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La majorité des especes envahissantes sont surtout connues pour leurs effets prédateurs. Cependant, de
nombreux prédateurs introduits peuvent également constituer d'importants réservoirs d'agents
pathogénes. Les virus associés aux abeilles domestiques se trouvent chez diverses especes d'arthropodes,
notamment les fourmis envahissantes. Nous avons examiné comment la fourmi argentine, envahissante a
I'échelle mondiale (Lineépitheme humile),qui peut atteindre des densités élevées et infester les ruches, est
associée a la dynamique des agents pathogénes chez les abeilles melliferes. Les charges virales du virus de
I'aile déformée (DWV), qui a été associée a des millions de déces de ruches dans le monde, et du virus des
cellules royales noires ont considérablement augmenté chez les abeilles en présence de fourmis invasives.
Les infections microsporidiennes et trypanosomatides, qui sont plus spécifiques aux abeilles, n'ont pas été
affectées par l'invasion des fourmis. Le virome des abeilles réalisé en automne a révélé que le DWV était le
virus prédominant avec les niveaux d'infection les plus élevés et qu'aucun virus associé aux fourmis
n'infectait les abeilles. Les retombées virales provenant des fourmis pourraient augmenter les infections
chez les abeilles. De plus, les attaques de fourmis pourraient constituer un facteur de stress important
pour les colonies d'abeilles, susceptible d'affecter la sensibilité au virus. Cette dynamique virale est un effet
caché des fourmis nuisibles, ce qui pourrait avoir un impact significatif sur 'émergence de maladies chez
ce pollinisateur économiquement important. Notre étude met en évidence un effet peut-étre négligé des

invasions d'especes : les changements dans la dynamique des agents pathogenes.

Les espéces envahissantes sont peut-&tre mieux connues pour leurs impacts en tant que prédateurs et
compétiteurs, entrainant directement le déclin de I'abondance des espéces, voire leur extinction [1,2].
Cependant, les introductions d'espeéces peuvent également induire des changements dans les communautés
d'agents pathogeénes [3] qui peuvent jouer un role clé dans I'émergence de maladies dans les systémes multi-
hoétes et multi-pathogénes [4,5]. Par exemple, les parasites protozoaires des bourdons invasifs facilitent la
propagation de la maladie chez les bourdons indigénes d'Amérique du Sud [6] et les visons introduits
contribuent a la maladie chez les loutres britanniques indigénes en contractant des infections par trématodes
[7]. Une telle dynamique de débordement ou de débordement dans laquelle les hétes introduits augmentent

les agents pathogénes chez les espéces locales ou indigénes est souvent négligée dans l'invasion d'espéces [8].

Les maladies virales émergentes ont été associées a la perte d'un pollinisateur d'importance
mondiale, I'abeille domestique occidentale (Apis mellifera) [9-11]. De nombreuses maladies chez les
abeilles sont causées par des virus a ARN simple brin de sens positif [12], dont certains peuvent se
multiplier et entrainer la mort des colonies [10,11]. Le virus de l'aile déformée (DWV), par exemple, est
un virus a ARN considéré comme le principal suspect dans la mort de millions de colonies d'abeilles
melliferes a I'échelle mondiale. Varroa-la transmission médiée a provoqué des changements
spectaculaires dans le paysage viral des abeilles melliféres et d'autres arthropodes [13-16]. Le DWV et
d'autres virus de I'abeille ne sont pas spécifiques a 'héte et ont été trouvés chez une grande variété
d'arthropodes, notamment les araignées, les blattes et les fourmis [17-20], avec une réplication virale
active chez certaines espéces d’hyménoptéres [13,21]. Les guépes envahissantes, par exemple,

contractent le DWV via
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s'attaquant aux abeilles melliferes [16]. De méme, s'attaquer au couvain, se nourrir
d'abeilles mortes ou voler du miel pourrait exposer les fourmis envahissantes a des
virus hébergés par les abeilles [22,23] et conduire les abeilles a étre exposées a des
agents pathogénes hébergés par les fourmis. Au moins cing virus communs de
I'abeille ont été détectés chez des espéces de fourmis, dont le DWV et le virus des
cellules noires de la reine (BQCV) [18,24-28].

La fourmi argentine (Lineépithéme humile)est une espece
envahissante répartie a I'échelle mondiale qui forme des supercolonies
denses contenant plusieurs millions d'individus [29,30]. Leur invasion
peut modifier considérablement les communautés réceptrices, les
mécanismes de changement biotique étant historiquement attribués a la
compétition, a la prédation et a la formation d'interactions mutualistes
(30-32). Nous visons ici a tester si les fourmis argentines perturbent les
infections pathogénes dans les communautés réceptrices. En utilisant les
abeilles domestiques comme systéme d'étude, nous démontrons que les
fourmis argentines invasives, observées pour la premiére fois en
Nouvelle-Zélande en 1990 [33], peuvent exacerber les infections
pathogénes dans les communautés réceptrices.

2. Matériel et méthodes

(a) Montage expérimental et échantillonnage

Au cours de I'été austral de janvier 2019, 18 ruches d'un rucher argentin exempt de
fourmis ont été déplacées vers six sites de la région du Northland, en Nouvelle-
Zélande, dont la moitié avec des incursions connues de fourmis argentines, en
plagant trois ruches dans chaque site (matériel électronique supplémentaire, figure
S1). La présence des espéces de fourmis a été établie en disposant des appats sucrés
pendant 30 minutes dans une grille de quatre par cing, chaque appat étant espacé de
1 m.Glabre a OchetellusetNylandériasp. les fourmis ont été trouvées en faible nombre
dans des sites sans fourmis argentines, alors qu'aucune autre espéce de fourmi n'a
été observée lorsque des fourmis argentines étaient présentes. Les collectes
mensuelles d'abeilles ouvriéres adultes sur les cadres de couvain ont eu lieu de
janvier a ao(t, sauf en juillet. Les fourmis ont été échantillonnées dans les sentiers de
recherche de nourriture des ruches. Tous les échantillons ont été immédiatement
congelés dans un expéditeur sec d'azote liquide (Taylor-Wharton, USA).Destructeur de
Varroales populations ont été contrélées en mai ou juin a |'aide de Bayvarol® (Bayer
New Zealand Limited, Nouvelle-Zélande) et sont restées inférieures a un acarien pour
100 abeilles tout au long de I'expérience. Les abeilles butineuses de retour ont été
comptées comme indicateur de I'effort de recherche de nourriture (détails dans le

matériel électronique supplémentaire, M1).

(b) Extraction d'ARN, transcription inverse et quantification d'agents

pathogeéenes

Les échantillons de fourmis et d'abeilles ont été lavés
respectivement avec 10 ml et 500 pl de solution saline
tamponnée au phosphate (pH 7, 4, Ambion, Texas, Etats-Unis),
afin de réduire la détection de virus contaminant la surface. Des
échantillons de 25 abeilles (sauf 12 en janvier et 20 en février) ou
50 fourmis ont été homogénéisés dans un broyeur a billes
(Precellys Evolution, Bertin Technologies, France). Un échantillon
de 0,5 g d'homogénat d'abeille a été ajouté a 600 pl de réactif
TRIzol® (Life Technologies, Californie, USA), tandis que les
fourmis ont été directement homogénéisées dans 500 pl de
réactif TRIzol®. Les volumes d'homogénats TRIzol® utilisés dans
les extractions d'ARN étaient de 350 pl pour les abeilles et de
450 pl pour les fourmis. Nous avons utilisé le kit Direct-zol RNA
Miniprep Plus (Zymo Research, Californie, Etats-Unis),
comprenant la digestion par la DNase. L'ARN a été élué dans
100 pl d'eau sans nucléase et mesuré sur un NanoPhotometer®
(NP80, Implen, Allemagne).

La PCR quantitative (QPCR) a été utilisée pour examiner le BQCV,
le DWV et le Kashmir bee virus (KBV), qui sont les virus courants.

largement observé chez les abeilles en Nouvelle-Zélande [34],Nosema
ceranae etLotmaria passiminfections chez les abeilles avecProtéine 1 liée
a l'actine d'Apis mellifera (accession GenBank : NM_001185145) a été
utilisée pour la normalisation du titre d'agent pathogéne (amorces dans
le matériel supplémentaire électronique, tableau S1). Des réactions en
double ont été exécutées a l'aide de PowerUp™SYBR™Green Master Mix
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, USA) dans un volume de 20
pl contenant environ 40 ng d'ADN complémentaire sur un StepOne™
Cycleur PCR en temps réel (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific,
USA). Le cyclage a suivi le mode de cyclage rapide, y compris une étape
de courbe de fusion pour confirmer I'amplification d'un seul produit
(matériau supplémentaire électronique, M2). Quantification des cycles (Cq
) les valeurs supérieures a 35 ont été exclues pour éviter une fausse
détection due a une amplification en fin de cycle. Chez les fourmis,
TagMan™ Des cartes Array avec le Master Mix TagMan Fast Advanced sur
un systéme PCR en temps réel QuantStudio 7 (tous Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, USA) ont été utilisées pour examiner le BQCV, le
KBV et le DWV chez les fourmis, et normalisées par rapport aSous-unité
Dynactine 4 (Accession GenBank : LOC105671957). La charge pathogéne
a été calculée a 2-acq[35]. Des échantillons ont été collectés six mois aprés
le déplacement des ruches (juin) et ont été utilisés dans Illumina 100 pb
RNA-seq pour comparer les viromes de ruche avec et sans fourmis
argentines (matériel électronique supplémentaire, S3).

(c) Analyses statistiques

La survie de la ruche a été examinée a l'aide d'un test de log-rank et des
courbes de survie de Kaplan - Meier a I'aide du packagemineur de survie dans
Rv3.6.3 [36,37]. Les infections et I'activité de recherche de nourriture des
abeilles ont été analysées a l'aide d'une analyse de variance multivariée
permutationnelle (PERMANOVA) dans levégétalienpackage avec les distances
de Manhattan [38]. La charge pathogéne ou le nombre de butineuses de retour
ont été utilisées comme variable de réponse. TraitementT (fourmis contre pas
de fourmis), le tempsM (mois), interaction traitement-temps T x M, et le siteSLes
effets fixes étaient imbriqués dans le traitement. Les analyses ont été
effectuées avec 999 permutations et limitées a des points temporels pour tenir
compte des mesures répétées des mémes ruches [37].

3. Résultats

(a) Survie de la ruche et activité de recherche de nourriture

Dans deux sites sur trois abritant des fourmis argentines, les fourmis se
nourrissaient sur les ruches moins de 6 heures aprés la mise en place des
ruches. Dans le troisiéme site, nous avons trouvé des fourmis sur les ruches a
partir du mois de mars. Nous avons observé des fourmis piller les magasins de
nourriture, attaquer le couvain d'abeilles et fouiller les abeilles adultes mortes.
Les abeilles semblaient en détresse (figure 1). Les trois sites témoins sont
restés exempts de fourmis argentines tout au long de I'expérience. La
mortalité des ruches n'était pas statistiquement affectée par la présence de
fourmis (test du log-rank :p =0,878 ; matériel électronique supplémentaire,
figure S2); cependant, seules six ruches sur 18 ont survécu jusqu'a la fin de
I'niver en aolt. Deux ruches étaient vides en février ; nous avons observé de
nombreuses fourmis a l'intérieur des deux ruches en janvier, ce qui indique
que les abeilles se sont enfuies (comme observé dans [39]).Varroa les niveaux
ne différaient pas entre les traitements (PERMANOVA : F=0,001,R.2= 0,00002,p =
0,926), mais l'effort de recherche de nourriture des abeilles était 1,6 fois plus
élevé dans les ruches abritant des fourmis argentines (F=6.206, R.2= 0,050,p =

0,016 ; détails dans le matériel électronique supplémentaire, M1 et figure S3).

(b) Infections pathogénes

Les titres de DWV chez les abeilles différaient significativement entre les traitements

(PERMANOVA :Fr=4.653,R.2 1%40:046,p1=0,026) et
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Figure 1. (un)Fourmis argentines en quéte de nourriture dans une ruche. (b)Les abeilles survolent les fourmis qui entrent dans une ruche. (c)Les fourmis entourent une jeune abeille adulte alors

qu'elle sort de sa cellule. (d)Une abeille atteinte du DWV. Crédits photo : Phil Lester.

a montré une forte variation saisonniére (figure 2un).Dans les sites envahis par
les fourmis argentines, le DWV chez les abeilles a atteint des niveaux
extrémement élevés entre I'automne et le début de I'hiver par rapport aux sites
sans ces fourmis (figure 2).un).Les titres viraux différaient également
entre les sites et les mois d'échantillonnage (Fs=43.324,
Rs440:131,ps=0,007,Fm= 2,324,R.2 m%0:114,pm= 0,006)
sans interaction significative entre le traitement et le temps (Frxm=
1.837,R.2u1%40:090,pT «M=0,074). Les niveaux de BQCV étaient élevés.
est en été et diminue vers I'automne et I'hiver (figure 2b).Dans I'ensemble,
les titres de BQCV étaient plus élevés chez les abeilles lorsque
Des fourmis argentines étaient présentes (Fr=3.420,R.27%0:044,pr=
0,004). Les titres viraux étaient également affectés par le temps (Fm= 0,578,
Rm%0:037,pm=0,046), mais pas par le temps de traitement
site d'interaction ou d'échantillonnage (Frxm=0,708,R.2  T-Mn%0:045,
prxm=0,652 ;Fs=1.382,R.2  s%0:071,ps=0,184). KBV était
moins répandu et détecté d'avril a juin dans les ruches de deux sites
abritant des fourmis argentines (figure 2¢).BQCV, DWV et KBV ont
été trouvés dans toutes les colonies de fourmis en janvier et ont
montré une grande variation de leurs titres tout au long de
I'expérience (matériel électronique supplémentaire, figure S4).

Chez les abeilles, la microsporidieN. ceranaeet trypanosomatidé
L. passim,a montré une prévalence élevée en janvier et les niveaux
d'infection n'ont pas été affectés par les fourmis argentines
(Figure 2d,e, N. ceranae : Fr=0,732,R.2 1%0:009,p1=0,451 ;
L. passim : Fr=1.697,R.27%0:018,p1=0,217).Nosema ceranae
les niveaux d'infection n'étaient pas non plus affectés par le site d'échantillonnage,
temps, ni l'interaction traitement-temps (Fv= 0,558,
Rm%0:036,pm=0,567 ;Fs=0,890,R.2 s%0:046,ps=0,489 ;
Frxm=1,492,R.2 m1%0:096,pT x M=0,094). Niveaux d'infections
del. passimdifférait selon les sites d'échantillonnage et le moment
points (Fm=0,821,R.2  Temps%0:043,pm=0,005 ;Fs=4.136,
R¢40:172,ps=0,006) sans interaction significative
(Fr=m=2,120,R.2 M1%0:111,pT1xMm=0,066).

En utilisant le séquencage d’ARN chez des abeilles collectées six
mois apres le début de I'expérience, nous avons détecté 10 virus
associés aux abeilles et aucun virus associé aux fourmis. Non

des changements significatifs dans le virome ont été constatés (matériel
électronique supplémentaire, tableau S3 et figures S5 et S6).

4. Discussion

Les espéces envahissantes, dont les fourmis argentines, sont bien connues
pour leur influence négative sur la biodiversité a travers la compétition, la
prédation et la formation d'interactions mutualistes [30,31]. Comme plusieurs
études ont établi un lien entre les fourmis et les agents pathogénes des
pollinisateurs [20,22,25,27] et que les apiculteurs signalent des pertes de
ruches dues aux fourmis [40], notre objectif était de déterminer si cette fourmi
invasive pouvait également affecter la dynamique des agents pathogénes des
pollinisateurs. Nous montrons que les titres de virus, y compris ceux du DWV,
un virus lié a la mort de millions de ruches dans le monde [13,14], ont
augmenté chez les abeilles melliféres en présence de fourmis argentines
invasives.

Des augmentations des titres de BQCV et de DWV chez les abeilles
pourraient indiquer une récidive virale provenant des fourmis argentines.
Les fourmis sont connues pour véhiculer des agents pathogénes, tels que
des agents pathogénes humains dans les hopitaux [41] et les cuisines
[42]. Les fourmis argentines pourraient acquérir des virus en pénétrant
dans des ruches infectées [27] et les disperser dans les ruches et les
ruchers. Il convient de déterminer si ces fourmis sont des vecteurs
biologiques dans lesquels les virus sont amplifiés ou des vecteurs
mécaniques facilitant la transmission sans réplication virale active [22].
Des preuves de la réplication du DWV et du KBV ont été trouvées dans
une série deApishotes [43], dont les fourmis argentines [20,44]. Les
déformations symptomatiques des ailes du DWV ont également été
observées chez des bourdons infectés [45] et des frelons [46], ce qui
indique en outre sa large gamme d'hétes.

Les virus des abeilles étaient présents chez les fourmis avant que les
ruches ne soient rapprochées de leurs nids, ce qui suggére que les infections
persistent chez les fourmis sans la présence des abeilles. La prévalence et les
titres de certains virus associés aux abeilles chez les fourmis ont cependant

diminué en dehors des ruchers [27,44]. KBV pourrait
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Figure 2.Titres d'agents pathogenes et prévalence chez les abeilles melliféres avec et sans fourmis argentines. Chaque agent pathogéne posséde un panneau supérieur et inférieur. En haut : charges virales ou

pathogeénes dans les ruches avec (cercles, couleur claire) et sans fourmis (triangles, couleur foncée). Les grands symboles indiquent la moyenne  se. Les petits symboles sont des points de données individuels. Notez

I'échelle différente pour DWV (un),BQCV (b),KBV (c), Nosema ceranae (d),etLotmaria passim (e).En bas : prévalence des agents pathogénes ; les barres indiquent le nombre de ruches infectées avec (a gauche, couleur

claire) et sans fourmis (a droite, couleur foncée). Les barres transparentes en arriére-plan indiquent combien de ruches étaient vivantes a ce moment-la.

étre un insecte pathogene plus généraliste qui a été trouvé a plusieurs
reprises dans le cadre du virome de la fourmi argentine [47,48]. Les
ruches de notre expérience n'ont été infectées par le KBV qu'a I'automne,
méme si dans les ruchers infestés de fourmis, elles ont probablement été
exposées a des fourmis infectées par le KBV. Peut-étre que I'exposition
accumulée a entrainé des infections chez les abeilles. Contrairement aux
agents pathogénes viraux, les infections plus spécialisées des abeilles-
microsporidies et trypanosomatides ont suivi une dynamique saisonniére
typique [49,50] et n'ont pas changé avec la présence de fourmis.
L'interaction entre les abeilles et les fourmis peut avoir plusieurs effets néfastes
sur les abeilles. Un effort de recherche de nourriture accru, comme l'indique le retour
d'un plus grand nombre de butineurs dans les ruches avec des fourmis, peut étre d
a une demande plus élevée de nourriture pour compenser les ressources perdues au
profit des fourmis. Une recherche de nourriture accrue augmente également les
risques d'exposition des abeilles a des agents pathogénes extérieurs a la ruche. Il a
été démontré que I'accumulation de facteurs de stress et leurs interactions, en
particulier entre agents pathogénes, accélérent la mortalité des abeilles [9]. Les titres
élevés de DWV que nous avons trouvés ici pourraient suggérer que les fourmis
constituent un facteur de stress supplémentaire ; les ruches attaquées par des

fourmis semblaient visiblement en détresse avec des abeilles qui tentaient de

défendre leur colonie. Par conséquent, I'interaction entre le virus et le stress
des fourmis peut affecter 'immunité des abeilles.

Bien que les infections virales chez les abeilles melliféres aient été
largement étudiées, des lacunes subsistent dans notre compréhension de la
maniére dont les interactions avec d'autres especes affectent les maladies des
abeilles. Les fourmis argentines élargissent leur aire de répartition [51], de
sorte que leur impact sur la dynamique des agents pathogenes des abeilles
pourrait augmenter, affectant peut-étre méme les communautés de
pollinisateurs plus larges via des retombées virales [52]. Nos travaux suggérent
que le contrdle des invasions de fourmis pourrait améliorer la santé des
abeilles et, partant, la pollinisation des cultures. Les liens entre le DWV et la
présence de fourmis argentines doivent étre étudiés plus en détail afin de
tester le sens de transmission et le potentiel de réplication du DWV chez les
fourmis en laboratoire, ou la détection du DWV réplicatif a partir de tissus
d'abeilles ingérés peut étre exclue.

Nos résultats indiquent qu'une espéce envahissante, qui peut atteindre des
densités extrémement élevées & des échelles massives dans son aire de répartition
introduite [30], peut modifier la dynamique des agents pathogénes chez les abeilles
melliféres. D'autres chercheurs ont également découvert que les espéces introduites

modifiaient la dynamique des pathogénes des communautés, en particulier la ou
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les espéces introduites atteignent une grande abondance [52]. Nous
soupgonnons que de nombreux autres prédateurs ou concurrents introduits

ont des effets « cachés » similaires dans leurs communautés introduites.

Accessibilité des données.Les données et les scripts qui soutiennent les
résultats de cette étude sont librement disponibles sur le Dryad Digital
Repository : https://doi.org/10.5061/dryad.v15dv420f [37].

Les données sont fournies dans le matériel électronique supplémentaire [53].
Contributions des auteursJD : conceptualisation, conservation des données,
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