with long carbon-chain length overshadow aldehydes with shorter carbon-chain length; (3)

alcohols overshadow aldehydes with shorter or equal carbon-chain length.

Our results showed the occurrence of numerous cases of overshadowing among the
binary mixtures tested. This shows that this phenomenon is not sporadic® but is widespread
in the olfactory perception of ants. Even if we tested only binary mixtures of a reduced set of
odour components, this recurrence suggests that, when confronted to a complex olfactory
blend, ants would not perceive, learn or retrieve the presence of all blend components but
rather guide their choices based on one or few key, dominant components, acting as
overshadowing stimuli. As a consequence, the mixture would be reduced to its key
components, thereby reducing the necessity of taking into account all the multiple

components constituting the olfactory stimulus.

The chemical proprieties of the odours composing the mixture determine their role
as either overshadowing or overshadowed component, depending also on the properties of
the component with which they are mixed. For instance, octanal overshadowed hexanal but

was overshadowed by octanol (Fig. 3). This is in accordance with a recent finding in
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honeybees showing that a dominant odorant (key odorant) in a given complex mixture of 14

odorants was not necessarily a dominant odorant in another complex mixture®.

When binary mixtures are composed of two aldehydes, overshadowing could be
masked by the high level of generalization existing between odorants belonging to this
functional group. Previous studies have shown that generalization depends on the degree of

30343637 and carbon-chain

structural similarity between odours in terms of functional group
length®®. High levels of generalization, and a negative correlation between discrimination
and the similarity in the number of carbons are well-known phenomena that have been

34’38, rats** and humans®’. In ants, decreasing the difference

described for aldehydes in bees
in the number of carbons between aldehydes resulted also in an increase of generalization
between odours (Fig. 4). This, in turn, masks overshadowing as no dominant odour could be
defined in a binary mixture where both components would be treated equally due to high

generalization levels.

Generally, overshadowing is thought to result from differences in stimulus salience”?,
a factor that can be revealed by differences in component learning®. However, in our study,
the learning efficiency of the components (acquisition level in the last conditioning trial) did
not account for overshadowing as all single odours were equally learnt, and the test
responses one hour after conditioning were the same (Fig. 1a,b upper panels). Furthermore,
the difference in learning rate did not reflect component dominance. For instance, learning
of octanol was slower than that of octanal (see Supplementary Information for detailed
analyses of odour learning curves), yet the former overshadowed the latter (Fig. 3). This is in
agreement with studies in bees showing that differences in odour learning do not account

for olfactory dominance in complex mixtures>>*,

A recent study showed that Camponotus aethiops trained to 15 binary mixtures
responded either equally well to both components or more to one component than to the
other’®®. Thus, for some mixtures (3 out of the 15 tested) the first criterion for
overshadowing was shown. Yet, this study did not compare the response to the dominated
component after mixture training to that after component training (i.e. the second criterion
of overshadowing). Interestingly, in the three cases revealing a difference in the response to

odour components, mixtures were composed by an alcohol and an aldehyde (one case), or
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by an alcohol and a secondary ketone (two cases). The alcohol was always the dominant
odorant and its chain length was either equal (two cases) or longer (one case) than the
dominated odorant, which is in agreement with our findings.

In honeybees, training with binary mixtures composed by an aldehyde and an alcohol
of equal carbon-chain length (i.e. hexanal+hexanol and octanal+octanol) resulted in the
dominance of the aldehyde over the alcohol™, contrarily to our results, showing the
opposite trend. However, one possible difference between our study and this honeybee
study is that the vapour pressure of the odours was not normalized. Odour dominance in a
mixture also depends on component concentration, with more concentrated odours

dominating less concentrated ones'**

. Thus, the higher volatility of aldehydes with respect
to alcohols having the same carbon-chain length (see Supplementary Table 2) could account
for the results of the bee study and explain the discrepancy with our work.

Overshadowing, as detected in our study, could result from interactions both at the
peripheral and central levels of odour processing. At the peripheral level, overshadowing
could result from the competition of mixture components for olfactory receptor (OR) binding
sites” ™. Indeed, most ORs are broadly tuned to specific olfactory ligands and are sensitive
to structural similarity44, thus syntopic interactions (either agonist or antagonist

competitions at the OR binding site)**

could account for overshadowing. At the central
level, olfactory stimuli are first processed in the antennal lobes (ALs), the primary olfactory
neuropil in the insect brain. In ants, each AL consists of several hundreds of glomeruli

314799 Glomeruli are

(around 450 glomeruli have been identified in worker carpenter ants
functional units receiving input from olfactory receptor neurons (ORNs) and conveying the
information to higher-order structures such as the mushroom bodies (MB) via projection
neurons (PNs). Glomeruli interact through local interneurons (LNs) that are mostly
inhibitory. Imaging studies have shown that the glomerular activity pattern of binary
mixtures at the AL input level is similar to the combination of the patterns evoked by the

mixture components>*>*

. Interestingly, in the honeybee, the mixture activity pattern is
always more similar to that of the stronger component (i.e. the one which activated the
higher number of glomeruli)51. Thus, overshadowing could result from the fact that the
overshadowing component activates a higher number of glomeruli in the AL than the
overshadowed one. At the output of the AL, mixture representation is less similar to the

53-55

mere sum of its components . This indicates that olfactory processing within the AL
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network increases the uniqueness (holistic processing) of the mixture. Mixture interactions
at the AL input and output levels are thought to result from the action of LNs. These
interneurons are thus good candidates as mediators or facilitators of overshadowing. By
reducing the level of activation of some glomeruli, LNs could sharp the mixture
representation so that this representation becomes more similar to representation of one
component (the overshadowing one) than to that of the other component (the
overshadowed one). Furthermore, feedbacks from MB to AL*® could also modulate the
mixture representation in the AL.

We hypothesize that in the cases where overshadowing occurs, the representation of
the binary mixture in the AL should be more similar to the overshadowing component than
to the overshadowed one; whereas in the cases of absence of overshadowing the
representation of the binary mixture in the AL should be more similar to the combination of
both components. This hypothesis is based on findings in rats*® and bees* showing that
perceptual similarity of single odours can be predicted from the similarities in the neural
response evoked by these odours in the primary olfactory centre: the AL in insects and the
olfactory bulb in vertebrates. Thus, the high generalization level between the binary mixture
and the overshadowing component and the low generalization level from the overshadowed
component to the mixture should translate in terms of similarity in glomerular activity
pattern. Since olfactory learning modifies odour representation in the AL it s
conceivable that the neural representation of the mixture becomes more similar to that of

the overshadowing component along successive trials.

Moreover, it is possible that overshadowing does not occur exclusively at the level of AL
processing but involves also higher order brain structures such as the MB or the lateral horn.
Odorant salience could be modulated at these levels, therefore determining odour-
dominance relationships beyond the olfactory coding occurring in the AL. Further studies on
olfactory mixture processing using electrophysiological and optophysiological recording

i H 23,31,32,60—
techniques recently developed in ants*>*"3>%07%

will contribute to our understanding of how
olfactory mixtures are perceived by insects, and whether overshadowing results from
interactions at the peripheral and/or central levels and/or from a learning-induced variation

in odour representation in the AL.
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Methods

Study organism. Seventeen colonies of Camponotus aethiops were collected in May 2012
and April 2013 at Pompertuzat (Midi-Pyrénées, France, latitude 43.5°, longitude 1.516667°)
and kept in the laboratory (25°C, light-dark cycle= 12:12, 70% humidity) in artificial nests
composed of two plastic boxes connected by a plastic hose. One of the boxes was covered
by cardboard and contained a plaster floor to form the nest; the other box, exposed to light
constituted the foraging arena. The inner sides of the two boxes were coated with Fluon® to
prevent ants from escaping. Ants were fed twice a week with carbohydrates, protein and
vitamins®®; water was provided ad libitum. Three weeks before the onset of the experiment,
the ants were deprived of sucrose to increase their appetitive motivation for sucrose reward

during conditioning; mealworms (protein) and water were still provided ad libitum.

Handling. Medium sized workers collected in the foraging arena were kept in glass vials and
cooled on ice during 10 min until they stopped moving. Each ant was then harnessed in an
individual holder made of a 0.2 ml Eppendorf® tube from which the tip was removed. The
head of the ant was passed through the apical hole and a strip of adhesive tape was placed
between the head and the thorax to prevent body movements (Supplementary Fig. 8). The
antennae and mouthparts could, nevertheless, freely move®®. Ants were then left for 3h to

recover from anaesthesia and habituate to harnessing conditions.

Stimuli. In the first experiment, two sets of four odours (set 1: hexanol, hexanal, octanol,
octanal; set 2: heptanol, heptanal, nonanol, nonanal, Sigma Aldrich, France) and their binary
mixtures (6 binary mixtures by set of odours, 12 in total) were used as conditioning stimuli
(CS). Odours differed in their functional group (alcohols and aldehydes) and chain length (set

1: 6 vs. 8 carbons; set 2: 7 vs. 9 carbons).

In the second experiment, three aldehydes (hexanal, octanal and nonanal) and two
binary mixtures (hexanal + nonanal and octanal + nonanal), which were not tested in
experiment 1, were used as conditioning stimuli (CS). Odours differed only in their carbon-

chain length (6, 8 and 9 carbons).

In both experiments, an additional odour (C) was used in the test performed after

conditioning in order to measure the tendency to generalise olfactory responses to a novel
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odour. The four novel odours used differed from the CS in their functional group (ketones)

(see Supplementary Table 1).

Vapour pressures of all odours were standardized by diluting the pure substances in
mineral oil (see Supplementary Table 2). Six microliters of single odour or binary mixture
were applied onto a 1cm?” piece of filter paper, which was inserted into a plastic 10 ml
syringe used to stimulate the ants. The unconditioned stimulus (US) was 50% sucrose

solution (w/w).

Experimental design. Ants were subjected to Pavlovian conditioning of the Maxilla-Labium
extension response (MaLER)?®. Three groups of ants were conditioned in parallel for each
combination of two odours A and B: one group was conditioned to the binary mixture AB
(OVS group) while the other two control groups were conditioned to the odour components
(A and B for Ctrl A and Ctrl B groups, respectively). Conditioning consisted in six consecutive
trials of paired CS-US presentation. Each trial lasted 1min. Twenty-five seconds after placing
the ant under a binocular, the CS was presented at 2cm of the antennae by blowing an air
puff during 5s; a sucrose droplet eliciting the MaLER was presented during 5s during which
individuals were allowed to drink the solution. Sucrose delivery started 3s after odour onset
thus defining a CS-US overlap of 2s. The ant was then left during 27s in the conditioning set-
up in order to avoid context learning. Because 15 ants were trained in a row, the inter-trial
interval (ITl) was 15min. An air extractor was placed behind the ant in order to remove
undesired odour stimuli. Individuals that did not respond at least three times to the US were

discarded (1.46% of the tested individuals).

One hour after training, the three groups (OVS group, Ctrl A and Ctrl B group) were
tested with the binary mixture AB, each of the odour components A and B and a novel odour
Cin the absence of reward. Each odour was presented during 5s and the sequence of odour
presentation was random. Similarly to training trials, each test lasted 1min, resulting in an ITI

of 15min. Mortality rate during the experiments was of 2.76%.

Data analysis. All statistical analyses were performed with R-2.15.0. Upon odour
presentation, the response of the ants was scored as 1 when MaLER was visible and 0

otherwise. The percentage of conditioned responses was then calculated.
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Generalized linear mixed models (GLMM, package Ime4®) with a binomial error
structure (logit-link) were used to analyse learning efficiency, measured in terms of the % of
conditioned responses reached in the last conditioning trial in the case of single substances
and binary mixtures of set 1 and set 2. The ant’s response was used as response variable, the
colony of origin was included as random factor in order to adjust for colony origin, and the

last trial constituted the subset of data.

Comparisons between single odours and binary mixtures within each set were tested
by including the odour composition (single and binary) as fixed factor, the colony of origin as
random factors and the odour set as subset of data. A single odour has been conditioned in
three different odour combinations (e.g. hexanol has been conditioned when studying
overshadowing in odour combinations hexanol/hexanal, hexanol/octanol and
hexanol/octanal). Because the three different odour combinations containing the same
single odour could have been studied at different moments of the year, we included the
odour combination as random factor to adjust for a potential seasonal effect on the

colonies’ state and thus on learning abilities.

Differences between set 1 and set 2 for single odours and binary mixtures were
revealed by coding the set as fixed factor, the odour combination (for single substances) and
the colony of origin as random factor and the odour composition (single or binary) as subset

of data.

Differences in the ants' response to the conditioned odour (single odours or binary
mixture) between the last trial of the conditioning and the test were detected by means of a

McNemar’s Chi Square test.

The responses of each group (OVS group, Ctrl A and Ctrl B) to the four odours tested
(A, B, AB and C) one hour after conditioning, were compared with Cochran’s Q tests.
Multiple McNemar’s Chi Square tests (with sequential Bonferroni corrections) were applied
for pairwise comparisons between test odours. For instance for the OVS group, these tests
were applied to compare the responses to A, B, AB and C after mixture training. A difference
in the response to A and B of this group (that is a difference between RA(AB) and Rg(AB), see
Table 1) was used as a criterion for overshadowing. Furthermore, we used Fisher's Exact Test

to compare the response to the mixture components of the OVS group [e.g. Ra(AB) ] with
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that of the control group trained to the component considered [e.g. Ra(A)] (see Table 1). This
additional comparison constitutes the second criterion for determining the occurrence of

overshadowing.

In experiment 2, to ensure that in the test we analysed a true generalization response
from nonanal to the other aldehydes (hexanal, heptanal or octanal), we only kept ants that
successfully learnt nonanal (Ctrl B group) in each odour combination (96.30; 93.10 and
96.55% of ants respectively for odour combination hexanal/nonanal, heptanal/nonanal and
octanal/nonanal). To test whether the level of generalization from nonanal to the other
aldehyde was dependent on the carbon-chain length of the other aldehyde (6, 7 and 8
respectively) we used a GLMM with a binomial error structure (logit-link). The ant’s response
to the other aldehyde was used as response variable; the carbon-chain length of the other
aldehyde was included as fixed factor and the colony of origin as random factor. Post-hoc
differences were revealed by applying the same GLMMs to the respectively reduced set of

data and adjusting the p-values with sequential Bonferroni corrections.

As for generalization, to ensure that in the test we analysed a true “overshadowing
response”, we only kept ants that had successfully learnt the mixture of nonanal and the
other aldehyde (OVS group; 100; 82.14 and 92.86% respectively for odour combination
hexanal/nonanal, heptanal/nonanal and octanal/nonanal). For each ant, we calculated an
“overshadowing response” by subtracting its response to the other aldehyde from its
response to nonanal. As no ant of the OVS group responded to the other aldehyde without
responding to nonanal, the “overshadowing response” was 0 (ants that did not respond to
any of the components or that responded to both components) or 1 (ants that responded

only to nonanal).

A GLMM with a binomial error structure (logit-link) was used to test whether the amount of
overshadowing between nonanal and the other aldehyde depended on the carbon-chain
length of the aldehyde mixed with nonanal. The “overshadowing response” (see above) was
used as response variable; the carbon-chain length of the other aldehyde was included as
fixed factor and the colony of origin as random factor. Post-hoc differences were revealed by
applying the same GLMMs to the respectively reduced set of data and adjusting the p-values

with sequential Bonferroni corrections.
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Supplementary Information

Statistical analyses for learning curves of single odours and binary mixtures

Differences in acquisition between single odours or between binary mixtures within each
odour set were tested using generalized linear mixed models (GLMM, package Ime4') with a
binomial error structure (logit-link). The ant’s maxilla-labium extension response (MaLER)?,
scored 0 or 1,was used as response variable. Trials were used as predictor variable
(covariate), the odour as fixed factor and individuals and colony of origin as random factors
in order to account for repeated measurements and adjust for colony origin. Each single
odour was conditioned in three different odour combinations (e.g. hexanol has been
conditioned in combinations hexanol/hexanal, hexanol/octanol and hexanol/octanal).
Because the three combinations containing the same single odour were in some cases tested
at different times of the year, we included odour combination as random factor to adjust for
a potential seasonal effect on the colonies’ state and on learning abilities. Post-hoc
differences between single odours or binary mixtures within each set were revealed by
applying the same GLMMs to the respectively reduced set of data, and adjusting the p-value

with sequential Bonferroni correction.

Ants efficiently learnt the odour-sucrose association, both in the case of single odours
and binary mixtures, and exhibited a high level (approximately 85%) of conditioned
responses in the last training trial (see main text, Fig. 1). However, we found a significant
interaction between trials and odour in the case of single substances in set 2 (x’=7.83;
p<0.05), indicating that acquisition rates varied among single odours. We also observed a
significant effect of odour in set 1 (single odours: x2=18.87; p<0.001; binary mixtures:
x?=11.26; p<0.05) and for single odours in set 2 (x?=14.30; p<0.01), revealing that some
odours are better learnt than others. Post-hoc tests showed that (1) hexanol and octanal
were better learnt than octanol (Fig. 1a, upper panel) and (2) the hexanol + hexanal mixture
was better learnt than the hexanol + octanol mixture (Fig. 1a, lower panel). In the case of

single substances of set 2, we did not find significant post-hoc differences between odours
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after correction of the alpha-level; yet, nonanal tended to be better learnt than heptanol

(pcorr=0-061)-

References
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Combination of odours  Novel odour

hexanol/hexanal 2-nonanone
hexanol/octanol 2-nonanone

: hexanol/octanal 2-hexanone
3 hexanal/octanol 2-heptanone
hexanal/octanal 2-nonanone
octanol/octanal 2-nonanone
heptanol/heptanal 2-nonanone
heptanol/nonanol 2-octanone

o heptanol/nonanal 2-octanone
3 heptanal/nonanol 2-octanone
heptanal/nonanal 2-octanone
nonanol/nonanal 2-octanone

Supplementary Table 1: Odour combinations of alcohols and aldehydes presented in sets 1
and 2 with the ketone used as a novel odour in the tests. The ketone tested was unknown
to the ants and allowed to measure the tendency to generalise olfactory responses.
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Dilution (in 1 ml)

Odours Purity (%) VP [mmHg] 25°C pul odour . .
(1/VP*10) ul mineral oil
hexanol 99 0,93 10,8 989,2
- hexanal 97 11,3 0,9 999,1
& octanol 99,5 0,08 125 875
octanal 99 1,18 8,5 991,5
heptanol 99 0,22 45,5 954,5
: heptanal 95 3,52 2,8 997,2
& nonanol 98 0,02 500 500
nonanal 95 0,37 27 973
2-hexanone 98 11,6 0,9 999,1
'C 2-heptanone 98 3,85 2,6 997,4
S 2-octanone 98 1,35 7,4 992,6
2-nonanone 99 0,65 15,4 984,6

Supplementary Table 2: Chemical characteristics of the odours used in sets 1 and 2, and of
the novel test odours. Purity (commercial description of the product), vapour pressure (VP)

and dilution quantities in mineral oil are indicated for each odour.
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Supplementary Figure 1: Test responses to combinations of an alcohol and an aldehyde
with the same and the shortest carbon-chain length of each odour set (set 1:
hexanol/hexanal; set 2: heptanol/heptanal). a) Responses of the control groups (Ctrl A:
hexanol; Ctrl B: hexanal) and the group trained to the mixture (OVS: hexanol + hexanal).
White bars represent responses to hexanol, black bars responses to hexanal, grey bars
responses to the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for
generalization (2-nonanone). b) Responses of the control groups (Ctrl A: heptanol; Ctrl B:
heptanal) and the group trained to the mixture (OVS: heptanol + heptanal). White bars
represent responses to heptanol, black bars responses to heptanal, grey bars responses to
the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for generalization (2-
nonanone). Sample size (n) of each group for both odour sets is indicated in parentheses.
Overshadowing occurred in both mixtures as shown by the lower responses to one odour
after mixture training (white vs. black bar in OVS groups: ***; p < 0.001) and by the
reduction of responses to that odour after mixture training compared to responses after
training to the odour alone (comparison of black bars of Ctr/l B and OVS groups: +++; p <
0.001).
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Supplementary Figure 2: Test responses to combinations of two alcohols with carbon-
chain lengths differing in two carbons in odour sets 1 (hexanol/octanol) and set 2
(heptanol/nonanol). a) Responses of the control groups (Ctrl A: hexanol; Ctrl B: octanol) and
the group trained to the mixture (OVS: hexanol + octanol). White bars represent responses
to hexanol, black bars responses to octanol, grey bars responses to the mixture and hatched
bars responses to the novel odour tested for generalization (2-nonanone). b) Responses of
the control groups (Ctrl A: heptanol; Ctr/ B: nonanol) and the group trained to the mixture
(OVS: heptanol + nonanol). White bars represent responses to heptanol, black bars
responses to nonanol, grey bars responses to the mixture and hatched bars responses to the
novel odour tested for generalization (2-octanone). Sample size (n) of each group for both
odour sets is indicated in parentheses. No overshadowing occurred in both mixtures as
shown by similar high levels of responses to both components after mixture training (white
vs. black bar in OVS groups: NS, non-significant).

163



Chapitre Il

a) Set 1 : b) Set 2

100 1 I 100 -
— 80 1 - Ctrl A | — 80 ] Ctrl A
o - 1 © _
c (n=31) c (n=32)
s & Jcs 28 e
> 3 | & 2

= 40 Q = 40

I 1 T

20 | 204

0 I [}

I

100 1 I 100 -

o CrlB 1 _ ] Ctri B
© m=31) I @ (n=34)
& & I & & =
B 3 I & &

o = 404 I Z ¥ 40

20 I 204

o 1 o

1
] ! . NS
o NS ovs | o g ovs
| (n=34)
£ g [ I £ g =
2z I 2 2
x 2 | = R
S | s |
I 0
1
I
1

Supplementary Figure 3: Test responses to combinations of an alcohol with the shortest
carbon-chain length and an aldehyde with the longest carbon-chain length of each odour
set (setl: hexanol/octanal; set2: heptanol/nonanal). a) Responses of the control groups
(Ctrl A: hexanol; Ctrl B: octanal) and the group trained to the mixture (OVS: hexanol +
octanal). White bars represent responses to hexanol, black bars responses to octanal, grey
bars responses to the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for
generalization (2-hexanone). b) Responses of the control groups (Ctrl A: heptanol; Ctrl B:
nonanal) and the group trained to the mixture (OVS: heptanol + nonanal). White bars
represent responses to heptanol, black bars responses to nonanal, grey bars responses to
the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for generalization (2-
octanone). Sample size (n) of each group for both odour sets is indicated in parentheses. No
overshadowing occurred in both mixtures as shown by similar high levels of responses to
both components after mixture training (white vs. black bar in OVS groups: NS, non-
significant), although responses to hexanol were significantly lower after mixture training
than responses after training to hexanol alone (+; p<0.05).
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Supplementary Figure 4: Test responses to combinations of an alcohol with the longest
carbon-chain length and an aldehyde with the shortest carbon-chain length of each odour
set (set 1: hexanal/octanol; set 2: heptanal/nonanol). a) Responses of the control groups
(Ctrl A: hexanal; Ctrl B: octanol) and the group trained to the mixture (OVS: hexanal +
octanol). White bars represent responses to hexanal, black bars responses to octanol, grey
bars responses to the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for
generalization (2-heptanone). b) Responses of the control groups (Ctrl A: heptanal; Ctrl B:
nonanol) and the group trained to the mixture (OVS: heptanal + nonanol). White bars
represent responses to heptanal, black bars responses to nonanol, grey bars responses to
the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for generalization (2-
octanone). Sample size (n) of each group for both odour sets is indicated in parentheses.
Overshadowing occurred in both mixtures as shown by the lower responses to one odour
after mixture training (white vs. black bar in OVS groups: ***; p < 0.001) and by the
reduction of responses to that odour after mixture training compared to responses after
training to the odour alone (comparison of white bars of Ctrl A and OVS groups: +++; p <
0.001).
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Supplementary Figure 5: Test responses to combinations of two aldehydes with carbon-
chain lengths differing in two carbons in odour sets 1 (hexanal/octanal) and set 2
(heptanal/nonanal). a) Responses of the control groups (Ctrl A: hexanal; Ctrl B: octanal) and
the group trained to the mixture (OVS: hexanal + octanal). White bars represent responses
to hexanal, black bars responses to octanal, grey bars responses to the mixture and hatched
bars responses to the novel odour tested for generalization (2-nonanone). b) Responses of
the control groups (Ctrl A: heptanal; Ctrl B: nonanal) and the group trained to the mixture
(OVS: heptanal + nonanal). White bars represent responses to heptanal, black bars
responses to nonanal, grey bars responses to the mixture and hatched bars responses to the
novel odour tested for generalization (2-octanone). Sample size (n) of each group for both
odour sets is indicated in parentheses. Overshadowing occurred in the hexanal + octanal
mixture as shown by the lower responses to hexanal after mixture training (white vs. black
bar in the OVS group: p=0.054) and by the reduction of responses to hexanal after mixture
training compared to responses after training to hexanal alone (comparison of white bars
between Ctrl A and OVS: +; p < 0.05). The high level of generalization from nonanal to
heptanal (white vs. black bars within Ctr/ B) determined that responses to these odours were
similarly high after mixture training (white and black bars of the OVS group). Thus, no
overshadowing effect could be detected in this case.
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Supplementary Figure 6: Test responses to combinations of an alcohol and an aldehyde
with the same and the longest carbon-chain length of each odour set (set 1:
octanol/octanal; set2: nonanol/nonanal). a) Responses of the control groups (Ctrl A:
octanol; Ctrl/ B: octanal) and the group trained to the mixture (OVS: octanol + octanal). White
bars represent responses to octanol, black bars responses to octanal, grey bars responses to
the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for generalization (2-
nonanone). b) Responses of the control groups (Ctr/ A: nonanol; Ctrl B: nonanal) and the
group trained to the mixture (OVS: nonanol + nonanal). White bars represent responses to
nonanol, black bars responses to nonanal, grey bars responses to the mixture and hatched
bars responses to the novel odour tested for generalization (2-octanone). Sample size (n) of
each group for both odour sets is indicated in parentheses. Overshadowing occurred in both
mixtures as shown by the lower responses to one odour after mixture training (white vs.
black bar in OVS groups: *; p<0.05; ***; p < 0.001) and by the reduction of responses to that
odour after mixture training compared to responses after training to the odour alone
(comparison of black bars of Ctrl B and OVS groups: +++; p < 0.001).
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Supplementary Figure 7: Test responses to combinations of two aldehydes with carbon-
chain lengths differing in three [a) hexanal/nonanal] or one carbon [b) octanal/nonanal].
a) Responses of the control groups (Ctrl A: hexanal; Ctrl B: nonanal) and the group trained to
the mixture (OVS: hexanal + nonanal). White bars represent responses to hexanal, black bars
responses to nonanal, grey bars responses to the mixture and hatched bars responses to the
novel odour tested for generalization (2-octanone). b) Responses of the control groups (Ctr/
A: octanal; Ctrl B: nonanal) and the group trained to the mixture (OVS: octanal + nonanal).
White bars represent responses to octanal, black bars responses to nonanal, grey bars
responses to the mixture and hatched bars responses to the novel odour tested for
generalization (2-nonanone). Sample size (n) of each group for both odour sets is indicated
in parentheses. Overshadowing occurred in the hexanal + nonanal mixture as shown by the
lower responses to hexanal after mixture training (black vs. white bars in the OVS group:
*¥*%. p < 0.001) and by the reduction of responses to hexanal after mixture training
compared to responses after training to the hexanal alone (comparison of white bars
between Ctrl A and OVS groups: +++; p < 0.001). The high level of generalization between
octanal and nonanal (white and black bars within Ctr/ A and Ctrl B) determined that
responses to these odours were similarly high after mixture training (white and black bars of
the OVS group). Thus, no overshadowing effect could be detected in this case.
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Figure S8: Harnessed Camponotus aethiops worker. The ant is harnessed in an individual
holder (Eppendorf® of 0.2 ml with the tip removed); a strip of adhesive tape is placed
between the head and the thorax so that the ant can only move its antennae and
mouthparts.
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Discussion générale

Les travaux menés dans cette thése ont permis d’élargir nos connaissances sur la
facon dont la division du travail pourrait émerger chez la fourmi Camponotus aethiops. Les
résultats obtenus ont également apporté des informations essentielles pour comprendre les
facteurs impliqués dans les performances d’apprentissage olfactif appétitif et la perception

des odeurs aussi bien simples que complexes chez cette méme espéce.
I) La division du travail

1) lllustration du modéle des seuils de réponse chez la fourmi Camponotus
aethiops

La division du travail est la caractéristique principale des insectes sociaux. Parmi les
modeles proposés pour expliquer I’émergence de la division du travail, le modele des seuils
de réponse (Robinson, 1992; Bonabeau et al., 1998; Theraulaz et al., 1998; Beshers & Fewell,
2001 ; voir Introduction, section Il.1) est le plus communément accepté. Différentes études
chez la fourmi avaient montré qu’il existait des différences dans les seuils de réponse au
recrutement entre des ouvriéres de tailles différentes (Salzemann & Jaffe, 1991 ; Detrain &
Pasteels, 1991, 1992 ; Whitehouse & Jaffe, 1996 ; Hughes & Goulson 2001 ; Kleineidam et al
2007).. Cependant, aucune étude chez la fourmi n’avait mis en évidence que les individus
d’'une méme sous-caste physique présentaient une variabilité interindividuelle dans des
seuils de réponse et que cette derniére était corrélée a la spécialisation comportementale
des individus. Chez I'abeille, de nombreux travaux ont révélé que les seuils de réponse au
sucre (évalués a l'aide du REP, Takeda, 1961) étaient différents entre les fourrageuses
spécialisées dans la récolte d’eau, de pollen ou de nectar (Page et al., 1998; Pankiw & Page,
2000; Pankiw et al., 2001; Page et al., 2006). De la méme maniéere, nous avons voulu savoir
s’il existait une variabilité interindividuelle dans les seuils réponse au sucre chez la fourmi

Camponotus aethiops (seuils évalués par la REMal, Guerrieri & d’Ettorre, 2010) et si
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différentes castes exprimaient des réponses au sucre différentes, permettant ainsi d’illustrer

le modeéle des seuils de réponse chez cet insecte.

Les expériences conduites dans le Chapitre | de cette thése ont ainsi révélé qu'il
existait une variabilité interindividuelle dans les seuils de réponse au sucre chez la fourmi
Camponotus aethiops et qu’elle était corrélée aux différentes taches effectuées au sein de la
colonie. En effet, nous avons montré que les ouvrieres minors de différentes castes
comportementales (nourrices, ouvrieres inactives et fourrageuses) et les individus
reproducteurs (gynes non-fécondées et males) n’exprimaient pas les mémes seuils de
réponse au sucre (Figure 13), permettant ainsi d’exemplifier le modele des seuils de

réponse.

Plus spécifiqguement, nos résultats ont mis en évidence que les fourrageuses, dont le
role est de collecter la nourriture et I'eau, répondaient a des solutions sucrées de faibles
concentrations et a I'eau, ce qui s’accorde avec leurs taches de fourrageuses. Les inactives,
dont le réle est de stocker le nectar dans leur abdomen dans la perspective de le
redistribuer, selon les besoins, aux autres congéneres de la colonie, répondaient peu aux
solutions sucrées. Ce faible niveau de réponse pourrait exprimer une sélectivité plus
importante de leur part, les conduisant a ne répondre qu’a des nectars de concentrations
élevées. Ainsi, a travers les ouvriéres inactives, seuls les nectars les plus riches en calories
(donc les plus avantageux en cas d’insuffisance) feraient I'objet d’un stockage. L’état de
satiété, induit par le stockage des nectars, pourrait également expliquer le faible niveau de
réponse des inactives a la solution sucrée. En effet, il a été préalablement montré que le
remplissage du jabot chez I'abeille et la fourmi Camponotus mus avait pour conséquence de
diminuer la sensibilité au sucre des individus (Page et al., 1998; Pankiw et al., 2001; Falibene
& Josens, 2012). Cependant, dans notre étude, les colonies étaient privées de sucre durant
trois semaines avant le début des expériences et la physogastrie, généralement observée
chez les inactives, n’était plus visible au moment ol nous avons réalisé les expériences. De
ce fait, il nous parait peu probable que, dans notre étude, la quasi absence de réponse au
sucre des inactives soit attribuable a un état de satiété chez ces dernieres, méme si on peut
supposer que leur jabot puisse encore, aprés trois semaines, contenir une plus grande
guantité de réserves que celui des fourrageuses et des nourrices. Les nourrices quant a elles,

ont exprimé des seuils de réponse intermédiaires a ceux des fourrageuses et des inactives,
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montrant ainsi une sensibilité a une gamme de concentrations de sucre intermédiaire. Les
gynes non-fécondées ont fait état, comme les inactives, d’une faible sensibilité au sucre (i.e.
elles étaient sélectives aux solutions sucrées les plus concentrées), ce qui pourrait
éventuellement s’expliquer par le fait qu’elles aient besoin de stocker de I'énergie,
nécessaire a leur survie durant la fondation claustrale et la ponte des premiéres ouvrieres.
Les males, comme les fourrageuses, ont exprimé, une forte sensibilité au sucre et a I'eau.
Dans la mesure ou ils meurent rapidement aprés I'essaimage, ils n’auraient pas besoin de

stocker d’énergie et montreraient une forte sensibilité a ces deux stimuli.

Males
o LS
T
Inactives Nourrices Fourrageuses
Basse
Seuil de réponse Seuil de réponse Seuil de réponse
au sucre élevé au sucre intermédiaire au sucre bas

Figure 13 : Variabilité interindividuelle des seuils de réponse au sucre chez la fourmi Camponotus
aethiops.

Les seuils de réponse au sucre différent au sein de la caste reproductrice (gynes et males) et au sein
de la caste des ouvriéres minor (nourrices, inactives et fourrageuses). Les gynes et les inactives
présentent des seuils de réponse au sucre élevés (i.e. elles sont peu sensibles au sucre). Les
fourrageuses et la males expriment, quant a eux, des seuils de réponse au sucre bas (i.e. ils sont
fortement sensibles au sucre). Les nourrices présentent des seuils de réponse au sucre
intermédiaires.

Dans notre étude, la réponse des individus a I'eau était testée avant chaque
stimulation sucrée et tous les individus (y compris ceux répondant a I'eau) ont été conservés
dans les analyses. Des expériences complémentaires ou de I'eau serait offerte a satiété aux
fourmis répondant a I'eau avant d’évaluer leurs seuils de réponse permettraient de controler
un potentiel effet de soif (Pankiw et al., 2004 ; Falibene & Josens, 2012). Cependant, un effet
potentiel de la soif ne semble pas expliquer les grandes différences de réponse a I'’eau entre

les différentes castes. De plus, I'environnement dans lequel étaient placées les fourmis avant
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I’évaluation des seuils était un environnement humide, donc il est peu probable que la soif

puisse a elle seule expliquer les résultats obtenus.

Les différents profils de réponse que nous avons mis en évidence chez les ouvriéres,
portaient sur la réponse au sucre des ouvrieres minor. Des lors, il serait intéressant d’étudier
les profils de réponses des fourmis a d’autres stimuli impliqués dans la réalisation des taches
comportementales (e.g., phéromone du couvain, phéromones d’alarmes) et les profils des
autres castes comportementales (e.g., les « gestionnaires de déchets » qui sortent les
fourmis mortes et autres déchets du nid) ou sous-castes physiques (e.g., ouvriéres major),
qui montrent des spécialisations comportementales différentes. Par exemple, les ouvriéres
major sont principalement engagées dans la défense de la colonie et ne participent pas au
soin au couvain (Holldobler & Wilson, 1990), I'inverse étant observé pour les ouvrieres minor
nourrices. Ainsi, il est concevable que ces deux castes expriment des sensibilités opposées

aux phéromones du couvain et aux phéromones d’alarme.

Chez les insectes sociaux, les tdches comportementales sont généralement réalisées
par des individus d’ages différents (polyéthisme temporel, Oster & Wilson, 1978 ; voir
Introduction section 1I.1). Classiquement, les individus les plus jeunes réalisent les taches a
I'intérieur du nid telles que le soin au couvain et les individus les plus agés, les taches a
I’extérieur du nid telles que le fourragement. Dans la mesure ou dans notre étude nous
n’avons pas controlé I’age des individus, nous ne pouvons que spéculer sur la relation entre
les seuils de réponse au sucre et le polyéthisme temporel. Cependant, il est intéressant de
noter que les nourrices, en principe plus jeunes que les fourrageuses et les inactives
(Holldobler & Wilson, 1990), ont des seuils de réponse intermédiaires par rapport a ceux de
ces dernieres, ce qui laisserait penser que les seuils de réponse des individus changent au
cours leur vie. Ainsi, une nourrice se verrait avoir une réponse au sucre augmentée ou
diminuée au fur et a mesure gu’elle avancerait en age et se spécialiserait, de fait, en
fourrageuse ou en inactive (Figure 14). En effet, dans nos conditions, nous avons pu
observer que les nourrices pouvaient devenir fourrageuses ou inactives mais que les
inactives ne devenaient jamais nourrices ou fourrageuses et que les fourrageuses ne
devenaient jamais nourrices ou inactives. Par conséquent, nous pensons que les nourrices
sont plus jeunes et qu’elles se spécialisent soit en inactive soit en fourrageuse en prenant de

I’age. Si les seuils de réponse des fourmis varient au cours du temps et que ces variations
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définissent leur rble, on serait en face d’'un modeéle beaucoup plus plastique et moins
déterministe de la division du travail que celui proposé chez I'abeille. En effet chez cette
derniere, il a été montré que les individus exprimaient des seuils de réponse au sucre
différents dés leur émergence et que, selon leurs seuils, ils se spécialisaient dans des roles
différents. Ainsi, une abeille ayant un seuil de réponse bas se spécialise en fourrageuse d’eau
ou de pollen tandis qu’une abeille ayant un seuil élevé se spécialise en fourrageuse de nectar
(Pankiw & Page, 2000; Pankiw et al., 2004). De ce fait, contrairement a |’abeille chez qui il est
possible de prédire a un stade précoce (aprés quelques heures de vie) la spécialisation des
fourrageuses a partir de leurs seuils de réponse au sucre, il ne serait pas possible d’établir

une telle prédiction chez la fourmi Camponotus aethiops.

Afin de vérifier cette hypothése, il serait nécessaire d’étudier les seuils de réponse au
sucre des individus d’'une méme cohorte tout au long de leur existence et vérifier si
d’éventuelles variations corroborent I'orientation du profil comportemental de ces mémes

individus en ouvrieres fourrageuses ou inactives.

Dans I'éventualité ou les seuils de réponse au sucre varieraient avec I'dage chez la
fourmi Camponotus aethiops, il serait important de déterminer quels facteurs sont a
I'origine de cette variation. Nous allons ainsi proposer dans la section suivante un certain
nombre d’hypothéses pour expliqguer comment les fourmis pourraient voir leurs seuils
modifiés avec I'age, engendrant ainsi leur spécialisation comportementale en fourrageuses

ou en inactives.

2) Hypotheéses sur la variation des seuils de réponse avec I’age

Chez les fourmis et les abeilles, plusieurs mécanismes ont été proposés pour
expliquer la spécialisation comportementale des ouvriéres et la variabilité interindividuelle
dans la réponse a des stimuli associés a des taches spécifiques. Parmi ces mécanismes, on
compte a la fois des facteurs intrinséques [e.g., différences de génotype (Scheiner & Arnold,
2010; Schliens et al., 2011; Junca et al., 2014) ou des variations dans des niveaux d’amines
biogenes (Taylor et al.,, 1992; Wagener-Hulme et al., 1999; Schulz & Robinson, 1999;
Scheiner et al., 2002; Pankiw & Page, 2003; Seid & Traniello, 2005; Seid et al., 2008; Wnuk et
al.,, 2011; Muscedere & Traniello, 2012; Aonuma & Watanabe, 2012; Smith et al., 2013;
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Kamhi & Traniello, 2013)] mais également des facteurs extrinséques [e.g., la nourriture
(Pankiw et al., 2001) ou I’exposition a des odeurs phéromonales (Pankiw & Page, 2001;

Vergoz et al., 2009)].

Parmi les facteurs intrinseques, I’hypothése d’une différence génétique a I'origine de
différences dans les seuils de réponse est peu probable compte tenu du fait que
Camponotus aethiops est une espece monogyne et tres probablement monoandre, comme
de nombreuses espéces de Camponotus (Gadau et al., 1996; Satoh et al., 1997; Gadau et al.,

1998; Goodisman & Hahn, 2004).

Concernant les amines biogénes, des études chez I'abeille ont révélé que les niveaux
cérébraux de dopamine (DA), de sérotonine (5-HT) et d’octopamine (OA) augmentent de
maniére drastique avec I'age et différent entre les castes, les niveaux les plus élevés étant
observés chez les fourrageuses (Tableau 1). Il a été proposé que I'augmentation du niveau
d’OA pourrait étre liée a la spécialisation comportementale en fourrageuse plutét qu’a I'age
puisque les fourrageuses présentaient un niveau d’OA plus élevé que ceux des nourrices de

méme age (Tableau 1). Chez la fourmi, les études sur les variations des niveaux d’amines en

Espeéce Objet d'étude OA DA 5-HT Références
. Taylor et al., 1992 ; Wagener-Hulme et al., 1999;
age + + + X
Schulz & Robinson, 1999 ; Schulz et al., 2004
A. mellifera
. o Wagener-Hulme et al., 1999 ; Schulz & Robinson,
caste F et N (dge contrélé) + ~ ~
1999
p. dentata see . . . Seid & Traniello, 2005 ; Seid et al., 2008;
’ e Muscedere et al., 2012
F. polyctena caste F et N (dge non-controlé) - + ~ Wnuk et al., 2011
F. japonica caste F et C (3ge non contrélé) + ~ ~ Anuma & Watanabe, 2012
S. peetersi | hierarchie (possible effet de I'age) - + ~ Cuvillier-Hot & Lenoir, 2006
A. echinatior caste F et G (age controlé) + + ~ Smith et al., 2013

Tableau 1: Variation des niveaux d’OA, de DA et de 5-HT en fonction de I'dge ou de la caste
comportementale.

Variations observées chez I'abeille (Apis mellifera) et chez différentes especes de fourmis (Pheidole
dentata; Formica polyctena ; Formica japonica ; Streblognathus peetersi; Acromyrmex echinatior).
Castes comportementales étudiées : fourrageuse (F); nourrice (N); gestionnaire de déchets (G);
constructrice du nid (C). « + » : augmentation du niveau des différentes amines biogenes avec |'age
ou niveau supérieur chez les fourrageuses; « - »: diminution du niveau des différentes amines
biogenes avec I'age ou niveau inférieur chez les fourrageuses ; « ~ » : pas de modification du niveau
des différents amines en fonction de I'age ou de la caste comportementale.
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fonction de I'dge ou de la caste sont encore récentes. Elles montrent que les profils sont
variables selon les especes, bien qu’on puisse relever un niveau de DA plus élevé chez les
fourrageuses et les individus les plus agés chez la plupart des especes étudiées (Tableau 1).
Une étude récente chez Acromyrmex echinatior a montré que les niveaux de DA et d’OA
étaient spécifiguement associés au role du fourragement dans la mesure ou les niveaux de
ces amines étaient plus élevés chez les fourrageuses que les « gestionnaires de déchets » du
méme age (Tableau 1). Ainsi, les amines biogénes apparaissent comme des candidates de
premier plan pour expliquer les mécanismes proximaux sous-tendant la spécialisation

comportementale.

Les études sur les effets de I'OA, de la DA et de la 5-HT chez différentes espéces de
fourmis ou d’autres espéces invertébrées suggerent que ces amines seraient impliquées
dans divers aspects comportementaux et/ou dans la sensibilité a certains stimuli (Tableau 2).
Ainsi, il semblerait que I'OA soit impliquée dans la sensibilité au sucre et aux odeurs ; la DA
dans la sensibilité au sucre, dans l'agressivité, le comportement défensif et ['état
d’excitation ; la 5-HT dans la sensibilité aux odeurs, le développement du systéme visuel,

I'agressivité et le comportement d’alimentation (sans effet sur la sensibilité au sucre).
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Amine biogéne Effet Especes Références
+sensibilité au sucre Apis mellifera Scheiner et al., 2002
Pankiw et al., 2003
OA Phormia regina Long & Murdock, 1983
+sensibilité aux odeurs Apis mellifera Mercer & Menzel, 1982
Periplaneta americana Zhukovskaya, 2012
+aggressivité / Harpegnathos saltator Hoyer et al., 2005
comportement défensif Formica polyctena Szczuka et al., 2013
Pheidole dentata Kahmi & Traniello, 2013
DA +sensibilité au sucre Drosophila melanogaster Inagaki et al., 2012
- sensibilté au sucre Apis mellifera Scheiner et al., 2002
+ excitation/locomotion Drosophila melanogaster Kume et al., 2005
+sensibilité au odeurs Pheidole dentata Muscedere et al., 2012
Acromyrmex octospinosus | Kamhi & Traniello, 2013
+ systéme visuel / Pheidole dentata Seid & Traniello, 2005;
rythme circadien Seid et al., 2008
5-HT
+aggressivité Formica rufa Kostowski, 1975
Harpegnathos saltator Hoyer et al., 2005
Formica polyctena Alekseyenko et al., 2010
Pheidole dentata Szczuka et al., 2013
Drosophila melanogaster Kahmi & Traniello., 2013

Tableau 2 : Liste non-exhaustive de la contribution de I’OA, de la DA et de la 5-HT dans certains
comportements et sur la sensibilité a certains stimuli chez les insectes

Abeille (Apis mellifera) ; mouche (Phormia regina ; Drosophila melanogaster) ; blatte (Periplaneta
americana) ; fourmi (Harpegnathos saltator ; Formica polyctena ; Pheidole dentata ; Acromyrmex
octospinosus ; Formica rufa ; Formica polyctena). « +»: augmentation/effet positif; «- »:
diminution/effet négatif.

Si 'on considere I'ensemble des expériences menées chez différentes espéces de
fourmi ou I'abeille sur les niveaux d’amines biogenes en fonction de I'dge et de la caste
(Tableau 1) et le réle de ces amines dans les différents comportements et dans la sensibilité
aux stimuli pertinents dans la réalisation des taches comportementales (Tableau 2), il est
légitime de penser que les ouvrieres Camponotus aethiops expriment des niveaux d’amines
différents en fonction de leur age mais aussi en fonction de leur spécialisation
comportementale. En se référant aux études citées précédemment, on peut suggérer que
les fourrageuses présentent les niveaux de DA, de 5-HT et d’OA les plus élevés [elles sont
fortement sensibles au sucre, en principe plus agées, réalisent les taches a I'extérieur du nid,

ont une grande activité locomotrice et un plus grand niveau d’agressivité que les nourrices
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et les inactives]. Les inactives présenteraient en revanche les niveaux de DA, de 5-HT et d’OA
les plus faibles [elles sont peu sensibles au sucre, ne sont pas engagées dans des taches
impliquant essentiellement I'olfaction comme le soin au couvain ou la collecte de nourriture
et présentent une activité locomotrice et une agressivité trés réduites, plus faibles encore
que celles des nourrices (observations personnelles)]. Les nourrices, quant a elles, auraient

des niveaux d’amines intermédiaires qui augmenteraient ou diminueraient avec I'dge.

Les modifications des niveaux d’OA, de DA et de 5-HT que nous suggérons au sein des
différentes castes comportementales chez Camponotus aethiops restent, a ce jour, au rang
d’hypothese. Il serait donc souhaitable d’effectuer dans le futur des dosages (e.g., par
chromatographie en phase liquide a haute performance) des différentes amines dans le
cerveau des individus, en fonction de leur age mais aussi de leur caste comportementale
lorsque le facteur age est contrélé. De plus, pour apporter la démonstration que ces amines
biogenes sont responsables de la variation de la réponse au sucre chez la fourmi
Camponotus aethiops, il serait nécessaire de procéder a des mesures des seuils de réponse
avant et apres ingestion, ou injection systémique, de ces amines ou d’agonistes et surtout
d’antagonistes de leurs récepteurs respectifs. Au vu de I'absence d’effet de la 5-HT sur les
seuils de réponse au sucre chez Camponotus mus (Falibene et al., 2012), on peut s’attendre
a ce que cette amine ne soit pas impliquée dans la sensibilité au sucre chez Camponotus

aethiops.

Les raisons pour lesquelles les niveaux d’amines biogenes varieraient en fonction de
I'age et de la spécialisation des individus seraient a rechercher parmi un ensemble de
facteurs extrinseques qui affecteraient les niveaux d’expression des genes codant pour la
synthése de ces amines et/ou leurs récepteurs. Cette hypothése trouve un certain nombre
d’arguments a travers des études ayant montré, chez I'abeille, que I'expression de certains
génes codant pour les récepteurs des amines biogénes était trés dynamique chez les jeunes
abeilles (McQuillan et al.,, 2012) et qu’elle pouvait étre affectée par I'exposition a une
phéromone royale (Grozinger et al.,, 2003; Vergoz et al.,, 2009). Une étude plus récente a
également montré que la nature de la nourriture pouvait également affecter le niveau

d’expression de certains genes (Wang et al., 2014).
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En résumé, nous proposons que si sensibilisation ou désensibilisation des seuils de
réponse des nourrices avec I'dge il y a, elle résulterait de l'interaction de facteurs extrin-
seques (e.g., la qualité de la nourriture, exposition plus ou moins prolongées a certaines
phéromones,...) et de facteurs intrinseques (modification de I'expression des genes codant

pour la synthése des amines biogénes et/ou leurs récepteurs) (Figure 14).
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Figure 14 : Hypothéses pouvant expliquer la variabilité interindividuelle des seuils de réponse au
sucre chez les ouvriéres.

Les nourrices sont en principe plus jeunes que les inactives et les fourrageuses, ce qui suggere que les
seuils de réponse des ouvrieres augmentent ou diminuent en fonction de leur age. Si tel est le cas,
nous proposons que des facteurs extrinseques modulent I'expression des génes codant par exemple
pour la synthése des amines biogénes (DA, 5-HT et OA), résultant ainsi soit en une augmentation ()
soit en une diminution () de leurs niveaux. L'augmentation des niveaux d’amines biogenes induirait
une diminution des seuils de réponse au sucre, i.e. une augmentation de la réponse au sucre, et
conduirait les nourrices a se spécialiser en fourrageuses. La diminution des niveaux d’amines
biogénes induirait une augmentation des seuils de réponse au sucre, i.e. une diminution de la
réponse au sucre, et conduirait les nourrices a se spécialiser en inactives.
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Il) L’apprentissage associatif olfactif appétitif

Un des principaux objectifs des travaux menés lors de cette thése était de
comprendre quels facteurs pouvaient jouer un rdle critique dans la détermination des
performances d’apprentissage olfactif appétitif chez la fourmi Camponotus aethiops. Nos
résultats montrent que la sensibilité au stimulus inconditionnel et la caste comportementale
s‘averent des variables déterminantes, et que la procédure et les parametres du
conditionnement semblent également influencer les performances d’apprentissage olfactif

appétitif des individus.

1) La sensibilité au stimulus inconditionnel

Des études antérieures chez |'abeille ont montré qu’il existe une corrélation entre les
seuils de réponse au sucre et les performances d’apprentissage lors de conditionnements
tactiles et olfactifs du REP (Scheiner et al., 1999, 2001a, 2001b). Ainsi, les individus les plus
sensibles au sucre étaient ceux dont les performances d’apprentissage étaient les meilleures
parce qu’ils attribuaient une plus grande valeur a la solution sucrée, utilisée comme
récompense. D’autres travaux chez [|abeille, ont montré que les performances
d’apprentissage olfactif aversif des individus (ou le renforcement est un choc électrique ou
une stimulation thermique, provoquant le réflexe d’extension du dard) étaient corrélées a
leurs seuils de réponse a ces stimuli aversifs. En effet, plus les abeilles étaient sensibles au
choc électrique ou a la stimulation thermique, meilleures étaient leurs capacités
d’apprentissage olfactif aversif, respectivement odeur-choc ou odeur-stimulation thermique
(Roussel et al., 2009; Junca et al., 2014). De ce fait, ces résultats montrent que les
performances d’apprentissage sont, chez les abeilles, sous-tendues par leur sensibilité au
stimulus inconditionnel. Nous avons cherché a savoir s’il en était de méme chez la fourmi
Camponotus aethiops (Chapitre ). Apres avoir évalué les seuils de réponse au sucre a I'aide
de la REMaL, nous avons conditionné des fourmis nourrices et fourrageuses a associer une
odeur (SC+) avec du sucre tandis qu’une deuxiéme odeur (SC-) était non-récompensée
(conditionnement différentiel). Nous avons montré qu’il existait une corrélation entre la
sensibilité au sucre et les performances d’apprentissage olfactif appétitif : plus les fourmis

étaient sensibles a la récompense sucrée, mieux elles apprenaient I'association odeur-sucre.
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Nous rappellerons ici que la corrélation entre la sensibilité au sucre et les performances
d’apprentissage était hautement significative pour les nourrices et s’approchait fortement
du seuil de significativité chez les fourrageuses. Nous reviendrons sur ce point dans la
section suivante. Quoi qu’il en soit, nos résultats montrent pour la premiere fois le role
crucial de la sensibilité au SI dans les performances d’apprentissage chez la fourmi, et
s’accordent avec les théories du conditionnement pavlovien stipulant que l'intensité percue

du Sl affecte le taux d’apprentissage (Rescorla & Wagner, 1972).

Des travaux chez l'abeille, ont également mis en évidence qu’en ajustant le
renforcement appétitif (solution sucrée) a la sensibilité de chaque individu (i.e. en utilisant
des solutions sucrées de concentrations différentes de sorte a induire un niveau de réponse
similaire chez chaque individu), les individus montraient des performances identiques lors
d’un apprentissage tactile appétitif (Scheiner et al., 2005). Ainsi, nous pouvons imaginer que
les variations interindividuelles et inter-castes dans les performances d’apprentissage olfactif
appétitif chez la fourmi Camponotus aethiops pourraient étre réduites en ajustant la

concentration de la solution sucrée au seuil de réponse de chaque animal.

2) La caste comportementale

La comparaison des niveaux d’acquisition des fourrageuses et des nourrices a révélé
de meilleures performances chez les premieres (Chapitre 1). Le fait que les fourrageuses
montrent de meilleures performances d’apprentissage que les nourrices est en accord avec
leur plus grande sensibilité a la récompense sucrée. De plus, ceci corrobore les résultats de
plusieurs travaux antérieurs chez I'abeille ayant mis en évidence que les fourrageuses ou les
individus les plus agés montraient de meilleures performances d’apprentissage olfactif
appétitif que les nourrices ou les jeunes abeilles (rappelons ici que du fait du polyéthisme
temporel, I’age et le r6le comportemental sont intimement liés) (Laloi et al., 2001; Scheiner
& Amdam, 2009; mais voir Bhagavan et al., 1994; Ben-Shahar & Robinson, 2001, chez

I’abeille; et Hannaford et al., 2013, chez le bourdon).

Cependant, comme nous I'avons évoqué dans la section précédente, contrairement

aux nourrices, la corrélation entre les performances d’apprentissage et la sensibilité au sucre
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chez les fourrageuses, approchait le seuil de significativité. Ce fait pourrait étre expliqué par
le fait que les fourrageuses peuvent montrer de bonnes performances d’apprentissage y
compris lorsqu’elles présentent une faible sensibilité au sucre, ce qui n’est pas le cas des
nourrices (Annexe 1). Ceci suggere donc que la caste comportementale et/ou I'age
joueraient aussi un role dans les capacités d’apprentissage chez la fourmi Camponotus
aethiops. Les plus hautes performances d’apprentissage olfactif appétitif présentées par les
fourrageuses seraient pertinentes dans le cadre de leur spécialisation comportementale. En
effet, associer les indices environnementaux, notamment olfactifs, avec les sources de

nourriture qu’ils prédisent, leur permettrait d’augmenter leur succés de fourragement.

Une hypothese permettant d’expliquer les meilleures performances d’apprentissage
des fourrageuses serait qu’en plus d’étre plus sensibles a la récompense sucrée, elles
seraient également plus sensibles aux odeurs utilisées dans notre expérience, ce qui leur
permettrait de mieux discriminer ces odeurs et/ou apprendre I'association odeur-sucre. A ce
sujet, des études chez Atta mexicana ont montré que les fourrageuses présentaient une plus
grande sensibilité a des essences florales que des « gestionnaires de déchets » (Lépez-
Riquelme et al.,, 2006). L'utilisation de techniques telles que I'électroantennographie
permettrait de tester cette hypothése chez notre espéce. Une plus grande sensibilité aux
odeurs chez les fourrageuses s’accorderait avec le fait que les structures impliquées dans le
traitement et la perception des odeurs (les LA et les CP) sont plus développées chez cette
caste comportementale du fait de leur age plus avancé ou de leur plus grande expérience
olfactive (Gronenberg et al., 1996; Muscedere & Traniello, 2012 ; voir Introduction, section
II.1), et/ou que les niveaux d’amines biogenes (e.g., I'OA ou la 5-HT ; Tableau 2), seraient,
comme nous |'avons suggéré précédemment, plus élevés que chez les nourrices (voir

Discussion, section 1.2).

Dans nos expériences, nous n’avons étudié les performances d’apprentissage que des
ouvriéres nourrices et fourrageuses. Il serait donc intéressant d’étudier les performances
d’apprentissage d’autres castes. De maniéere intéressante, au vu de la forte sensibilité au
sucre exprimée par les males, nos résultats laissent penser qu’ils montreraient de bonnes
capacités d’apprentissage olfactif appétitif tandis que les inactives et les gynes, qui sont
faiblement sensibles au sucre, devraient présenter de faibles performances d’apprentissage.

Comparer les performances d’apprentissage entre ces différentes castes nous permettrait
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peut-étre de dissocier I'effet de la sensibilité au sucre et celui de la caste. En effet, les males
présentaient la méme sensibilité au sucre que les fourrageuses donc comparer les niveaux
d’acquisition entre ces deux castes serait particulierement pertinent dans la mesure ou il
serait surprenant que les males montrent des capacités d’apprentissage olfactif appétitif
similaires a celles des fourrageuses ou méme supérieures a celles des nourrices, des gynes et

des inactives.

3) La procédure et les parameétres du conditionnement

La procédure (conditionnement absolu vs conditionnement différentiel) et les
paramétres du conditionnement [e.g., nombre d’essais ou intervalle inter-essai (lIE)]
s’averent des variables critiques dans la dynamique des performances d’apprentissage et la
rétention a long terme de l'information apprise, chez les vertébrés comme chez les
invertébrés (Fanselow & Tighe, 1988; Tully et al., 1994; Kogan et al., 1997; Gerber et al.,
1998; Menzel, 1999; Barela, 1999; Menzel et al., 2001; Dyer & Chittka, 2004; Giurfa, 2004;
Deisig et al., 2007; Giurfa et al., 2009; Frost et al., 2012).

Bien que nous n’ayons pas spécifiqguement étudié la contribution de certaines de ces
variables dans les performances d’apprentissage et de mémoire, au vu des résultats obtenus
dans ce travail de thése, nous pouvons émettre un certain nombre d’hypothéses sur leur

influence chez la fourmi Camponotus aethiops.

Concernant l'effet de la procédure de conditionnement, nous avons révélé dans le
Chapitre 1lI, que les fourmis entrainées a différentier deux odeurs similaires
(conditionnement différentiel) présentaient des niveaux de réponse conditionnée au SC+
inférieurs a ceux des fourmis entrainées a associer uniqguement une odeur a la récompense
sucrée (conditionnement absolu). Ainsi, il semblerait que la procédure de conditionnement
influence les taux d’acquisition au cours des essais. Ces différences entre les performances
d’apprentissage pourraient étre dues au chevauchement des gradients excitateurs et
inhibiteurs, respectivement sous-tendus par le SC+ et le SC-, lors du conditionnement
différentiel (voir Introduction, section Il.1). En effet, la modélisation de ces gradients nous a
permis de montrer que |'effet inhibiteur induit par le SC- s’étendait jusqu’au SC+, pouvant

ainsi expliquer les niveaux d’acquisition et de rétention inférieurs lors d’un conditionnement
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différentiel. Dans notre expérience, les odeurs utilisées étaient similaires. On peut ainsi
imaginer que plus les stimuli utilisés comme SC+ et SC- different, moins les gradients
excitateur et inhibiteur se chevauchent et meilleures sont les performances d’apprentissage.
Cette remarque, qu’il reste a tester, va dans le sens de nombreux résultats montrant que
plus les stimuli sont similaires, plus il est difficile d’apprendre a les discriminer (e.g., dans la
modalité olfactive, Daly et al., 2001; Cleland et al., 2002; Deisig et al., 2002; van Wilgenburg
et al.,, 2012).

Cependant, nous ne pouvons pas affirmer de maniere catégorique que seule la
procédure de conditionnement soit a I'origine des différences d’acquisition entre les fourmis
entrainées avec un conditionnement absolu et celles entrainées avec un conditionnement
différentiel dans la mesure ou les IIE différaient entre les deux procédures. En effet, dans
notre protocole, seul le temps entre deux présentations du SC+ était identique. Ainsi, alors
que I'lIE était de 15min pour les fourmis sujettes au conditionnement différentiel, il était de
30min en moyenne pour les fourmis sujettes au conditionnement absolu. L'effet potentiel
de I'llE ne peut étre négligé au regard des performances d’acquisition particulierement
élevées lorsque les fourmis étaient entrainées dans le cadre d’un conditionnement absolu ou
I'llE était long (en moyenne, 91% des individus conditionnés avec un aldéhyde présentaient
la réponse conditionnée dés le 3*™ essai du conditionnement avec un IIE de 30min; Chapitre
Il). A titre de comparaison, les fourmis sujettes a la méme procédure de conditionnement
avec et avec les mémes aldéhydes mais dont I'llE était plus court montraient des taux

eme

d’acquisition plus faibles (avec un IIE de 15min, le niveau de réponse au 3 essai de
conditionnement était en moyenne de 54%; Chapitre Ill). Des études précédentes chez
I'abeille ont d’ailleurs rapporté que généralement lors d’un conditionnement absolu ou
différentiel plus I'llE était important, meilleurs étaient les taux d’acquisition du SC+ (Gerber
et al., 1998; Menzel et al., 2001; Deisig et al., 2007). Cependant, des IIE supérieurs a 10min,
n’amélioraient pas les niveaux d’acquisition (Menzel et al., 2001). Ceci suggére que la durée

de I'llE maximisant les performances d’acquisition puissent varier entre les abeilles et les

fourmis Camponotus aethiops.

En résumé, il semblerait que des facteurs tels que la procédure de conditionnement
ou certains de ses parametres, tel que I'llE, puissent jouer un réle dans les performances

d’acquisition. Des expériences spécifiquement concues pour étudier les effets de ces
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différents facteurs nous paraissent indispensables pour déterminer a quel degré ils sont
respectivement impliqués dans les performances d’acquisition et de rétention de

I'information olfactive.

Ill) La perception des odeurs

Les expériences conduites dans les Chapitres Il et lll de cette thése avaient pour
objet de définir si certaines dimensions chimiques des odeurs pouvaient jouer un réle dans
la similarité perceptuelle et dans la perception des mélanges d’odeurs binaires. Nous avons
également souhaité déterminer si les relations de similarité perceptuelle pouvaient étre
modifiées par |'expérience. Nos résultats montrent que les dimensions chimiques, la
procédure et les parameétres du conditionnement jouent un role déterminant dans la facon

dont les fourmis Camponotus aethiops traitent les odeurs simples ou les mélanges d’odeurs.

1) La structure chimique des odeurs : un facteur déterminant dans la
perception des odeurs simples et des mélanges d’odeurs binaires

Les molécules odorantes difféerent dans de nombreuses dimensions (longueur de
chaine carbonée, groupe fonctionnel, présence d’un cycle aromatique, etc ; Johnson & Leon,
2007; Haddad et al., 2008). Il devient donc trés rapidement complexe d’étudier comment
I’ensemble de ces dimensions influence le traitement et la perception des odeurs. Ainsi, les
recherches visant a déterminer les propriétés chimiques influencant la perception des
odeurs chez I'animal sont généralement effectuées en sélectionnant des molécules
odorantes de sorte a ce que leurs structures chimiques ne varient que dans un nombre
limité de dimensions (on parle alors de séries homologues). Par exemple, étudier I'effet de
I'augmentation progressive de la longueur de chaine carbonée de composés aliphatiques
linéaires comportant un méme groupe fonctionnel, ou I'effet de la variation du groupe
fonctionnel entre des composés aliphatiques linéaires présentant la méme longueur de
chaine carbonée, permet de comprendre comment des changements élémentaires dans la
structure d’'une molécule odorante peuvent affecter la perception et le traitement des
odeurs (Sachse et al., 1999; Daly et al., 2001; Guerrieri et al., 2005; Johnson & Leon, 2007;

van Wilgenburg et al., 2012; Bos et al., 2012, 2013). C’est cette approche que nous avons
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adoptée dans cette thése. Nous avons cherché a déterminer la contribution des dimensions
chimiques telles que la longueur de la chaine carbonée ou le groupe fonctionnel dans la
perception des odeurs. Nous voulions savoir s’il était possible d’établir des regles prédictives
relatives a la similarité perceptuelle ou a la perception des mélanges d’odeurs binaires sur la

base de ces dimensions.

a) La similarité perceptuelle

De nombreux travaux chez les vertébrés et les invertébrés, ont montré que la
similarité perceptuelle (i.e. la généralisation) dépendait de la similarité structurelle des
odeurs en termes de groupe fonctionnel et de chaine carbonée (Smith & Menzel, 1989;
Laska & Freyer, 1997; Laska & Teubner, 1998, 1999; Laska et al., 1999a, 1999b; Linster &
Hasselmo, 1999; Laska & Hiibener, 2001; Daly et al., 2001; Cleland et al., 2002; Guerrieri et
al., 2005; Bos et al., 2013; Barth et al., 2014). Ces études ont par exemple montré que la
généralisation d’'une réponse comportementale a différentes molécules odorantes était plus
importante entre des odeurs appartenant au méme groupe fonctionnel ou ayant des
longueurs de chaine carbonée similaires. La longueur de la chaine carbonée s’est d’ailleurs
avérée étre un axe de variation pertinent dans la similarité perceptuelle des odeurs puisque
pour un méme groupe fonctionnel, les niveaux de généralisation se sont révélés
inversement proportionnels a la différence du nombre de carbones entre les molécules
utilisées (Laska & Teubner, 1998, 1999; Laska et al., 1999a, 1999b; Linster & Hasselmo, 1999;
Laska & Hubener, 2001; Daly et al., 2001; Guerrieri et al., 2005).

Nous avons ainsi voulu vérifier si des résultats comparables pouvaient étre retrouvés
chez la fourmi Camponotus aethiops. Les résultats obtenus dans les Chapitres Il et Il
corroborent effectivement ceux rapportés chez nombre d’espéces. Ainsi, nous avons montré
gu’apres un conditionnement absolu avec une molécule appartenant au groupe des
aldéhydes, les fourmis généralisaient fortement vers des nouvelles molécules du méme
groupe fonctionnel et que ces niveaux de généralisation étaient inversement proportionnels
a la différence du nombre de carbones entre ces molécules et I'odeur conditionnée. Il serait

souhaitable que d’autres molécules présentant des groupes fonctionnels différents (alcools,
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cétones, esters, etc.) puissent faire I'objet d’une étude comparable afin de vérifier la

consistance et la portée de ce phénomeéne dans la perception des odeurs chez la fourmi.

b) La perception des mélanges d’odeurs binaires

VA4

De nombreuses études portant sur la perception des mélanges d’odeurs ont révélé
qgue dans certains cas, des interactions pouvaient se produire au sein d’'un mélange (pour
revue récente, Thomas-Danguin et al., 2014). Le phénomeéne d’overshadowing (Pavlov, 1927;
Kamin, 1968, 1969 ; voir Introduction, section 1.2.b), qui permet de révéler des interactions
au sein d’un mélange d’odeurs, a été rapporté aussi bien chez les vertébrés (Linster & Smith,
1997; Kay et al., 2005) que les invertébrés (Smith, 1996; Derby et al., 1996; Pelz et al., 1997;
Smith, 1998). Cependant, les recherches menées jusqu’a ce jour n’avaient pas permis de

déterminer les régles déterminant son occurrence.

En adoptant une analyse systématique de I'effet du groupe fonctionnel et de la
longueur de la chaine carbonée dans I'occurrence du phénomeéne d’overshadowing au sein
d’'un mélange d’odeurs binaire, nous avons pu montrer que celui-ci reposait sur la
combinaison de ces dimensions (Chapitre Ill). De ce fait, ce phénoméne obéirait a certaines
régles spécifiques, basées sur les propriétés chimiques des odeurs. Plus particulierement,
nos résultats montrent que |'overshadowing ne se produit pas au sein de mélanges binaires
composées de deux alcools, mais qu’il semble survenir au sein d’'un mélange composé de
deux aldéhydes, bien que les hauts niveaux de généralisation au sein de ce groupe
fonctionnel rendent son identification difficile (les aldéhydes a longue chaine carbonée
domineraient les aldéhydes a chaine plus courte). Enfin, les alcools dominent les aldéhydes
ayant une longueur de chaine carbonée identique ou plus courte. Ces résultats indiquent
ainsi une certaine saillance des alcools lorsqu’ils sont mélangés avec des aldéhydes et des
chaines carbonées longues lorsqu’elles sont mélangées avec des chaines courtes, ce qui est
en accord avec de précédents travaux menés chez la méme espece Camponotus aethiops
(Bos et al., 2013). Notre étude montre ainsi qu’au sein d’'un mélange binaire, les fourmis ne
percoivent pas nécessairement tous les composants du mélange mais qu’elles dirigent leur
comportement sur la base de composants clefs. Ce sont les propriétés chimiques des odeurs

composant le mélange qui déterminent leur réle de composant « dominant » ou « dominé »,
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en fonction également des propriétés des composants avec lesquels ils sont mélangés. Par
exemple dans notre étude, I'octanal dominait I’hexanal mais il était dominé par I'octanol. De
plus, notre étude suggere que seules les propriétés chimiques des composants déterminent
leur role au sein du mélange puisque le succés d’apprentissage des composants seuls ne
permet pas de prédire la réponse aux composants du mélange. Effectivement, I'octanol était
moins bien appris que l'octanal lorsque les fourmis étaient conditionnées a ces odeurs
seules, pourtant I'octanol dominait I'octanal lorsqu’ils étaient mélangés. Ces résultats sont
en accord avec de précédentes études chez I'abeille (Pham-Delégue et al., 1993; Laloi et al.,
2000; Reinhard et al.,, 2010) rapportant que les individus conditionnés a un mélange
complexe d’odeurs, répondent plus a certains composants qu’a d’autres et que les facteurs
conduisant a ce qu’un ou plusieurs composants du mélange soient des composants clefs
dépendent fortement de I'identité des autres composants du mélange et non de leur facilité

A

étre appris dans une procédure de conditionnement absolu.

Nous avons par ailleurs voulu déterminer si les odeurs que nous avions employées
lors de nos expériences faisaient partie des produits sémio-chimiques naturellement
produits et libérés par les ouvrieres Camponotus aethiops. En effet, si une molécule
odorante fait partie d’'un mélange naturel libéré par une ouvriére dans le but de recruter ou
d’alarmer ses congéneres, il serait particulierement pertinent pour les fourmis de la
percevoir lorsqu’elle se trouve mélangée avec d’autres odeurs. En d’autres termes, les regles
de dominance que nous avons extraites dans le Chapitre Ill, pourraient aussi étre le résultat
de la pertinence écologique de certaines molécules odorantes pour les fourmis. L’analyse
des composés présents dans les glandes mandibulaires, la glande de Dufour et la glande a
poison (glandes libérant les composants impliqués dans le recrutement ou I'alarme chez les
fourmis du genre Camponotus, Ayre & Blum, 1971; Duffield & Blum, 1975; Traniello, 1977,
Hefetz & Orion, 1982; Haak et al., 1996; Kohl et al., 2001, 2003; Fujiwara-Tsuijii et al., 2006)
n’a révélé la présence d’aucune des molécules odorantes que nous avons employées lors de
nos expériences comportementales ni aucune molécule odorante apparentée en termes de
groupe fonctionnel (Annexe Il). Ainsi, les régles de dominance relatives au phénoméne
d’overshadowing que nous avons extraites dans notre étude ne sont pas expliquées par des
propriétés fonctionnelles d’'un mécanisme adapté a la perception olfactive de composants

présents dans les glandes des ouvrieres Camponotus aethiops.
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Dans notre étude sur la perception des mélanges d’odeurs, nous n’avons travaillé
gu’avec des mélanges binaires ou les pressions de vapeur des composants étaient égalisées.
Des travaux antérieurs ont par exemple montré que le ratio ou le nombre de composants du
mélange constituaient des variables critiques dans la perception des mélanges d’odeurs
(e.g., Laing & Francis, 1989; Livermore & Laing, 1998; Kay et al., 2005; Coureaud et al., 2011;
Thomas-Danguin et al., 2014). Ainsi, des études supplémentaires manipulant ces variables
seraient souhaitables pour mieux comprendre comment la fourmi Camponotus aethiops
percoit les mélanges d’odeurs dans un contexte naturel ou la quantité et la qualité des
odeurs, émises par exemple par les plantes, peuvent varier dans le temps et dans I'espace

(Dudareva et al., 2004).

Les nombreuses molécules odorantes présentes sur la cuticule des fourmis (i.e. les
hydrocarbures cuticulaires) sont d’'une importance capitale pour la reconnaissance coloniale
(d’Ettorre & Lenoir, 2010 ; van Zweden & d’Ettorre, 2010 ; voir Introduction, section Il.3.c).
Ainsi, il serait intéressant de reprendre les expériences que nous avons menées dans cette
thése avec des hydrocarbures cuticulaires variant par exemple dans la classe (alcanes et
alcénes), la longueur de chaine ou encore le nombre et la position de leurs ramifications
méthyle (propriétés chimiques s’étant avérées pertinentes dans ce contexte ; Guerrieri et al.,
2009; van Wilgenburg et al., 2010), afin d’accroitre nos connaissances sur les phénomeénes
de reconnaissance coloniale, et étendre la pertinence et la dimension éthologique de nos

résultats au domaine de la perception des odeurs sociales.

2) Effet de la procédure et des parameétres du conditionnement sur la
similarité perceptuelle

a) La procédure de conditionnement

De nombreuses études ont rapporté que les relations de similarité entre des stimuli
n’étaient pas absolues et qu’elles pouvaient étre modifiées par I'expérience des individus
avec ces stimuli. En effet, il a été montré que les capacités de discrimination et I'acuité
perceptuelle pouvait étre améliorée par des conditionnements différentiels (e.g., vision:

Hanson, 1959; Dyer & Chittka, 2004; Giurfa, 2004; Avargues-Weber & Giurfa, 2014;
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olfaction : Daly et al., 2001; Cleland et al., 2002; Linster et al., 2002; Fletcher & Wilson, 2002;
Mishra et al., 2010; Chen et al., 2011; Barth et al., 2014). L’amélioration des capacités de
discrimination perceptuelle résultant d’un apprentissage différentiel, révélée par un
affinement des gradients de généralisation aprés cette forme de conditionnement, est
généralement expliquée en supposant que les gradients de généralisation excitateur et
inhibiteur sous-tendus, respectivement, par le SC+ et le SC- interagissent (i.e. s’additionnent)

(Spence, 1936; Hanson, 1959; Ghirlanda & Enquist, 2003).

Un des objectifs de cette thése était ainsi de déterminer si un conditionnement
différentiel olfactif pouvait améliorer les capacités de discrimination olfactive chez la fourmi
Camponotus aethiops (Chapitre Il). En adoptant une analyse systématique comparant les
conséquences d’un conditionnement absolu et d’un conditionnement différentiel sur les
niveaux de généralisation entre des aldéhydes différant dans leur longueur de chaine
carbonée, nous avons montré qu’un conditionnement différentiel améliorait les capacités de
discrimination olfactive des fourmis le long de cette dimension. Effectivement,
contrairement a un conditionnement absolu, un conditionnement différentiel permettait
aux individus de discriminer deux aldéhydes dont la chaine carbonée ne différait que par un
seul atome de carbone. Cependant, ces capacités de discrimination fine, exprimées par les
fourmis, n’étaient pas étendues a toutes les odeurs testées mais étaient observées pour les
odeurs qui présentaient la méme relation de chaine carbonée que le SC- en comparaison a
celle du SC+. Par exemple, lorsque la longueur de chaine carbonée du SC- était plus courte
qgue celle du SC+, les capacités de discrimination étaient améliorées uniquement pour les
odeurs qui présentaient une chaine carbonée plus courte que celle du SC+. Nos résultats
montrent donc qu’il existe une certaine asymétrie dans les gradients de généralisation
obtenus aprés un conditionnement différentiel. En modélisant la somme linéaire des
gradients de généralisation excitateur et inhibiteur, respectivement sous-tendus par le SC+
et le SC-, nous avons pu rendre compte de I'asymétrie dans les niveaux de généralisation
obtenus aprés conditionnement différentiel et ainsi illustrer pour la premiere fois que
I'affinementdles capacités de discrimination perceptuelle résultait de linteraction des

gradients de généralisation excitateurs et inhibiteurs.

Les effets du conditionnement différentiel sur les relations de similarité entre les

odeurs ont été mesurés 15 min aprés un entrainement constitué de 12 essais (6 essais SC+ et
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6 essais SC-). Il nous parait intéressant de tester a I'avenir si le nombre d’essais est un
parametre déterminant dans l'affinement des capacités de discrimination olfactive et si
I'amélioration des capacités de discrimination peut étre maintenue a plus long terme. En
effet, nous pouvons imaginer que le nombre d’essais serait un parametre critique dans
I’'amélioration des capacités de discrimination : plus le nombre d’essais serait important,
meilleures seraient les capacités de discrimination des odeurs. Un faible nombre d’essais (1
ou 2) ne permettrait pas ou peu d’augmenter les capacités de discrimination des odeurs
tandis qu’un nombre d’essais plus important le permettrait, jusqu’a une certaine limite (i.e.
au-dela d’un certain nombre d’essais, les performances de discriminations ne seraient plus

améliorées).

b) Les parameétres du conditionnement : un effet de I'lIE ?

Les études sur les effets des propriétés des molécules odorantes dans la similarité
perceptuelle chez la fourmi Camponotus aethiops, ont rapporté qu’au sein d'un méme
groupe fonctionnel ou d’'une méme classe d’hydrocarbures, la généralisation entre des
molécules odorantes pouvaient étre asymétrique (Bos et al., 2012, 2013 ; voir Introduction,
section 1I.3.c.i). Dans ces conditions, le niveau de généralisation était généralement plus
élevé lorsque la chaine carbonée de I'odeur testée était plus courte que celle de I'odeur
conditionnée. Par exemple, Bos et collaborateurs (2013) ont montré que les fourmis
généralisaient plus de I'octanal vers I’'hexanal que l'inverse. Dans le Chapitre Ill, nous avons
observé une généralisation asymétrique entre le nonanal et I'heptanal, deux odeurs non
testées dans le travail de Bos et al (2013), mais nous n’avons pas retrouvé d’asymétrie dans
la généralisation entre I'hexanal et I'octanal (i.e. les fourmis généralisaient autant de
I’hexanal vers I'octanal que lI'inverse). De maniére intéressante, les résultats obtenus sur les
niveaux de généralisation apres un conditionnement absolu (Chapitre Il) n’ont révélé aucune
asymétrie dans les niveaux généralisation entre les odeurs (ni entre hexanal et octanal, ni
entre heptanal et nonanal). L'unique paramétre du conditionnement qui differe
systématiquement entre I'étude de Bos et al (2013) et nos études rapportées dans les
Chapitres Il et Il est I'lIE : respectivement 10, 15 et 30min. Ceci suggere que ce paramétre,
qui affecte I'acquisition de I'information olfactive et la consolidation de la mémoire (voir

Discussion, section 1I.3), pourrait également avoir une incidence sur les processus de
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généralisation entre des molécules odorantes similaires. En d’autres termes, il semblerait
qgue des IIE de courte durée favoriseraient la généralisation asymétrique. Des expériences
spécifiguement congues pour confirmer I'effet de ce paramétre et définir comment il

influence les processus de généralisation olfactive sont donc nécessaires.

3) Hypotheses sur les mécanismes neurophysiologiques supportant les
réponses comportementales obtenues

Des études chez les vertébrés et les insectes ont révélé que la similarité perceptuelle
des molécules odorantes était corrélée a la similarité de leur représentation neurale dans le
premier relai de I'information olfactive (le BO des vertébrés et le LA des insectes ; Linster &
Hasselmo, 1999; Daly et al., 2004b; Guerrieri et al., 2005; Youngentob et al., 2006; Kreher et
al., 2008; Niewalda et al., 2011; Barth et al.,, 2014). Ainsi, nous suggérons que la
généralisation ou la discrimination observée au niveau comportemental entre les odeurs
simples (Chapitre Il et lll) ou entre les mélanges binaires et leurs composants (Chapitre ll)
devraient se traduire par des similarités ou des différences dans les patrons d’activation
glomérulaire de ces odeurs dans le LA de la fourmi Camponotus aethiops (Figure 15). Nous
proposons par exemple que lorsque |'overshadowing se produit, le patron d’activation du
mélange d’odeurs dans le LA serait similaire a celui du composant dominant. En revanche,
lorsqu’il n’y a pas d’overshadowing manifesté sur le plan comportemental, le patron
d’activation du mélange devrait étre plutét similaire a la combinaison des patrons
d’activation évoqués par chacun des composants du mélange. Ces similarités ou différences
dans la représentation des odeurs dans le LA, pourraient étre induites a différents niveaux
du traitement de l'information olfactive (voir Introduction, sections Il.3a et b pour une

description détaillée du traitement des odeurs chez les insectes).
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Figure 15 : Hypothéses neurophysiologiques relatives a la généralisation et a I'overshadowing.

La similarité perceptuelle entre les odeurs simples ou entre les mélanges binaires et leurs
composants correspond a une similarité dans les patrons d’activation des odeurs au niveau du LA.
Généralisation (a gauche) : des odeurs simples généralisées montreraient des patrons d’activation
glomérulaire similaires (qui se chevauchent), alors que des odeurs discriminées auraient des patrons
d’activation glomérulaires dissimilaires (pas ou peu de chevauchement des patrons d’activation). La
généralisation peut résulter de (1) la faible sélectivité des récepteurs aux odeurs (e.g., des aldéhydes
ayant un nombre d’atomes de carbone (NAC) similaire peuvent activer les mémes récepteurs) ; (2)
I'action des NL. Overshadowing (a droite): lorsque |'overshadowing se produit, le patron
d’activation glomérulaire du mélange binaire (AB) serait similaire a celui du composant dominant (A),
tandis que lorsqu’il n’y a pas d’overshadowing, le patron d’activation glomérulaire du mélange
binaire (AB) correspondrait a la somme des patrons d’activation de chaque odeur A et B.
L'overshadowing pourrait résulter (1) d’une compétition entre composants du mélange pour la
liaison aux récepteurs [e.g., un alcool entre en compétition avec un aldéhyde ayant une chaine
carbonée plus courte ou égale a la sienne, pour le site de liaison du récepteur a I'aldéhyde, et
supprime la réponse du NRO possédant le récepteur a I'aldéhyde (interaction syntopique)] ; (2) de
I"action des NL qui modulent le patron d’activation glomérulaire du mélange de sorte a ce qu’il soit
plus similaire au composant dominant (A). D’autres hypothéses peuvent rendre compte de la
similarité entre les patrons d’activation des odeurs au niveau du LA (voir le texte).
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Au niveau périphérique, les molécules odorantes vont en premier lieu se lier a des RO
spécifiques. Cependant, ces derniers sont faiblement sélectifs aux molécules odorantes (i.e.
plusieurs molécules peuvent se lier a plusieurs RO). On peut donc imaginer que des
aldéhydes différant peu entre eux, en termes de longueur de chaine carbonée, puissent
activer les mémes RO et donc induire des patrons d’activation similaires au niveau du LA.
Inversement, des aldéhydes ayant des longueurs de chaine carbonée tres différentes
(différence de plusieurs carbones) n’activeraient pas les mémes types de récepteurs et donc
induiraient des patrons d’activation tres différents (Figure 15, panel de gauche). Cette
hypothése s’appuie sur des travaux chez les vertébrés ayant montré que des NRO
détectaient des aldéhydes avec des longueurs de chaine carbonée successives et que la
proportion de NRO discriminant deux aldéhydes était corrélée a la différence du nombre de
carbones entre ces aldéhydes (Zhao et al., 1998; Kaluza & Breer, 2000). De plus, des études
d’imagerie et d’électrophysiologie ont montré que dans le BO des vertébrés et le LA des
insectes, la similarité entre les patrons d’activation de séries homologues de molécules
odorantes (e.g., aldéhydes) dépendait de la similarité chimique des composés en termes de
longueur de chaine carbonée (D6ving, 1966; Imamura et al., 1992; Mori et al., 1992; Sato et
al., 1994; Yokoi et al., 1995; Johnson et al., 1999; Rubin & Katz, 1999; Sachse et al., 1999;
Johnson & Leon, 2000; Kaluza & Breer, 2000; Uchida et al., 2000; Meister & Bonhoeffer,
2001; Belluscio & Katz, 2001; Xu et al., 2003; Daly et al., 2004b; Guerrieri et al., 2005 ;
Johnson et al., 2009).

Du fait de la faible sélectivité des RO, on peut imaginer que les molécules odorantes
composant un mélange puissent entrer en compétition pour le méme site de liaison au RO
(ou des sites de liaison au méme récepteur qui se chevauchent) (Akers & Getz, 1993;
Duchamp-Viret et al., 2003; Chaput et al., 2012) et donc que des interactions syntopiques
entre les molécules odorantes puissent se produire (Rospars et al., 2008; Miinch et al., 2013;
Szyszka & Stierle, 2014) (Figure 15, panel de droite). Ainsi, « seul » un des composants du
mélange binaire (celui qui domine) activerait des NRO : le patron d’activation glomérulaire
du mélange serait donc celui du composant dominant. Bien évidemment, ceci est une
caricature. Le composé dominé pourrait lui-aussi se lier occasionnellement au récepteur. De
plus, les deux composants du mélange ne se lient pas nécessairement exactement aux

mémes récepteurs (i.e. les deux composants du mélange se lient a des récepteurs communs
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mais un des composants peut se lier a des récepteurs auxquels I'autre composant ne peut se
lier). Ceci expliquerait pourquoi I'animal pourrait tout de méme répondre au composé
dominé. En effet, lorsqu’il y avait overshadowing, le niveau réponse au composé dominé
n’était pas nécessairement nul. Dans le cadre des interactions syntopiques, nous proposons
que les dimensions chimiques des composants d’un mélange tel que le groupe fonctionnel et
la chaine carbonée pourrait ainsi déterminer l'issue de la compétition entre composants
pour I'occupation du site du récepteur (e.g., dans notre cas, un alcool mélangé a un
aldéhyde ayant une longueur de chaine carbonée identique ou plus courte que la sienne,

gagnerait la compétition pour la liaison au récepteur).

Au niveau central, les glomérules du LA sont interconnectés par I'intermédiaire des
NL (majoritairement inhibiteurs) qui participent de maniere critique au traitement de
I'information olfactive (Sachse & Galizia, 2002; Silbering et al., 2008). Ces interneurones
contribuent a la construction des patrons d’activation glomérulaire des odeurs. Ainsi, dans le
cadre de la généralisation, ils pourraient modeler les patrons d’activation glomérulaire des
odeurs simples de sorte a ce que ces patrons deviennent plus similaires (généralisation) ou
plus dissimilaires (discrimination) entre eux (Figure 15, panel de gauche). Dans le cadre des
mélanges d’odeurs, des études ont montré que le patron d’activation glomérulaire d’'un
mélange binaire au niveau des afférences du LA (NRO) était similaire a la somme des patrons
évoqués par les composants du mélange (Joerges et al., 1997; Deisig et al., 2006; Carlsson et
al., 2007; Silbering & Galizia, 2007; Kuebler et al., 2012). Cependant, au niveau des
efférences du LA (PN), les patrons obtenus s’écartaient de la simple somme des patrons
d’activation de chacun des composants, certainement en raison de l'activation des NL
(Silbering & Galizia, 2007; Deisig et al., 2010; Kuebler et al., 2012). Les NL pourraient ainsi
modeler le patron d’activation du mélange de sorte a ce qu’il soit plus similaire a un des

composants (celui qui domine) plutét qu’a I'autre (Figure 15, panel de droite).

Enfin, des rétroactions de la part des CP vers le LA (Heisenberg, 1998) pourraient
également moduler la représentation des odeurs dans le LA, donnant ainsi lieu a des
représentations similaires ou dissimilaires entre des odeurs simples ou entre le mélange

binaire et ses composants.
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Dans la mesure ol dans nos expériences sur la similarité perceptuelle et
I'overshadowing, les fourmis ont été soumises a un conditionnement absolu ou différentiel,
nous ne pouvons exclure I'effet de I'apprentissage sur la représentation des odeurs au sein
du systéme nerveux. En effet, des études ont montré qu’un apprentissage olfactif pouvait
modifier la représentation des odeurs dans le LA (Faber et al., 1999; Yu et al., 2004;
Fernandez et al., 2009; mais voir, Peele et al., 2006). Dans le cas de |'overshadowing, on peut
ainsi supposer qu’aprés un conditionnement absolu, le patron d’activation glomérulaire
évoqué par un mélange pourrait devenir, du fait du conditionnement, plus similaire a celui

du composant dominant et résulter ainsi en un overshadowing.

L’amélioration des capacités de discrimination perceptuelle induite par un
conditionnement différentiel (Chapitre Il) pourrait aussi provenir de ces modifications dans
la représentation des odeurs induites par un apprentissage. En effet, nous pouvons penser
gu’apres un conditionnement différentiel, les patrons d’activation glomérulaire des odeurs
deviennent moins similaires (i.e. ils se chevauchent moins), résultant ainsi en une meilleure
discrimination de la part des fourmis. Cette hypothése est supportée par des travaux chez
I'insecte ayant montré qu’un apprentissage différentiel induisait une « décorrélation » des
représentations neurales des odeurs dans le LA (Faber et al., 1999; Daly et al., 2004a;
Fernandez et al., 2009; Rath et al., 2011), ou dans les CP (Barth et al., 2014; Lin et al., 2014).
Cette « décorrélation » de la représentation des odeurs dans le LA pourrait provenir de
I’action des NL puisqu’il a été montré qu’ils étaient nécessaires a la discrimination des
odeurs similaires mais pas des odeurs non-similaires (Stopfer et al., 1997; Barth et al., 2014).
Dans les CP, la « décorrélation » pourrait provenir d’une boucle de rétroaction entre les
cellules de Kenyon des CP et des neurones GABAergiques, puisqu’il a été montré que cette
boucle de rétroaction était nécessaire, chez la drosophile, pour apprendre a discriminer des

odeurs similaires mais pas pour des odeurs non-similaires (Lin et al., 2014).

Les techniques d’analyse fonctionnelle disponibles chez la fourmi, telle que I'imagerie
calcique (Galizia et al., 1999b; Zube et al., 2008; Dupuy et al., 2010; Kuebler et al., 2010;
Brandstaetter et al., 2010, 2011; Brandstaetter & Kleineidam, 2011), permettraient de
mettre a I'épreuve I'ensemble des différentes hypothéses que nous venons de formuler . En
effet, dans le cadre de la généralisation et de I'effet de la procédure de conditionnement sur

les performances de discrimination, nous pourrions par exemple enregistrer la réponse aux
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aldéhydes que nous avons utilisés, avant et aprés des conditionnements absolu et
différentiel. Ceci nous permettrait de savoir si la similarité dans les patrons d’activation
glomérulaires est corrélée a la similarité perceptuelle que nous avons observée d’un point
de vue comportemental. De plus, nous pourrions voir si le conditionnement induit une
« décorrélation » des patrons d’activation glomérulaires du fait d’une certaine forme
d’excitation et d’inhibition induites par le SC+ et le SC-, respectivement. Dans le cadre des
mélanges binaires, nous pourrions enregistrer la réponse au mélange d’odeurs et celle de
ses composants avant et aprés un conditionnement absolu, afin de déterminer si lorsque
nous observons le phénoméne d’overshadowing a I’échelle comportementale, la réponse au
mélange est plus similaire a celle du composant dominant qu’a celle du composé dominé ou
gu’a celle de la somme des représentations neurales des deux composants, et si cet effet est

induit par un conditionnement.
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Conclusion

Les travaux conduits dans cette thése ont eu pour objectif de progresser dans nos
connaissances sur les mécanismes contribuant a I'’émergence de la division du travail,

I’'apprentissage et la perception des odeurs chez la fourmi Camponotus aethiops.

L'approche comportementale que nous avons adoptée a permis de mettre en
évidence que la sensibilité au sucre était corrélée aux taches comportementales effectuées
au sein de la colonie, argumentant ainsi en faveur du modele des seuils de réponse
expliquant I'émergence de la division du travail chez les insectes sociaux. Parmi les
différentes perspectives que nous avons évoquées, nous pensons que les futures recherches
dans ce domaine devraient étudier la contribution des différentes amines biogénes dans la
différenciation comportementale et dans la variabilité interindividuelle dans les seuils de

réponse au sucre chez Camponotus aethiops.

Nos travaux ont également révélé que la sensibilité au sucre et la caste
comportementale étaient des facteurs déterminants dans les performances d’apprentissage
olfactif appétitif. Dans ce contexte, il sera également important de déterminer si d’autres
facteurs tels la sensibilité aux odeurs, la procédure et les parametres du conditionnement

jouent aussi un role clé dans les performances d’apprentissage.

Les études menées sur la perception des odeurs simples et des mélanges binaires ont
révélé que les propriétés chimiques des molécules odorantes (chaine carbonée et groupe
fonctionnel) et I'expérience olfactive occupaient une place centrale dans la perception et la
similarité perceptuelle des odeurs générales. Les futures recherches dans ces domaines
devront préciser si les parametres des différents protocoles de conditionnement peuvent
influencer la perception des odeurs, comme nos résultats semblent le suggérer. Des
expériences comparables a celle que nous avons menées, employant des odeurs sociales
telles que les hydrocarbures cuticulaires, revétiraient d’une pertinence particuliere pour
affiner notre compréhension des mécanismes de perception des signatures chimiques
impliquées dans la reconnaissance coloniale chez les fourmis. Enfin, 'usage de techniques
d’enregistrement cérébral, nous permettrait de comprendre comment les phénomeénes
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perceptuels que nous avons observés a |'échelle comportementale, trouvent leur place au
sein des réseaux neuronaux dédiés au traitement et a l'apprentissage des informations

olfactives.

Nos études sur la spécialisation comportementale, les performances d’apprentissage
et la perception des odeurs chez la fourmi offrent de nombreuses pistes pour comprendre le

succes écologique remarquable de ces insectes.
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Figure 1: Correlation between sucrose responsiveness score (SRS) and acquisition score to the CS+
(AS+) for nurses (left) and foragers (right). Correlation between SRS and AS+ is highly significant for
nurses (Spearman rank correlation test, rs=0.62; p<0.0001) but tend to be significant for foragers
(rs=0.28; p=0.055). Note that foragers have typically high AS+ values even with low SRS values, thus
showing their high learning success.
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Chemical analysis of the Dufour’s, poison and mandibular glands
content in the ant Camponotus aethiops

Here we analysed the content of the Dufour’s, the poison and the mandibular glands in the
worker Camponotus aethiops with three different techniques of extraction with the aim of
uncovering whether the odours used as stimuli in our bioassays were part of the

components contained in these glands. None of the odours used were found in these glands.

Material and Methods

Ants

Three colonies of C. aethiops were collected in April 2013 at Pompertuzat (Midi-Pyrénées,
France, latitude 43.5°, longitude 1.516667°) and kept in the laboratory (25°C, light-dark
cycle= 12:12, 70% humidity) in artificial nests composed of two plastic boxes connected by a
plastic hose. One of the boxes was covered by cardboard and contained a plaster floor to
form the nest; the other box, exposed to light constituted the foraging arena. The inner sides
of the two boxes were coated with Fluon® to prevent ants from escaping. Ants were fed
twice a week with carbohydrates, protein and vitamins (Bhatkar & Whitcomb, 1970); water
was provided ad libitum. The analysis of the gland contents in three colonies allowed us to
increase the chance of finding minor constituents as in the case of the Dufour’s gland for
instance, the glandular secretion can be colony specific in terms of components quantity

(Traniello, 1980).
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Sample preparation

Media workers were collected in the foraging arena and left in a box (10 cm of diameter)
during 1h in order to recover from the stress of collection. Ants were then killed by placing
the box in a freezer for a few minutes. We gently placed ants in the freezer without
disturbing them so to ensure that they did not unload the glands, allowing thus to have
enough glandular content for the analyses. This method seemed to be appropriate as few
ants showed unload glands (or glands that were not completely full). Only full glands were
kept for analyses. Ants were dissected in water under a binocular (see Figure 1 for the

location of these glands in Formicine ants).

Three Dufour’s and poison glands from ants of the same colony were placed together
in 2ml glass vials provided with a 200 pl glass insert; nine samples were collected for each
colony (n=81 ants in total). Dufour’s and poison glands were analysed together as the aim of
the study was not to identify the content of each gland particularly but to investigate
whether the odours used in this thesis were present in the glands. Three to ten mandibular
glands (n=48 glands in total) were also pooled in 2ml glass vials provided with a 200 ul glass

insert.

The glandular contents were analysed with gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), employing three different techniques: solvent injection, solid-phase
microextraction (SPME)-headspace and SPME-rubbing (see below), except for the
mandibular glands content that was only analysed with the solvent injection and SPME-
headspace techniques due to the small size of the glands. For all techniques, we used an
Agilent 7890A gas-chromatograph, equipped with an HP- 5MS capillary column (30 m x
25um, 0.25um thickness) and a split-splitless injector, coupled to a 5975 Agilent Mass
Spectrometer operated at 70 eV in the electron impact ionization mode. The carrier gas was
helium at 1 ml.min-1. The column oven was programmed as follows: an initial hold of 5 min
at 50°C, then increased to 200°C at 6°C.min-1, to 320°C at 30°C.min-1, and then held for 10

min.
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Liquid injection with solvent

Extraction of the glandular content was performed by adding 200 pl of pentane in each vial.

Then, 2ul of this extract were manually injected into the GC-MS.

SPME-headspace

Extraction of the glandular content by SPME was performed with a 100 pum
polydimethylsiloxane (PDMS) fiber (Sigma Aldrich, France) in the headspace of the vials at

room temperature for 5 min. The fiber was then injected into the GC-MS.

SPME-rubbing

Extraction of the glandular content by SPME was performed with a 100 um PDMS fiber
(Sigma Aldrich, France) by carefully smashing and rubbing the glands against the fiber for 1

min. The fiber was then injected into the GC-MS.

Odours

Each odour used in this thesis was diluted in pentane before being analysed with the GC-MS.
For the solvent injection technique, the final odour concentration was 40ng.ml-1 and 2l of
solution were manually injected into the GC-MS; whereas for the SPME-headspace
technique the final odour concentration was 20ng.ml-1. The program temperature was the

same as for gland extracts.

Peak identification

For all techniques, compounds founds in the glands were identified on the basis of their
mass spectra and retention time, and compared with standards and published results on C.
aethiops glandular contents (Ali et al., 1988a). Mass spectra of synthetic compounds used as
stimuli in bioassays in this thesis where recovered from Pherobase (www.pherobase.com)
and compared with the mass spectra obtained with solvent injection and SPME-headspace

techniques.
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Results

Odours

All odours used in this thesis were successfully identified with liquid extraction and SPME-
headspace techniques on the basis of their known mass spectra available on Pherobase. For
instance, the mass spectra of nonanal obtained with both techniques and on Pherobase are

shown in Figure 2.

Dufour’s and poison glands content

All the three techniques used gave similar results, i.e. the same main peaks were present in
all chromatograms. However, a higher number of peaks were detected with the SPME-
rubbing technique (Figure 3). We therefore choose to only present the data obtained with
this technique (Figure 4). The three colonies gave similar results with variation of the
guantity for some compounds. Due to small sample size, any colonial analysis would not be

appropriate.

Rectal ‘papillae’
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gland

Hindgut

Maxillary

gland
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Intramandibuldr T

gland I
| \
Tibial spur gland \1 \\
/,\Antenna cleaner gland \
Pretarsal glands / \
\4‘

Tibial glands

Figure 1: Schematic drawing of a Formicine ant. Exocrine glands that can typically found in workers
are indicated. Boxed texts represent the glands analysed in our study. Adapted from Wenseleers et
al. (1998).
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A) Nonanal (SPME-headspace)
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Figure 2: Mass spectrum of nonanal. Mass spectrum obtained from (A) SPME-headspace, (B) liquid
injection with solvent and (C) recovered from Pherobase (www.pherobase.com). Mass spectra are
comparable therefore nonanal can successfully be identified with the techniques used in our
experiment.
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A) SPME-rubbing
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C) Liquid injection with solvent
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Figure 3: Typical chromatograms of volatiles from three Dufour’s and poison glands of C. aethiops
workers. Chromatograms obtained by (A) SPME-rubbing, (B) SPME-headspace and (C) liquid injection
with solvent techniques. The three techniques give similar results, i.e. the same main peaks were
present in all chromatograms. However, a higher number of peaks were detected with the SPME-

rubbing technique.
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Figure 4: Chromatogram and identification of volatiles from three Dufour’s and poison glands of C.
aethiops workers obtained with the SPME-rubbing technique. Components are identified as follow:
1 Cyy; 2 7MeCyy; 3 9MeCyq; 4 Cip; 5 Ci3q*; 6 Ci34*; 7 Cyi3; 8 unknown; 9 unknown; 10 9MeC;3; 11
3MeCy3; 12 Cy4; 13 Cisq™; 14 Cysq; 15 Cys; 16 unknown; 17 Cye; 18 Cyz.q; 19 Cy7; 20 unknown; 21
unknown. Dufour’s and poison glands analyses reveal the presence of three major components: n-

undecane, n-tridecane and n-pentadecane. All components, even the smallest peaks that were
detected by GC-MS (not necessarily numbered) were compared with the mass spectrum of each
odour used in bioassays as stimuli in this thesis in order to verify their presence or their absence.
None of the odour used were found in the Dufour’s and poison glands contents. Different isomers of

the same compound are indicated with

“uxn
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TITLE: Division of labour, olfactory learning and perception in the ant Camponotus
aethiops

ABSTRACT

Ants live in complex societies where different individuals are specialized in particular tasks
(e.g., reproduction, brood care, foraging or nest defence). In their natural environment, the
majority of ant species rely on olfactory cues. The present work aimed at understanding
division of labour, olfactory learning and perception in the ant Camponotus aethiops. This
species forages partly on extra-floral nectaries, therefore uncovering the mechanisms
underlying olfactory learning and perception of environmental odours, such as floral
volatiles, is biologically relevant. Here we reveal interindividual variability in sucrose
responsiveness among reproductive and behavioural castes, arguing in favour of models
positing that division of labour emerges from differences in sensitivity to task-related stimuli.
Sucrose responsiveness was also shown to mediate olfactory appetitive learning success: the
more sensitive to sucrose is an ant, the better it learns the appetitive association.
Accordingly, foragers, more sensitive to sucrose than nurses, learned better the odour-
sucrose association. We show that odour’s chemical dimensions (i.e. carbon-chain length
and functional group) and olfactory experience play a significant role in olfactory perception
in this ant species. Perceptual similarity between odours belonging to the same functional
group (aldehyde) was inversely related to the difference in carbon-chain length between
odours, and can be changed by the conditioning procedure. Indeed, olfactory discrimination
was enhanced after differential learning. Finally, we demonstrated that binary mixture
perception relies on the combination of functional group and carbon-chain length, with
generally a larger salience for alcohol over aldehydes and of long carbon-chain length over
shorter ones. Our study contributes to a better understanding of division of labour, olfactory
perception and olfactory learning in ants.

Key words: division of labour; appetitive learning; olfactory perception; odour mixture;
experience; Camponotus aethiops.
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RESUME

Les fourmis forment des sociétés complexes ou les individus sont spécialisés dans des taches
spécifiques (e.g., reproduction, soin au couvain, fourragement) et leur comportement
naturel repose principalement sur l'olfaction. L'objet de ce travail était d’améliorer nos
connaissances sur la division du travail, I'apprentissage et la mémoire olfactifs chez la fourmi
Camponotus aethiops, qui fourrage en partie des nectars extra-floraux. Nous avons montré
qgue la sensibilité au sucre différait entre les castes reproductrice et ouvrieres, illustrant le
modele des seuils de réponse, qui postule que la division du travail émerge des différences
dans la sensibilité a des stimuli biologiquement pertinents pour la réalisation des taches. La
sensibilité au sucre sous-tend les performances d’apprentissage olfactif appétitif : plus la
fourmi est sensible au sucre, mieux elle apprend |'association appétitive. Ainsi, les
fourrageuses, plus sensibles au sucre que les nourrices, apprenaient mieux |’association
odeur-sucre. Les dimensions chimiques des odeurs (e.g. longueur de chaine carbonée,
groupe fonctionnel) et I'expérience olfactive jouent un role central dans la perception des
odeurs. La similarité perceptuelle entre des odeurs d’'un méme groupe fonctionnel
(aldéhyde) était inversement proportionnelle a la différence de chaine carbonée entre les
odeurs. De plus, la discrimination olfactive était améliorée par un apprentissage différentiel.
Enfin, nous avons montré que la perception des mélanges d’odeurs dépendait de la
combinaison du groupe fonctionnel et de la longueur de chaine carbonée, avec
généralement une plus grande saillance des alcools sur les aldéhydes et des chaines longues
sur les courtes. Notre étude apporte une meilleure compréhension de la division du travail,
la perception et I'apprentissage olfactifs chez la fourmi.
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