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AVANT PROPOS

La vie en société constitue sans conteste une étafire de I'évolution chez les animaux.
La transition vers la socialité implique de nomlsesi modifications par rapport a la vie
solitaire, notamment en regard des modalités denaomcation. L'aboutissement le plus
remarquable de la vie en société s’observe chezslgsces eusociales, au sein desquelles les
individus sont spécialisés en deux phénotypes ipanx : une caste d’individus assurant la
reproduction et une caste stérile assistant lesodepteurs et élevant leurs descendants.
L’apparition de la division du travail reproductibnstitue une des huit transitions évolutives
majeures identifiees par Maynard Smith & Szathn{a®®7). Une des caractéristiques de ces
transitions évolutives concerne la fusion de plusiaeinités de reproduction en une entité qui
devient la nouvelle unité de reproduction. Ceti@dition entraine généralement la perte de la
capacité de se reproduire des unités originellentajusionné. Tel est le cas chez de
nombreux Hyménopteres eusociaux ou l'eusocialités{@-dire la division du travail
reproductif) apparait comme un état obligatoirer Baemple, la totalité des espéces
composant le groupe des Formicidés est contraing \dAe eusociale, c'est-a-dire a une
dépendance mutuelle stricte entre la caste sefrile caste reproductrice. Ainsi, la nouvelle
unité de reproduction, c'est-a-dire I'entité sugulelle s’exercent les pressions de sélection,
est définie par l'intégralité de la colonie, regrant individus stériles et reproducteurs.
Cependant, la transition vers un mode d’organisatéo I'échelle coloniale, malgré
'interdépendance entre les individus appartenant deux castes, ne préserve pas les
colonies de comportements égoistes allant a I'dneate sa productivité. Maynard Smith et
Szathmary soulignent que les mécanismes présiddiapparition d’'un nouveau niveau
d’organisation ne sont pas nécessairement ceuxastsson maintien ultérieur. Il est donc
indispensable de considérer chaque transition comenrésultat de contraintes évolutives
ponctuelles généralement indépendantes des méamisbservables a plus long terme et
impliqués dans le maintien du niveau d’organisationsidéré.

Chez les Hyménoptéres, I'haplodiploidiest une caractéristique fondamentale qui a
certainement modelé I'évolution de ce groupe. Laséguence principale de ce systéme de
déterminisme du sexe est qu'une femelle partagm@yenne davantage de genes avec sa

*’haplodiploidie définit un systéme de reproducticaractérisé par une reproduction sexuée mendat a
formation de femelles diploides et une reproductisexuée (parthénogenése arrhénotoque) qui méae a |
production de males.
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sceur qu'avec ses propres descendants. En 1964 ltbtarpropose la théorie de kan
selection(ou théorie de la valeur adaptative inclusivefiaclie ouinclusive fithessdont une
implication majeure est qu'un individu peut augneensa valeur adaptativditfes9 en
sacrifiant sa reproduction s'il contribue a augreetd fithessd’un individu suffisamment
apparenté. Hamilton propose ainsi quekia selectionpourrait permettre d’expliquer le
maintien de l'altruisme reproductif de la caste rére chez les Hyménopteres sociaux du
fait de I'naplodiploidie. En sacrifiant sa propreproduction au profit de sa mere, une
ouvriére peut augmenter sa valeur adaptative efriboant a I'élevage de ses scéuisa
théorie de linclusive fitnessfait quasiment consensus comme le mécanisme painci
assurant le maintien de la division du travail ogluctif chez les Hyménoptéres eusociaux
(Abbot et coll. 2011; mais voir Korb & Heinze 2004)

Si la causalité ultime des transitions socialexz ¢bg insectes sociaux a suscité de nombreux
travaux, les mécanismes proximaux impliqués ont rétativement moins étudiés. En
particulier, une conséquence majeure des transigore niveaux d'organisation différents
impliqgue une modification des modalités de commaindn entre les individus. Ainsi, la vie
sociale nécessite la production de signaux spéeficet/ou une modulation de la réponse
comportementale en réponse aux signaux émis pacdaspécifiques. Les Formicidés
apparaissent comme un modele pertinent pour étddimeportance des processus de
communication dans le maintien de I'organisatiofociale. En effet, toutes les especes de
fourmis sont obligatoirement eusociales et montremé grande variabilité au niveau du
nombre de reproducteurs fonctionnels a I'échelkeaspeces, des populations et des colonies.
Cette variabilité a été particulierement bien éwadi’'un point de vue évolutif (Bernasconi &
Strassmann, 1999; Heinze & Keller, 2000; Keller93Pet les processus de communication
chez les fourmis ont fait 'objet de nombreusesdésu en neurophysiologie, écologie
chimique, éthologie et cognition (Blomquist & Bages 2010; Gronenberg, 2008; Le Conte
& Hefetz 2008; Martin & Drijfhout 2009). En altérala structure génétique de la colonie, la
présence de plusieurs reproducteurs au sein daioaie implique de profonds changements
dans l'organisation sociale et peut étre sourcecdeflits entre les castes stérile et
reproductrice (Boomsma et coll. 2014; Keller 1995).

Dans ce contexte, I'objectif principal de cettestha été d'étudier les facteurs impliqués dans

le maintien de I'organisation sociale et les preassie communication au sein du groupe des

Tl important de remarquer que cette relation m@slique qu’a la production de femelles et pasgrdauction
de méles.Dans ce dernier cas, I'haplodiploidie ernpt pas d’expliquer I'occurrence de la divisiantcavall
reproductif et I'on peut prédire au contraire I'apion de conflits entre les castes reproductratestériles.
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Formicidés. Pour aborder cette problématique, melserches ont été réalisées au laboratoire
et sur le terrain et ont combiné difféerentes apipescincluant essentiellement I'éthologie et
I'écologie chimique mais également la neurobiologieant de développer les résultats de ce
travail, l'introduction générale présente I'orgatim sociale, la communication chimique et
le substrat neuro-biologique de la communicatidiacbive chez les fourmis. L'abondante
littérature et la diversité des sujets abordés dette introduction m'ont conduit a faire une
présentation non-exhaustive, mais que j'espéréeftéreprésentative, de chaque theme. Par
souci de concision, j'ai également fait le choixnake focaliser exclusivement sur les fourmis

au détriment d'autres espéces d'insectes eusociaux.
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INTRODUCTION

|. LES DETERMINANTS DE L’ORGANISATION SOCIALE

|.A. Présentation des différents types d’organisation siale

[.LA.1. Cycle de vie d’'une colonie et reproduction

Une colonie de fourmis comprend généralement uflusiqurs individus reproducteurs, les
reines, assistées par une caste d’individus stélids ouvrieres. La ou les reines assument
l'intégralité de la fonction de reproduction et msvrieres sont en charge de I'ensemble des
taches non reproductives. Parmi ces activitésrauvé principalement les soins apportés au
couvain, I'approvisionnement de I'ensemble de lbbm@ en nourriture, la construction, la
maintenance et la défense du nid. Durant les premstades, la reine produit essentiellement
des ouvrieres qui vont permettre a la colonie dééselopper. A partir d'un certain niveau de
développement, lorsque le nid bénéficie d’un appattitionnel régulier et suffisant, la reine
va produire des individus sexués généralement, ailédes et/ou femelles. La colonie a ce
stade peut étre considérée comme mature.

Les jeunes reines non inséminées produites p&ina sont appelées gynes. Ces gynes vont
permettre la reproduction de la colonie. Les gyaedes males quittent le nid natal et
dispersent pour trouver un partenaire sexuel oo ¢hés certains cas s’accouplent au sein du
nid natal. Une fois reproduits, les males meurere® jeunes reines inséminées, appelées
reines fondatrices (ci-dessous fondatrices), vaetaher un milieu adéquat pour fonder une
nouvelle colonie.

Les fondatrices fraichement inséminées possedeasiepirs options pour fonder un nouveau
nid (Figure 1). Elles peuvent fonder une coloniesskaide des ouvrieres de leur nid natal
(fondation indépendantg ou bien elles peuvent amener avec elles uneepdetila force
ouvriere de leur nid d'origine pour les aider aden une nouvelle colonigfondation
dépendante; on parle de bouturage daudding. La période durant laquelle une ou des
reines élévent leur premier couvain est appelésepha fondation. Cette phase prend fin
lorsque les ouvrieres nouvellement produites sortdn nid pour aller fourrager.
Généralement, les ouvriéres ne sortent du nid@ggu’elles ont atteint un certain effectif. A
partir de ce stade, on parle alors de jeunes @doni

La phase de fondation, qu'elle soit indépendantad@pendante, peut se faire de maniere

solitaire (une seule reine) ou collective (plusseuweines fondent une nouvelle colonie
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commune). Lorsque la fondation est indépendantelasreine fonde seule on parle
d’haplométrose si plusieurs reines s’associent on parl@léemeétrose

Lorsqu’une reine fonde une colonie en haplométetspi’elle reste la seule reproductrice de
la colonie jusqu’a sa mort, on parlemenogynie primaire.

Les reines au sein de fondations pléométrotiques ¢oopératives) peuvent s’engager dans
des combats létaux a partir du moment ou les premsieuvrieres émergent de leur cocon.
Une seule reine en ressort alors vivante et moms®td fonction de reproduction du nid. La
jeune colonie comprend donc une reine, dans cercparle denonogynie secondaire
Lorsque les reines au sein de fondations pleonm@iet maintiennent leur association apres
la phase de fondation jusqu’a leur mort, alorsdbbmie a I'état mature contient plusieurs
reines et on parle gmlygynie primaire.

Enfin, il arrive qu’une fondatrice, plutét que denfler une nouvelle colonie, tente d’intégrer
un nid mature pour s’y établir. Lorsqu’'une une odomature monogyne (c'est-a-dire ne
possédant qu’une reine), adopte une reine fondatetle devient alors une colonie a

plusieurs reines, on parle alorspi@ygynie secondaire

FONDATION
Fondation Indépendante Fondation Dépendante
(Reines seules) (Reines accompagnées par des ouvriéres)
Une reine Plusieurs reines Une reine Plusieurs reines

(Haplométrose) (Pléométrose) \

Pas de reine POLYGYNIE PRIMAIRE

supplémentaire

Toutes les reines sont
exécutées excepté une

Pas de reine

M&Tﬁﬁ.‘;’:“ MONOGYNIE SECONDAIRE Suﬂﬂmz;ﬁ";e
PRIMAIRE Reine(s) supplémentaire(s)
/ Plusieurs reines intégre(nt) le nid
Reine(s) supplémentaire(s) survivent (généralement par adoption)
intagre(nt) le nid POLYGYNIE PRIMAIRE POLYGYNIE SECONDAIRE

(généralement par adoption)
POLYGYNIE SECONDAIRE

Figure 1. Lien entre I'organisation sociale d’'une coloniesen mode de fondation. Les encadrés
bleus désignent les différents cas de monogynididague les encadrés oranges illustrent les cas de

polygynie. (D’apres Holldobler & Wilson 1977).
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Il est important de mentionner qu’il existe un @esus complémentaire par lequel une
colonie monogyne peut atteindre un statut polygyladusion de nids matures Cependant

ce phénomeéne a été bien moins étudié que la pab/gatondaire et les mécanismes sous-
jacents ne sont pas trés bien compris (mais vaibéts & Tucker 1986).

[.LA.2. La monogynie

La monogynie obligatoire est définie par le faitune colonie mature ne contient qu’une
unique reine et qu’elle ne tolere pas la présehge skecond individu reproducteur.

Ce systéme semble étre un caractére ancestraldshemmbreux Hymeénopteres sociaux
(Hughes et al. 2008). C’est aussi certainement delend’organisation sociale majoritaire
chez les Formicidés (Boomsma et coll. 2014). Layggiie serait apparue plus tard
indépendamment a plusieurs reprises au sein deoapey(Boomsma et coll. 2014).

Holldobler & Wilson (1977) avancent que la monogyest le systéme le plus a méme de
renforcer l'altruisme reproductif des ouvrierestt€dypothése se base sur I'observation que
ce sont les ouvrieres qui constituent le factauitéint de la croissance de la colonie, pour les
espéeces posseédant des tailles de nids modestedé&éms. Selon cette hypotheése, une reine
seule est capable de pondre suffisamment d’'ceufs gaturer les capacités de soin des
ouvrieres et donc, la présence d'une reine suppitaite représenterait alors une perte
d’énergie pour la colonie (EImes 1973; Wilson 19T4intérét de la reine est de produire des
filles et des fils avec qui elle partage davantdgegénes. En conclusion, une reine et ses
filles auraient tout intérét a évincer une reingppémentaire, méme apparentée. Cette
prédiction s’applique également aux fondations : Sattend a ce que les fondations
pléométrotiques ie. coopératives) soient instables et aboutissent amopole de la
reproduction du nid par une seule reine et done d&admonogynie vraie ou bien a de la
monogynie fonctionnelle.

La monogynie est généralement liée a différenttstdnt 'ensemble constitue le syndrome
de monogynie. Ces colonies sont généralement fendéemaniere indépendante. Les nids
matures émettent massivement des sexués ailéseqrepsoduisent loin du nid au sein
d’essaimages (rencontre de sexués issus de di#érenlonies). Les femelles sexuées sont
fortement adaptées au mode de fondation solitdiré la dispersion : elles sont larges et
lourdes car elles possédent d’'importantes résateeglycogene et de lipides. De plus, les
fondatrices tendent a rester cloitrées lors dédnése de fondation (fondation dite claustrale),

elles ne fourragent pas et élevent leur premievaouen utilisant leurs réserves corporelles.
3
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Ces reines sont trés fertiles (taux de ponte t@sg et possedent une espérance de vie de

plusieurs années a plusieurs dizaines d’annéesBworke & Franks 1995).
I.A.3. Les différentes associations de reines

Les associations de reines sont observables dams chdres distincts : la pléométrose
conduisant généralement a la monogynie dans lesiesl matures (voir ci-dessous) ou la
polygynie décrivant la coexistence de reines daascblonies adultes. La polygynie définit

différents types d’organisations en fonction déati@ns entre reines.

I.LA.3.1La pléométrose

La pléométrose offre un bel exemple pour comprerdrement les associations de reines
ont pu évoluer a partir d’'un état ancestral moneg¥n effet, les fondations pléométrotiques
apportent des bénéfices non négligeables pour ndividus dispersant. La fondation
indépendante d’'un nid représente un défi considenadur les jeunes reines dispersantes et
cela se refléte dans le fort taux d’échecs liétte geeriode du cycle de vie de la colonie.

La fondation indépendante (Figure 1) est génératémiaustrale. Si chez quelques espéces
les reines fourragent périodiguement pour appotes nutriments nécessaires au
développement du couvain (fondation non claustr@ely dans Bartz & Holldobler 1982),
dans la majorité des cas, les fondatrices possé&tEntéserves lipidiques suffisantes pour

assurer la nutrition du couvain.

Généralement, une partie des ressources est appmtéla lyse des muscles alaires, qui
dégeénerent a I'issue du vol nuptial et le complénuences réserves a été stocké avant la
phase de dispersion au niveau des corps gras daxtbbde 'abdomen (Wheeler & Buck,
1995). Les reines en fondation claustrale doivainefface a un compromis entre leur propre
survie et leur productivité (production d’ouvriéreBe la productivité de la reine durant la
période de fondation va dépendre les chances de i@ la future jeune colonie.

Dans ce contexte, I'avantage principal de la foiledatssociative est d’obtenir une force
ouvriére conséquente en un délai plus court et powodt moindre en comparaison avec des
nids fondés de maniere solitaire (Adams & Tschink®95; Bartz & Hoélldobler 1982;
Mintzer 1987; Sasaki et coll. 2005; Trunzer et .ca®98; Tschinkel & Howard 1983).
L’obtention d’un plus grand nombre d’ouvrieres enlaps de temps court permet notamment

d’améliorer les capacités de fourragement des @sdofHelms Cahan 2001) et permet une
4
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meilleure résistance a la compétition avec leseauiwndations (Adams & Tschinkel 1995;
Bartz & Holldobler 1982; Jerome et coll. 1998; Rigs& Pollock 1991) ou avec les nids
matures voisins (Jerome et coll. 1998). D’autrd,pdarpléométrose améliore les chances de
survie des reines et réduit les colts associés@ing du couvain ou a la construction du nid
chez certaines espéeces (Helms Cahan 2001).

ChezLasius nigey les jeunes colonies se livrent a des raids dueaquels les ouvriéres vont
voler le couvain de colonies environnantes. Ce pim&me exerce une pression sur les
fondations, souvent agglomérées, dont la surviel@sta la quantité d’ouvrieres au sein du
nid. Ces dernieres peuvent, d'une part, défendreolevain et, potentiellement, aller en
dérober dans les fondations concurrentes. Les famda pléométrotiques, par leur
productivité importante, constituent un avantagasdee contexte (Sommer & Holldobler
1995). Par ailleurs, les reines au sein de ces atms sont moins productives
individuellement que les reines de fondations ainés (Sommer & Holldobler 1995), ce qui
peut leur permettre de conserver plus d’énergidoaiea au soin du couvain (en particulier a
son nourrissage).

Chez Solenopsis invictala pléométrose accélére drastiquement la prasluctes premiers
sexués et donc la reproduction de la colonie (EdwaivVargo, 1988). La encore, la quantité
d’ouvriéres est le facteur limitant la croissanes dids.

Chez la majorité des especes, la coopération paeifentre les reines est limitée a la phase
de fondation et prend fin a l'issue de cette périodors de I'émergence des premiéres
ouvriéres, les reines s’engagent dans des combB#sx| dont seule une dentre elles
monopolise la fonction reproductive du nid (BalasA&lams 1996; Hoélldobler & Carlin
1985; Rissing & Pollock 1987). Ces colonies ne gnésnt donc pas de polygynie stable sauf
dans quelques rares cas (rares si on rapporteéeurrence a celle de la pléométrose chez
les fourmis) de polygynie primaire dont les causesont pas trés bien comprigeleinze et
coll. 2001; Holldobler & Carlin 1985; Kolmer et ¢oR002; Mintzer 1987; Trunzer et coll.
1998).

La fondation pléométrotique représente donc unudsgour les reines fondatrices puisque
seul un individu restera en vie a I'issue de cpliase. Du fait qu’aucun individu sexué n’est
produit durant la période de fondation et que lesdéatrices ne sont généralement pas
apparentées, les reines qui mourront suite aux atsrduront une valeur adaptative nulle.

Malgré cela, I'occurrence de la pléométrose n'est pn phénomene marginal puisqu’elle
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représente plus de 50% des fondations chez de eos#®s espécefBernasconi &
Strassmann 1999).

Les avantages liés a la pléométrose semblent samplescolt associé a la défaite et a la mort
lors du processus de réduction du nombre de re@ela. peut s’expliquer par les tres faibles
chances de succes de la stratégie alternativeasiste a fonder une colonie de maniere
solitaire (haplométrose). Si la possibilité de s&marer la reproduction d’'un nid (méme en
présence d'un grand nombre de co-fondatrices) lest forte que celle de survivre a une
fondation solitaire, alors la fondation collectipeut étre positivement sélectionnée. Les
conditions environnementales vont donc jouer ure rptépondérant en fixant le codt
représenté par la fondation solitaire. Plus leglitaoms du milieu sont rudes (forte prédation,
risque de dessiccation élevé, limitation des sitesnidification), plus la pléométrose est
bénéfique en comparaison de I’haplométrose.

Pfennig (1995) montre cheklessor pergandeique les fondations pléométrotiques ne
survivent pas mieux que les fondations solitaitequaél ne semble pas y avoir d’avantage
flagrant a la coopération des fondatrices (en matié productivité des nids). Pour expliquer
ce résultat, l'auteur fait I'hypothése que la fopreportion de pléométrose observée dans la
nature chez cette espéce (jusqu’a 94% des fondatiamms certaines populations pour (Cahan
et coll. 1998) ; 49% des fondations pour Pfenni@gPH]) est certainement due au fait que les
reines limitent le temps passé a I'extérieur (quaraente la probabilité d’étre prédaté ou de
mourir déshydraté) en entrant spontanément dartsouncreusé par une autre reine. Etant
donné la faible chance de survie des reines, umdatdce a de grandes chances d’hériter du
nid sans méme avoir a combattre une compétitrieelsl6% des reines survivent jusqu’a
I'éclosion des ouvrieres chét. pergandef{Pfennig 1995]).

La coopération de reines au sein d’une fondatipnéseente donc un phénoméne particulier
car elle aboutit généralement a un retour a la mpme aux premiers stades de la colonie.
Dans ce contexte, I'apparentement entre les reifes$ pas un facteur important permettant
la coopération. En revanche, les reines peuvefitgrde la présence d’une co-fondatrice car
celle-ci augmente ses chances de survie méme saute des deux reines restera en vie et

obtiendra une valeur adaptative non nulle.



INTRODUCTION

I.A.3.2La polygynie

La polygynie fait référence a I'association de esiau sein de colonie matures par opposition
a la pléométrose. L'occurrence de ces associatitngeines est principalement due a
'adoption de reines (polygynie secondaire). L'asgbion peut étre extrémement stable et
pérenne mais elle peut aussi, dans certains gass@imise a différents conflits entre les

reines ou entre reines et ouvriéres. On distingue ¢ types » de polygynie en fonction des
interactions qui existent entre les reines au deine méme colonie. La polygynie « vraie »

consiste en I'association pacifique de reines guitribuent également a la reproduction du
nid. Il n’existe alors pas de compétition entre femes. On trouve ce type d’organisation

chez plusieurs espéces dites hautement eusoc@ledgsquelles la polygynie est fortement

associée a de nombreux traits de vie (Bourke &K5d995):

- la polygynie est obligatoire ;

- l'unicolonialité (population comprenant différentesonies tolérantes les unes envers
les autres, les frontieres entre différentes celosbnt floues) ;

- un nombre élevé de reines fonctionnelles (plusializsines) et des colonies de
grande taille (plusieurs milliers voire plusieuigaines de milliers d’ouvriéres);

- un mode de fondation dépendant (par bouturage reine va fonder son nid avec
'aide d'ouvrieres de sa colonie natale ce qui pogue un schéma de dispersion
particulier : les nids adjacents sont fortementa@ptés) ;

- un taux de parenté entre ouvrieres tres faibleiésares de reines nombreuses et non
apparentees).

L’évolution de [l'unicolonialité pose véritablemenin probléeme car il est difficile de
I'expliquer du point de vue de kan selection En effet, chez les espéces exprimant ce trait, le
grand nombre de reines implique que les ouvrieaesfent leur reproduction au bénéfice
d’individus non apparentés. Une caractéristiqueoirtgmte des especes unicoloniales est que
chez la plupart, les ouvrieres sont totalementletéet ne peuvent pas produire de méales. Les
arguments invoqués pour expliguer le maintien tBlisystéeme sont peu satisfaisants. (Keller
1995) propose que les ouvrieres au sein de teBpgces pourraient avoir été piégées
progressivement dans leur réle non-reproducteunrio& Franks (1995) supposent que les
especes unicoloniales se sont développées darendiesnnements instables ou leurs traits
de vie leur conférent des avantages par rapporteapeces monocoloniales. De maniére
générale, les espéces unicoloniales sont fortemmmipétitives et ont tendance a devenir

dominantes écologiquement en un cours laps de tehipsicolonialité serait donc une
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organisation permettant d’accaparer des territairassivement mais pourrait ne pas étre une
stratégie stable a long terme.

A l'extrémité du spectre, on observe les espéecefodanis invasives qui portent a leur
paroxysme certaines des caractéristiques citéasshalut (par exemple I'unicolonialité et le
faible apparentement). Ces especes appartienngifféeentes sous-familles de Formicidés
(Myrmicines, Formicines et Dolichodérines) ce qgemd a montrer que I'évolution de ces
traits s’est faite indépendamment au sein desrdifté groupes. Certains auteurs considerent
gue les espéces invasives constituent un cul-désaatif du fait que les traits d’histoire de
vie de ces colonies (en particulier le faible appggment entre ouvrieres) vont a I'encontre
du maintien de la coopération des ouvrieres (Hetantet coll. 2009). Un argument
intéressant soulevé par I'étude de ces espécesstprs considérer que I'extréme degré
d’unicolonialité des fourmis invasives est une @mgence d’'une perte de la compétition
intraspécifique, dont les effets seraient trop eoktpour des colonies populeuses et tres
compétitives dont le mode de dispersion entraine faonte densité de nid pour un méme
environnement (Jackson 2007). Cette hypothesellesise révele vraie, montrerait a quel
point le systéme social d’'une espece est déteraniadois par sa propre histoire de vie et par

les contraintes environnementales.

En revanche, il est plus facile de mettre en éwidenertains des facteurs contrélant
'adoption de reines par des nids matures dansdeecde la multicolonialité. En effet, la
multicolonialité caractérise les espéces chez kkrpiles colonies conservent une fermeture
coloniale : les ouvriéres des différents nids satatiérantes aux ouvrieres de nids étrangers et
ce méme au sein d'une méme population. Les espéwdscoloniales présentent un
ensemble de traits qui contrastent avec ceux dasces unicoloniales (Bourke & Franks
1995):

- la polygynie est facultative ;

- la multicolonialité : les frontieres entre diffétea colonies sont bien délimitées ;

- un nombre intermédiaire de reines fonctionnellesximum une dizaine) et des

colonies de taille modérée (plusieurs centaindssiqurs milliers d’ouvrieres);
- une stratégie de fondation mixte (dépendante épiexdante) ;
- un taux de parenté entre ouvrieres moyen (interarédentre celui d’une colonie

strictement monogyne et celui d’'une colonie polygymulticoloniale).
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L’hypothése principale pour expliquer la transitientre I'état ancestral monogyne et I'état
polygyne dérivé reprend le méme raisonnement quei agveloppé pour expliquer
'occurrence de la pléométrose. Des contrainteg@mvementales spécifiques permettent de
contrebalancer les colts associés a I'érosion dév&asité génétique intra-coloniale induite
par I'acceptation d’une nouvelle reine au sein diich monogyne. Si la monogynie semble
étre le systeme le plus propice au maintien dérdigime reproductif observé au sein de la
caste des ouvriéres chez les Hyménopteres sodan&cessité pour la colonie de survivre et
de parvenir a diffuser ses génes par la produdigosexués peut altérer cette prédiction. Dans
le cas ou les contraintes environnementales sotdsf@t ne permettent pas la fondation
solitaire par les sexués produits par une colake-ci bénéficierait de leur ré-adoption pour
gu'ils puissent se reproduire au sein-méme dedelanie natale. Dans ce cas, la polygynie
secondaire apparait comme une solution plus avemsagque la monogynie. Cependant la
ré-adoption de jeunes reines apparentées peuteétporaire et mener a différents scénarios
permettant le retour a la monogynie (au sens stoat fonctionnelle). En effet les colonies
polygynes peuvent se séparer en différentes prégmgoontenant des ouvriéres et
généralement une reine (on parle alors de fissioin,Cronin et coll. [2013]). Les colonies
pour lesquelles la fission de la colonie est umph@&ne obligatoire possédent généralement
des reines caractéristiques non ailées (ditesadge), ou encore ne possedent pas de reines
comme chez les Ponérines (Peeters & Ito 2001).

L'occurrence de la polygynie secondaire, c’'estra-diadoption de jeunes reines par une
colonie déja établie, pose deux questions : (i)sgs@nt les avantages pour une jeune reine de
se faire adopter par une colonie et (ii) quels $emtavantages apportés par I'adoption d’une
nouvelle reine pour une colonie monogyne.

Herbers (1993) propose deux facteurs déterminamtsexpliqueraient qu’'une jeune reine
bénéficie d’'une adoption par une colonie maturenfer facteur : 'absence de site de
nidification disponible pour la jeune reine lors ldedispersion. L’influence de ce facteur a
été mise en évidence expérimentalement dhegrtothoraxlongispinosusen manipulant le
nombre de sites disponibles pour les jeunes redisgersantes et en observant une
modification du nombre de reines au sein des nidiires a la suite de cette manipulation
(Herbers 1986). Bourke & Heinze (1994) offrent wsymthese du systeme d’organisation
sociale de la tribu ddseptothoracinegt montrent que dans ce groupe le nombre de raines
sein des nids est corrélé aux conditions envirommeates. Les colonies vivant au sein

d’environnements fragmentés constitués de petitshpassociés a de colts importants liés a
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la fondation solitaire (i.e. avec une faible chadeesucces) présentent un taux de femelles
sexuées dispersantes plus faible que celui de iesloasidant dans un environnement plus
uniforme, ou la fondation par une femelle solitast moins colteuse. L'effet de la limitation
du nombre de sites de nidification semble affeégalement I'occurrence de la polygynie
secondaire chellirmycasulcinodis: Pedersen & Boomsma (1999) observent que le rombr
de reines par nid est cing fois supérieur dansalnitdt ou les nids matures semblent occuper
tous les sites potentiels en comparaison d’'un aitteepossédant de plus grande possibilités
de nidification. Chez une autre espéce du mémesgigrmica rubra Elmes & Petal (1990)
montrent que le nombre de reines au sein de caabeervées sur le terrain est fortement
corrélé a la température de fin d’été. Les auteurstrent que lorsque la température de fin
d’été d’'une année differe de la température moyelmseannées précédentes, les colonies de
M. rubra possedent alors plus de reines et plus d’ouvri@oeant I'automne suivant. Deux
hypothéses sont avancées pour expliquer ce phérones colonies pourraient ajuster leur
nombre de reines en fonction du climat pour coregenn ratio optimal entre reines et
ouvriéres ou bien, les années plus chaudes pootr@ievoquer des essaimages plus massifs
et induire une baisse des sites de nidificatiopathbles pour les fondatrices. Celles-ci
seraient alors plus nombreuses a tenter d’étretéegpar des colonies matures.

Second facteur : le taux de prédation. Cet argumgmiend le raisonnement de Pfennig,
(1995) pour qui les fondatrices chigz pergandeisemblent s’associer a d’autres fondatrices
ayant déja creusé un trou pour limiter le tempgpdisition aux prédateurs ou pour éviter la
dessiccation. Si le taux de prédation est tres2¢élleg jeunes fondatrices bénéficient d’entrer
rapidement a l'abri d’'un nid mature pour se soustra cette pression de prédation. Ce
facteur n'a pas été testé expérimentalement maigde une hypothese plausible.

Les bénéfices générés par I'adoption d’une reipplémentaire pour une colonie monogyne
sont moins évidents (ii). Herbers (1993) définituxiepossibilités : le cas ou les reines
adoptées sont apparentées, le bénéfice pour laie@doptante étant alors compréhensible et
le cas ou les reines adoptées ne sont pas appsenté colonie d’adoption pour lequel les
bénéfices sont plus subtils. Chez de nombreusesdcesples reines adoptées sont tres
certainement non apparentées a la colonie d’adogf@ur une synthése voir Herbers
[1993]). Dans ce cas, la polygynie secondaire peprtésenter une forme de parasitisme ou
les jeunes reines s’insinuent au sein de colonigsimes pour exploiter la force ouvriere et
produire du couvain au dépend des hétes. Une atteerpeut étre que la colonie manipule la

jeune reine adoptée pour qu’elle participe a ladpetion de la force ouvriére tout en
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'empéchant de produire des sexués. Enfin, unei@terimypothese serait que I'adoption de
reines supplémentaires constitue une assurancelgpaatonie en cas de perte de la reine,
notamment chez les espéces ou les reines peu leagédweurent avant que les individus
reproducteurs n'aient eu le temps de se dévelopfatoption d’'une nouvelle reine permet a
la colonie de conserver sa cohésion (voir Heinzeokt [1999]) et de permettre au couvain
d'achever son développement, entrainant ainsi imdgavaleur adaptative considérable pour
les ouvriéres mais aussi un gainfileesspost-mortem pour la reine originelle (Evans 1996).
Il est tout de méme important de mentionner quaoldion d’'une reine non apparentée par
une colonie monogyne ne représente pas forcémecatrconsidérable pour la colonie, tout
dépend de la productivité de la reine résidentelest interactions qu’entretient la reine

adoptée avec les ouvrieres et avec la reine rdsiden

I.A.3.3Compétition entre reines et biais reproductif

Les colonies polygynes multicoloniales ne présdnteas toutes le méme systéme de
reproduction. Si les reines partagent égalementefaoduction au sein de colonies
unicoloniales, ce n’est pas le cas pour toutesdémies multicoloniales. En effet, les reines
peuvent partager la reproduction de maniére édaitabmme elles peuvent également
montrer des comportement de dominance dont I'esmeda plus extréme se traduit par le
systeme de monogynie fonctionnelle (plusieurs feaaghséminées au sein du nid mais une
seule monopolise I'ensemble de la reproductionidu n

Comme l'avancaient Holldobler & Wilson (1977), uneine a tout intérét a tenter de
monopoliser la reproduction au sein du nid. De neukes études ont été conduites sur la
compétition entre les reines et en particulier,sigurs modeles ont été proposés pour
identifier les facteurs permettant d’expliquer Eacrence et le résultat de la compétition
entre reines (en matiére de part de la reproduetisibuée a chaque individu). Ces modeles
de biais reproductif (« skew models ») permetteat pdédire, sur la base d'hypothéses
formulées sur les caractéristigues du systéme é&tlels facteurs pertinents pour justifier
I'association ou la dissociation de groupes dea@ypeteurs. Dans leur forme élémentaire, ces
modeles considérent trois parametres : les cobdsaenvironnementales, calculées comme la
productivité individuelle (nombre d'ceufs se déveapt en ouvriéres) qu’obtiendrait une
reine en fondant seule sa colonie, la productidténe association de deux reines
(généralisée ensuite a plus de deux reines) etlddian de parenté (supposée symétrique)

entre ces deux reines (N reines par la suite).réirphe ces trois variables, selon les modeles
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et leurs hypotheses particulieres il est possildepredire I'intensité du biais reproductif
permettant le maintien de I'association des deines(Reeve & Keller 2001). Cependant,
les hypothéses faites par chaque modele sont afitiés et souvent difficiles a vérifier. Un
exemple d’hypothéses alternatives faites par cedéles est de déterminer au sein des
associations de reines si les individus sont enursede contrdler totalement la part de
reproduction d'un compétiteur ou si le contrélesestiement partiel (par exemple : une reine
résidente pourrait controler totalement la partref@oduction d'une jeune reine récemment
adoptée). De nombreux raffinements ont été apppaés obtenir des modeles plus en lien
avec la réalité biologique (Reeve & Keller 2001h pgarticulier, le coefficient de parenté
supposeé symeétrique n’est pas toujours une hypotvegie. Dans le cadre de I'association
mere-fille (situation courante chez les Formicigdé® coefficient n’est plus symétrique et
dans ce contexte, on prédit que les filles serentras vis-a-vis de la production de femelles
issues d’elles-mémes ou de leur mere alors quenéges bénéficient de la production de
filles plutét que de la production de petites-BlleAinsi le biais reproductif dans les
associations mere-fille devrait étre plus importqu dans des associations de sceurs. Or, il
semble assez probable chez les Formicidés queclesg reines qui arrivent a se faire
adopter soient des filles de la reine résidenteladeolonie adoptante car la stratégie
d’adoption est généralement associée a une dispefaible voire nulle. D’autre part, le
systeme haplo-diploide de détermination du sexdalesis (et des Hyménoptéres sociaux
en général) ajoute une subtilité dans la prédictlarbiais reproductif en fonction que les
individus associés produiront des males ou deslfesndn théorie, on observera un biais
reproductif plus important lorsque les associatimese-fille produiront des males plutét que
des femelles.

Bien que de nombreuses études aient testé lecpoédi de ces différents modeéles chez les
fourmis, aucune vision d’ensemble n’a été propgséer expliquer la compétition entre
reines (Hammond et coll. 2006). Le test de ces Ieed@eécessite une meilleure
compréhension des relations entre reines et deams@ges sous-jacent aux comportements
agonistiques ou coopératifs observés.

La compétition entre reines au sein de colonieygyoles a été étudiée chez quelques
especes. En particulier, leégptothoracinest les fourmis du genrglyrmica constituent de
trés bons modeles pour étudier ces interactionslesadifférentes especes et méme les
colonies au sein de ces espéces possedent unasatigansociale trés flexible. On trouve

chez ces modeéles, tous les types d’organisatiaaleqmossibles : monogynie obligatoire (ces
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colonies n'acceptent jamais de reines supplémesdaipolygynie facultative dont certaines
colonies sont fonctionnellement monogynes. Ci-dess@eront développés quelques
exemples pour rendre compte des différents typmgahisation de la fonction reproductive.
Chez les especes polygynes dérivées commnieolesica, toutes les reines ne se reproduisent
pas de maniere équivalente (Hannonen et coll. 2@¥ppa 1994) cependant elles ne
développent pas de comportement agressif et le earoducteur reflete une différence de
fertilité intrinseque entre reines (Hannonen ek @f02).

ChezLeptothoraxcurvispinosusles reines sont en contact les unes des autresrabntrent
pas de comportements agressifs. En revanche,dorenes reines ne partagent pas la méme
part de reproduction et cela semble lié a la prsmaules reines lors de la manipulation des
ceufs et a la robustesse de ces derniers (Wilsod).1R& méme type d’organisation a été
décrit chez d’autres espéces de Leptothoracines rdines partagent la reproduction sans
agression et pratiqguent a un taux équivalent Iaibatisme d’ceufs mais elles ne semblent
pas capables de différencier leurs ceufs de ceurediutre reine (Heinze 1993).

Chez plusieurs especes de Ponérines montrant deollaynie, les reines possedent
généralement des différences dans leur féconditéewat développement ovarien. Ces
différences peuvent étre intrinsequési¢ntomachus rixosudto et coll. 1996) ou bien elles
peuvent étre corrélées a une hiérarchie de donmenétablie par le biais de comportements
agonistiques @dontomachuschelifer: Medeiros et coll. 19920dontomachushastatus
Oliveira et coll. 2011). Che®D. chelifer et O. hastatus les reines obtiennent une part de
reproduction correspondant a leur rang hiérarchides individus de haut rang assurent la
plus grande part de la ponte tandis que les indsvitk bas rang pondent peu.

Enfin, les interactions agonistiques entre reinegvpnt amener au monopole total de la
reproduction par une unique reine, on parle alersmmdnogynie fonctionnelle.

Au sein des colonies polygynes ldeptothoraxsp. A, les reines montrent des comportements
agressifs vis-a-vis de leur compétitrices prin@pant durant la sortie de I'’hibernation,
lorsque tous les individus reproducteurs ont unebigppement ovarien quasi-inexistant. A
l'issue de ces interactions, une reine accapgpeddion dominante et développe ses ovaires.
Lorsque cet individu dominant atteint son pleingmtiel reproducteur, les combats s’arrétent
(ou du moins se raréfient) et les reines subordemnéstreignent leur reproduction. Les
reines subordonnées stériles sont soient évinaéagldar les ouvriéres, soit elles restent au

sein du nid et conservent un état stérile (HeinZgngith 1990).

13



INTRODUCTION

Une étude récente de Trettin et coll. (2014) mastesz ded. eptothoracinesnontre que le
comportement des reines vis-a-vis d’autres reingssein de colonies polygynes est
dépendant des conditions sociales mais peut épendant également, dans une moindre
mesure, des conditions environnementales. En ééfetauteurs sont parvenus a déclencher
des interactions agonistiques entre des reinesalement non agressives en diminuant le
nombre d'ouvrieres au sein de nids polygynes. Utteatraitement consistait a réduire
'apport nutritif de ces colonies polygynes pouéar un stress alimentaire (et mimer un site
pauvre en ressources). Méme si la tendance obsereseé pas significative, le stress
alimentaire semble lui aussi entrainer une augnientales interactions agonistiques entre
les reines qui sont habituellement quasi inexis@nCe travail suggére que les reines au sein
de colonies polygynes sont en mesure d’ajuster deanportement aux conditions socio-

environnementales de la colonie.
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|.B. Déterminants génétiques de I'organisation sociale

Chez certaines espéeces socialement polymorphegpé d’organisation sociale semble

totalement ou en partie déterminé génétiqguement.

[.B.1.L’organisation sociale che&olenopsis invicta

Les espéeces du genselenopsigseprésentent le modéle biologique qui a été ls ptudié a
cet égard (une synthése des différents travaug aéétisée dans Gotzek & Ross 2007). Au
sein de ces especes on trouve des populations wymeE®wget polygynes et le type
d’organisation sociale est entierement gouverné&iparvariation allélique au niveau du gene
General protein-9Gp-9. ChezSolenopsis invictgla véritable fourmi de feu), les colonies
dont les ouvrieres sont uniqguement porteuses Helé® (i.e. homozygotes pour le gedp-

9) ne tolérent qu’un reine de génotyBB tandis que les colonies comprenant une proportion
d’ouvrieres portant a la fois l'allelB et l'alléle b (i.e. hétérozygotes pour le geEp-9
tolerent plusieurs reines si celles-ci sont de ggreoBb. L'organisation sociale che3.
invicta est entierement déterminée par le comportemenbdeseres vis-a-vis des reines,
dicté par le génotype chez ces deux castes.

De nombreuses expériences d’adoption croisée desat de couvain réalisées entre les
deux formes sociales ont montré que les ouvrigegtkent baser leur décision de rejeter ou
d’accepter une reine uniquement en fonction du tygeode celle-ci (Gotzek & Ross 2007,
Keller & Ross 2002; Ross & Keller 1998). Plus sernant, ces travaux montrent que seule
une faible proportion d’individus porteurs de I&éb (5 a 15%) est suffisante pour dicter
une organisation sociale polygyne.

De nombreuses caractéristiques phénotypiques eliffémtre les deux formes sociales chez
S. invictaen plus de ce patron particulier de discriminatdes reines exprimé par les
ouvriéres. Les reines de génotypR expriment fortement le syndrome monogyne : ell& so
grandes et lourdes, longévives et tres fertileeliets fondent de nouvelles colonies de
maniére indépendante. Les reines de génoBlpsont plus légéres, plus petites et moins
fertiles, possédent une espérance de vie coudergtincapables de fonder une colonie de
maniere solitaire, elles tentent de se faire adgmae les nids matures de la méme espéce
(syndrome polygyne).

Wang et coll. (2013) montrent que l'alleke est inclus dans une région chromosomique
appeléeSocial b supergencomprenant 616 genes impliqués dans I'expressientideéts
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responsables du syndrome de polygynie, c’est-aFéinsemble des traits phénotypiques qui
caractérisent la forme polygyne. Ce supergeneesifi¢ d’égoiste car il est favorisé par les
modifications qu’il engendre sur le phénotype de porteur. Ches. invicta ce caractere

« égoiste » se traduit par le comportement desiéegr porteuses de l'allele qui
n'accepteront que des reines porteuses de ce méreeat qui produiront des individus qui
seront eux aussi porteurs de l'alléell est important de noter que les deux variamhes
supergeneSocial bet Social B constituent des fragments importants des chromesaui
les portent (environ 55 %) et qu’il n’y a pas deambinaison possible du supergéswial

b, ni avec son homologu8ocial Bni avec lui-méme. Cette absence de recombinaison a
entrainé 'accumulation de mutations délétéres mean du variantSocial b impliquant
d'une part une différence morphologique des deuiamts et d’autre part le caractere non
viable des individus de génoty®/Sbh

Un élément trés intéressant qui caractérise ledigre génotype et phénotype clsznvicta
est la réaction agonistique progressive exprimédgsaouvrieres de colonies polygynes (en
particulier les ouvriéres portant l'allel® au cours de la maturation des jeunes reines de
génotypeBB dans les colonies polygynes. En effet les colop@ggynes peuvent produire
des reines de génotypd (moitié de la progéniture d’'une rei®®8/Sbappariée avec un male
SB), ces derniéres étant attaquées de plus en milesrunent par les ouvriéres de leur propre
nid. L'escalade de [Il'agressivité coincide temperaknt avec les changements
physiologiques des gynes lors du développemeneuls lovaires (Keller & Ross 1999). A
partir de cette observation, les auteurs suggdreatl’agressivité des ouvrieres pourraient
étre déclenchée par deux types d’informations &rantion, provenant de ces reines : une
information permettant aux ouvriéres de détermiaagénotype de la reine et une autre leur
permettant de déterminer son statut de maturitdestive (voir partie sur la phéromone de
reine cheaA. invicta).

Les mécanismes de la communication chimique sembotdés dans la partie suivante,
cependant, pour des raisons de continuité et depmrmansion, les processus de
reconnaissance (dont le déterminisme semble énétigée), impligués dans le maintien de
I'organisation sociale cheg. invictasont brievement discutés ci-dessous.

Le geneGp-9 code pour une protéine de liaison olfactive agpamt au groupe des OBP
(pour Odorant Binding Protein(Krieger & Ross 2002) dont le rble dans la comization
olfactive et gustative a été particulierement ldardié chez les insectes (voir plus bas 8x).
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Plusieurs hypothéses ont été avancées postulantaqueiation allélique d@sp-9 pourrait
entrainer des différences dans les processus aeptiem des phéromones émises par les
reines de différents génotypes. Le lien entre Paegtation progressive de la quantité
d’ARNm GP-9 chez les ouvriéres et 'améliorationissante de leur capacité a discriminer
les génotypes des reines renforce cette hypotlBstedk & Ross [2007], p-211). Une preuve
plus solide est fournie par une étude récentesemlpar Trible & Ross (2016) qui montrent
gue les ouvriéres portant I'allétediscriminent les reines de génotyB etBb sur la base de
leurs indices chimiques. Ce résultat révéle aimsi«ieffet barbe verte » puisqu’un alléle
unique augmente sa propre valeur adaptative erusatt un signal détectable ('odeur des
reines portant l'alleleb) tout en modifiant simultanément le comportemeistarvis des
individus porteurs de ce signal (les ouvrieresgrartalleleb).

Cependant, ce résultat implique également queueséres de colonies monogynes, c'est-a-
dire ne portant pas I'allele, ne discriminent pas les reines de génotypesrdifté. Bien que
cela soit cohérent avec I'hypothese que l'allbleentraine des modifications dans les
capacités de perception chez les individus portetunsn porteurs (« effet barbe verte »), cela
va a I'encontre de travaux antérieurs qui montoere les ouvrieres de colonies monogynes
rejettent systématiquement les reines de génoBfpeUne explication proposée par les
auteurs mais qu’ils ne développent que peu senail@s ouvrieres monogynes, incapables de
discriminer les deux phénotypes, se baseraientireidifférence de fertilité pour accepter ou
non une nouvelle reine. Etant donné que les denatgpes des reines sont liés a deux statuts
de fertilité différents (la fertilité chez les rem mature8B est plus importante que celle des
reines maturedBb), la fertilité pourrait représenter un bon proxy dénotype pour les
ouvrieres monogynes qui de surcroit sont moins $esna la nécessité d’adopter une
nouvelle reine que leurs congénéres polygynesddwé la longévité plus grande des reines
monogynes et de I'état strictement monogyne deolanee). A I'opposé, les ouvrieres de
colonies polygynes auraient développé un mécanmuediscriminer finement les reines en
fonction de leur génotype car au sein de ces cedpriladoption de reines peut étre un

phénomene fréquent.

[.B.2. L’'organisation sociale chézormica selysi

De récents travaux ont révélé que I'organisatioriade d'une espéce de la sous-famille des
Formicines semble étre, elle aussi, sous le cantldin déterminisme génétique exclusif

(Purcell et coll. 2014)-ormica selysiest une espéce socialement polymorphe ou lesieslon
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sont monogynes, polygynes (jusqu’a 15 reines) auws dane moindre mesure oligogynes
(c’est-a-dire plusieurs reines qui ne se tolerexg @t son donc segrégées dans le nid). Les
colonies monogynes et polygynes different dansartaim nombre de traits associés au type
d’organisation social (syndromes monogyne et palgdy

L’architecture génétique de cette espece montreeutain degré d’analogie av&: invicta
(Purcell et coll. 2014). En effet les auteurs ons @n évidence un ensemble de génes
présents au niveau d’un méme chromosome dont leesadifféerent en fonction du type
d’organisation sociale. Les deux haplotypes déadsifaommésSmet Sp ne présentent pas
de recombinaison entre eux ce qui suggere quensetle de genes forme, comme cBez
invicta, un supergéne. Les individus au sein de coloniemogynes possedent tous
(ouvrieres, males et reines) I'haploty@m tandis que les individus issus de colonies
polygynes possédent I'haplotySg@ (males et certaines femelles) ou bien les deulohges
(certaines femelles). La principale différence enés deux especes est le fait que dhez
selysil'alléle Sp n'est pas létal chez les homozygotes et donc debreuses ouvrieres
arborent un génotyp8pSpalors que le génotyp8b'Sh est Iétal cheS. invicta. Purcell et
coll. (2014) montrent également que les genes forrteasupergéne social de selysine
partagent pas d’homologies avec ceux constituasujgergéne social cheéx invicta. Ce
résultat indique une convergence étonnante dehitaxture génétique entre ces deux especes
et montre, comme l'indiquent les auteurs, que lan&dion de supergenes semble étre un

mécanisme important pour I'évolution de I'organisatsociale chez les fourmis.

Le nombre de reines au sein d’une colonie est darcait plastique, a la fois a I'échelle des
especes, des populations mais aussi a I'échellecaesies elles-mémes. Dans un article
publié dansEvolution en 2012, Purcell & Chapuisat décrivent cette mlaétdu systéme
reproductif chez les fourmis qu’ils replacent damscontinuum présentant deux extrémités
distinctes. D’'un c6té du spectre, I'organisatiorciale d’'un nid peut étre entierement
déterminée par la génétigue comme cBelenopsis invictau chez-ormica selysialors que
de l'autre, le systeme est contraint exclusivenpnt des contraintes environnementales
comme cheteptothoraxHerbers 1993).

L’organisation précise de la fonction de reproduttne dépend pas obligatoirement du
nombre de reines fonctionnelles dans les colonodggpnes. En revanche, les interactions
comportementales entre ces dernieres vont enti@teh&terminer le type de systéme

reproductif de la colonie. De plus, la présenceldsieurs reines au sein d’un nid peut étre
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transitoire et differe de la polygynie « vraie » gst définie par une interaction stable et
pérenne et une absence de compétition entre reiessouvrieres peuvent influencer le
systeme de reproduction du nid par leur possihiligEcepter ou refuser la présence d’'une
reine (nouvelle ou non), par leurs interactionscdes reines ou par leur comportement vis-a-
vis du couvain de ces reines. Dans le contexteadeolygynie secondaire, on peut donc
distinguer deux phases déterminantes pour expliu@ombre de reproducteurs effectifs
(c’est-a-dire le nombre de reines qui pondent)&n d’un nid*: la phase d’adoption de la
reine supplémentaire, soumise aux contraintes @mvamentales et a la décision des
ouvriéres du nid résident, et la phase d’interastientre la nouvelle reine et la reine résidente
qui va déterminer la part de reproduction du niduge a chacun de ces individus.

Pour chacune de ces phases, les processus de cmatiomnentre individus semblent étre
déterminants pour comprendre le résultat des ictierss comportementales. On peut
egalement se demander si les différentes issuesrvéles au cours de ces deux phases
(acceptation/rejet de la reine, présence/absencéiale reproductif) reposent sur des
mécanismes de reconnaissance et de perceptiorredié La question est alors de
déterminer si les mécanismes de reconnaissance pemteption varient en fonction des

contextes (traits d’histoire de vie, contraintegiemnementales).

" Cette dichotomie est évidemment trop simplistergeadre compte de l'intégralité du systéme de ledgun
de la reproduction cependant elle constitue unmigre approximation et par la suite, chaque phaserg étre
étudiée en détail de maniére a prendre en compsdés raffinements nécessaires.
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II. COMMUNICATION CHIMIQUE ET ORGANISATION SOCIALE

Un avantage apporté par le modéle fourmi vientadedmpréhension croissante que nous
avons des processus de communication au sein geuope (Liebig 2010; Ozaki & Hefetz
2014; Sturgis & Gordon 2012). Comme chez la plupl$ arthropodes, I'essentiel des
interactions entre individus chez les fourmis repssr I'échange d’informations olfactives.
Pour conserver lintégrité de la colonie et permeetton fonctionnement harmonieux, les
individus utilisent des indices chimiques émis [ears congénéres. L'organisation sociale,
qui fait intervenir des processus de communicatiotme la caste ouvriére et les reines ainsi
gu'entre les reines, nécessite un transfert d'midrons reflétant les différentes
caractéristiques des individus. Le statut de fegtdes individus, celui des ouvrieres et de la
reine, semble un élément primordial dans ce coat@teters & Liebig 2009). En effet, il est
nécessaire que les individus reproducteurs commantgeur statut et leur productivité aux
individus stériles pour permettre une divisionatie des taches.

Les composés impliqués dans ces processus de caoatiom semblent étre constitutifs de
la cuticule des individus ou bien produits activetn@u niveau de glandes exocrines variées
présentes principalement sur les pattes, le thetrététe (Billen & Morgan 1998; Blomquist
& Bagneres 2010). L'intégration des indices chingisjupasse par le systéme nerveux
périphériquei(e. 'antenne) ou il subit un premier processus dgnation avant d’étre relayée
vers les centres nerveux supérieurs. Une classieyligre de composés chimiques a été mise
en avant chez les Hyménopteres sociaux pour soticatipn dans la régulation des

interactions sociales : les hydrocarbures cuticegaiBlomquist & Bagneéres, 2010).

lI.LA. La perception olfactive

[ILA.1. L’'antenne et les types de sensilles

Les molécules ou bouquets de molécules sont capieBantenne, centre de la perception
olfactive, au niveau de centaines, voire de mélide sensilles olfactives recouvrant les
différents segments du flagelle antennaire (Fig)reCes derniéres sont classées en divers
types morphologiques auxqguels sont associéesditieés fonctions. Huit types différents ont
été décrits jusqu’ici :chaetica tricodea curvatg basiconica trichodeg trichoid-Il,
ampullaceacoeloconicaet recemmentoelocapitular(Ramirez-Esquivel, Zeil, & Narendra,

2014). Une sensille peut posséder un élément daitieuqui fait saillie au niveau de
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'antenne (c’est le cas pour les cing premiers sypgentionnés) ou bien elle peut étre
imbriquée dans la lumiéere de celle-ci et présamberouverture a I'aspect de pore a la surface
du flagelle (c’est le cas des trois derniers ty@tss). La structure générale d’'une sensille est
globalement la méme pour I'ensemble des types :élément permettant de capter et
canaliser un stimulus est attaché a la cuticule lpatermédiaire d’'une structure en

« chaussette » ou bien sort de la cuticule au nidaane invagination de celle-ci (Figure 2).
La structure des sensilles est adaptée a leuriéoncles sensilles impliquées dans I'olfaction
sont donc trouées de multiples pores permettarapéage de molécules odorantes tandis que
celles en charge du captage de l'information mégeniont une structure en forme de
cheveux Kair-like) (Figure 3). Il est important de préciser que’sn lobserve une grande
concentration de sensilles au niveau de I'anteceg,éléments sont présents également sur
'ensemble du reste de la cuticule d’'un individung\, bien que les capacités d’olfaction
d’'une fourmi se concentrent essentiellement auanivdes antennes, d’autres parties du corps
peuvent traiter une information olfactive.

Le rble des différents types de sensilles a étéamigvidence pour la plupart d’entre eux a
partir d’expériences d’électrophysiologie parfosuplées a I'étude du comportement des
individus. Ramirez-Esquivel et coll. (2014) propuisene synthése de ces différents roles : le
type chaeticasemble impliqué dans la mécano-réception, le &yppullaceaserait assigné a

la perception de la chaleur et du £ typecoeloconicafonctionnerait comme un détecteur
de la pression atmosphérique et le typeelocapitular représenterait des récepteurs
hygrométriques et thermiques. Lemnsilla basiconicgemblent étre des chémo-récepteurs de
contact qui pourraient étre impliguées dans letamaeént des hydrocarbures cuticulaires
(Ozaki et al., 2005). Lesensilla trichodeasont considérées comme ayant la méme fonction
en partie du fait de leur association courante égsensilla basiconica

ChezSolenopsis invictdes individus issus de castes différentes (owesiereines et males)
ne possedent pas le méme nombre de sensillest{fzess confondus) et les différences les
plus marquées sont liées au sexe des individugiRlest coll. 2003). Cela suggére qu'il peut
exister des différences de perception entre desidus de castes différentes, en particulier
entre femelles et males, ces derniers présentanhistoire de vie tres différente de celle des
femelles. Autre résultat intéressant cl&zinvicta: les ouvriéres et les reines possedent le
méme nombre desensilla basiconica ce qui suggeérent des capacités de perception

d’éléments non-volatils similaires chez ces delstes
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Une récente étude de Sharma et coll. (2015) aséales enregistrements de l'activité
électrigue au niveau de sensilles basiconiques attren que ces derniéres peuvent étre
subdivisées en sous-types en fonction de leur pelet sensibilité a différentes familles

d’hydrocarbures.

A Scape

< Pedicelle
Vers la téte

B
Basiconica ~ ---------7 > Segments
Trichodea curvata antennaires
(=flagelle)
---------- >
Trichodea

0.5 mm

Figure 2. A Représentation schématique d'une antenne et de dd&sentes sectionsB
Représentation schématique de trois sensilles ke différent. Les fleches en pointillé représentent

I'axe de I'antenne. Les sensilles ne sont pas septées a |'échelle.

Comme le remarquent Ramirez-Esquivel et coll. (201&s études ayant caractérisé les
sensilles olfactives chez difféerentes especes wenis ont utilisé des méthodes différentes de
comptage appliquées sur des segments antenndii@®rmlis ou sur des faces différentes de
ces derniers. Il est donc difficile d’établir urerte de la répartition des types sensillaires qui
soit représentative de I'ensemble du groupe desiiEmés ou plutdt de tenter d’établir des

similarités entre les différentes especes.
[I.LA.2. Les récepteurs olfactifs

A lintérieur de la sensille et selon son diametme,0bserve un nombre variable de neurones
(dendrites), baignant dans un liquide appelé lympéssillaire. Lessensilla basiconica

abritent un trés grand nombre de ces neuronese(&80 et 200) en comparaison des autres
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types de sensilles (Nakanishi et coll. 2009; Oz=lkioll. 2005). Cette observation constitue
un élément supplémentaire pour alimenter 'hypahgse le type sensillaifgasiconicaest
srement impligué dans la captation des molécub@migues peu volatiles. Au vu de la
complexité des informations chimiques (odeurs dtrésts de bouquets de molécules) qui
doivent étres appréhendées par un individu, laepees de nombreux ORNs exprimant des
récepteurs olfactifs variés peut sembler approprier

Les dendrites contenues dans les sensilles sorldasents distaux des neurones olfactifs
récepteurs (ORNs poubDlIfactory Receptor Neurohsqui expriment, au niveau de leur
membrane, les récepteurs olfactifs (OR pOlfactory Recepto)sresponsables du captage
des molécules chimiques. Ces neurones projettemn$ l@xones sur les lobes antennaires
(AL= Antennal Lobg premiers relais du systéme nerveux central.

Les récepteurs olfactifs possedent une spectrergsislité variable selon leur type et ils sont
généralement regroupés par type fonctionnel au deime méme sensille (Hallem et coll.
2006). Lorsqu’une espéece chimique s’introduit @ar pores d’'une sensille olfactive, elle est
captée vraisemblablement par une protéine de ha®BP pour Odorant Binding Protein)
qui permet sa solubilisation et son transport jissd®R correspondant. La liaison de la
molécule (ou du complexe OBP/molécule) avec le pte olfactif entraine une
dépolarisation de la membrane dendritique qui anti@én génere les potentiels d’action dont
la frequence de décharge constitue I'informationralke. De nombreuses études anatomo-
fonctionnelles du systéme olfactif indiquent quentenne est organisée en unités
fonctionnelles a partir des sensilles olfactivesgjuaux centres nerveux supérieurs (pour une
synthese chez I'abeille voir Galizia & Rossler 2D10haque sensille abrite des récepteurs

olfactifs généralement spécifigues d’'une méme ferdi¢ ligands.
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Figure 3. Structure desensilla basiconicatsensilla trichodeabservées en microscopie électronique
chez Myrmecia pyriformis(A-D) et Camponotus japonicu¢E-G). A : Colocalisation desensilla
basiconica(sensille épaisse) sensilla trichodegapparence de poil) au niveau des cercles pésiill
B : sensilla trichodeaC : sensilla basiconicdfleche noire).D: Extrémité d’unesensilla trichodea
E1-E2 Extrémité de I'antenne d'une ouvriere (E1), d’'uméne (E2) et d'un male (E3) che&x
japonicus Les fléches noires indiquent Issnsilla basiconicgabsentes chez les males). sensilla
basiconicaG : extrémité d’unesensilla basiconicalont on distingue les pores. Echelles (barres): A
10um; B,C et D = 1um; E1-E3 = 20um ; F = 5um= G.5um. (D’aprés Ramirez-Esquivel et coll.
[2014] (A-D) et Nakanishi et coll. [2009] [E1-E3,F et G]).
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Le lobe antennaire est organisé en multiglesnérulesqui sont considérés comme les unités
fonctionnelles de cet organe. De forme sphériqegeglomérules sont formés par I'agrégation
de nombreuses synapses (on parle de neuropilejeétamtre les ORNs et les neurones
propres au lobe antennaire. Les glomérules comstitle premier centre d’intégration de
linflux nerveux issu de nombreux ORNSs, raison ptaguelle les lobes antennaires sont
considérés comme le centre de représentationrdertination olfactive. Pour cette raison, le
lobe antennaire fait I'objet d’'un intérét parti@rlicar il est considéré comme l'organe
permettant aux fourmis d’appréhender leur envirom@ chimique et donc comme
I'élément principal impligué dans les processusreeonnaissance et de communication
indispensables a I'organisation de la vie coloniale

Chez la drosophile (comme chez les vertébrés)ORSIs exprimant les mémes types de
récepteurs (c'est-a-dire spécifiques d’'un mémediarojettent essentiellement sur le méme
glomérule (Vosshall et coll. 2000; Wang et coll03D Chez la fourmi, méme s’il n'existe
pas encore de preuve formelle, on considere aussieg glomérules recoivent I'information
issue de neurones exprimant les mémes réceptdacsifslou du moins présentant le méme
spectre perceptif (c’est-a-dire une sensibilit&s wholécules communes).

Le fait que le systeme de communication chez lemfetdés repose en grande partie sur des
informations olfactives se reflete dans le grantchbie de glomérules que I'on observe dans
le lobe antennaire au sein de ce groupe : plu®deHez les individus du gen@amponotus
(Nakanishi et coll. 2010; Zube et coll. 2008).

L’essentiel des informations disponibles sur lesnextions entre les différents éléments du
systeme olfactif et leurs réles respectifs danpdeception d’'odeurs phéromonales et non-
phéromonales chez la fourmi proviennent d'étudedis&es cheZamponotus floridanus
(Zube et coll. 2008) eCamponotus japonicu@Nakanishi et coll. 2010). Les axones des
différents ORNs forment deux nerfs antennairesv@mtral et un dorsal) qui se réorganisent
en deux branches a l'entrée des lobes antenndires.des branches se divise en quatre
faisceaux sensoriels (appelés T1, T2, T3 et T6 fiiact]) qui projettent chacun sur un amas
glomérulaire distinct (appelés respectivemgliomeruli T1 T2, T3 et T6) tandis que l'autre
branche se divise en trois faisceaux sensoriels [5 et T7) projetant sur les glomérules
correspondants (appelés respectivengdmineruli T4 T5 et T7). Chaque lobe antennaire est
donc organisé en sept amas glomérulaires (soit sems-régions). Chacun d’entre eux
possede un nombre différent de glomérules qui pgtoaimativement le méme chez les

femelles (reines et ouvrieres) mais inférieur (@aléour certains amas) chez les males
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(Nakanishi et coll. 2010). L'amas glomérulaire Téspede par exemple environ 140
glomérules, Nakanishi et coll. (2010) suggéerent tpgesensilles de typbasiconica qui
logent approximativement 130 ORNSs pourraient ééeslspécifiquement a la région T6. Les
auteurs basent cette hypothése sur plusieurs atesry : d’'une part la forte corrélation entre
le nombre de neurones dans une sensille basicortgeenombre de glomérules composant
l'aire T6, d’autre part sur le fait que les maléezC. japonicusne présentent ni ce type de
sensille, ni l'aire T6.

L’activité des glomérules en réponse a la présiemtate phéromones chd&z obscuripes
suggere que celles-ci sont traitées par une zodafsue du lobe antennaire (Yamagata et
coll. 2006). En revanche, les odeurs non phéronesndéclenchent un patron d'activité
distribué sur un ensemble de glomérules dbeftoridanus (Zube et coll. 2008). Cependant,
les auteurs tirent cette conclusion en observardgdanse déclenchée par le n-undécane (un
alcane linéaire composé de 11 carbones absentadfill quticulaire de I'espece étudiée) au
niveau des glomérules des zones T1, T2 et T3 de &tiennaire et il n'est fait aucune
mention du patron d'activité dans les quatre zosepplémentaires. Hors, d’apres
I'hypothése de Nakanishi et coll. (2010), la zoGepburrait étre impliquée dans I'intégration
de I'information provenant des HCC. Toujours sebatte hypothese, les patrons d’activité
dans les autres régions (autre que T6) pourraitnet @importance moindre pour la
représentation de I'odeur dans le lobe antennaire.

Au sein du lobe antennaire, I'information olfactiest transmise a un réseau local de
neurones (appelémter-neuronesou neurones locayx puis transférée aux neurones de
projection PNs pour Projection Neurons qui relaient I'information aux centres nerveux
supérieurs. Chez l'abeille, les neurones locawsgaant une activité excitatrice (ils sont
alors cholinergiques) ou bien inhibitrice (GABA) igmodule I'activité des glomérules
(Galizia & Roéssler 2010). Leur réle dans la régalate I'activité du lobe antennaire n’a pas

été mis en évidence chez la fourmi (a notre cosaare).

[I.LA.3. Les centres nerveux supérieurs

Les connections entre les lobes antennaires ateleses nerveux supérieurs ont fait I'objet
de peu de travaux chez les fourmis. Cependantdéémnatomique des corps pédonculés
(mushroom bodigs une des structures supérieures majeures cheimdestes, montre de

fortes similarités et quelques divergences entmllab et fourmis soulignant a nouveau

limportance de l'olfaction dans ce deuxieme taxbas corps pédonculés sont impliqués
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dans les processus de mémoire chez l'insecte (hmsg 2003) et constituent le centre
terminal d’'intégration de l'information permettant’individu d’ajuster son comportement en
fonction des stimuli environnementaux. Cette stireciest particulierement développée chez
les Formicidés mais aussi, du fait de la grand&atran morphologique inter- comme intra-
spécifique des individus de ce groupe, elle présdes différences en fonction des espéces et
des taches accomplies par les individus (Gronend&g9). Comme chez les autres
Hyménopteres, la zone d’afférence des corps pédismest divisée en trois régions : la lévre
(lip) qui recoit les afférences provenant des lobesrauaiires, le colcpllar) qui traite les
influx nerveux provenant des lobes optiques etniau basalb@sal ring qui recoit les
axones des neurones des lobes antennaires etemptigas trois zones sont définies par les
synapses créées entrent les neurones de projetiescellules de KenyoKC pourKenyon
Cells) qui sont des neurones relativement petits au fmtentiel d’intégration. Les
Formicidés possédent des corps pédonculés bieroggés (environ 130 000 cellules de
Kenyon chezZCamponotus rufipe€Ehmer & Gronenberg [2004]) pouvant représentsqula
40% du volume cérébrale.

Les cellules de Kenyon forment des boutons synapsicavec les neurones de projection
issus des centres sensoriels primaires (lobesraaites et olfactifs). Chez les Formicidés, les
synapses formées par BBIset lesKC au niveau de la levre (information olfactive) sphis
larges, possédent plus de vésicules (transfert mpigle de linflux nerveux) et moins
d’éléments post-synaptiques que celles forméesivaaun du col (information visuelle). Le
fait de posséder plus d’éléments post-synaptiqaesireindicateur d’'une forte transmission
de l'information qui peut se faire au dépend d’ome&illeur intégration de celle-ci par |8

en charge de linformation visuell& contrarig les KC de la lévre, comprenant moins
d’éléments post-synaptiques pourraient ainsi precédune intégration plus intensive de
information olfactive (Seid & Wehner 2008). D’astpart, chez les fourmis, certaine€
dites bifides possédent des dendrites au niveala devre et du col (influx olfactifs et
visuels). Ce type de cellules bimodales n'a semillgamais été mis en évidence chez
I'abeille (Ehmer & Gronenberg 2004).

Les PNsprojettent également sur la cofiagrale - structure supérieure qui a été peu @ecri
chez la fourmi (Nishikawa et coll. 2012)-, via Isucollatérales. L’'information olfactive
parcourt donc une sorte de boucle. Partant du dobennaire, elle est en partie intégrée par
les cellules de Kenyon au niveau des corps pédéscopliis elle continue vers la corne

latérale du protocérébron ou s'achéve son trajet.
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Les neurones de projection définissent deux vogesitulation de l'information nerveuse,
appelées faisceaux antennoprotocérébraux latéf® T pour lateral-AntennoProtocerebral
Tract) et médial ;-APT pour medial-AntennoProtocerebral Trgctaractérisés par leur
position respective par rapport a I'orientationcguveau (Zube et coll. 2008). Ces deux voies
(ci-dessous voiesAPT et voiem-APT) semblent étre ségrégées sur 'ensemble du parcour
de I'information nerveuse, comme chez I'abeille |{Ba & Rossler, 2010). LeBNspeuvent
étre répartis en deux hémispheres représentanurcha@% du lobe antennaire dont les
efférences respectives forment les deux vbiesm-APT La voiel-APT est issue des amas
glomérulaires T1 a T4 et projette sur la cornerédéedu protocérébron puis sur deux zones
délimitées de la levre du corps pédonculés (appel@ieet I-1lI pour lip-11 etlip-1ll ). La voie
m-APT est issue des amas glomérulaires T3, T5, T6 ettT@lle projette sur une zone
délimitée de la levre du corps pédonculés (appélEpeurlip-1) puis sur la corne latérale du
protocérébron (Nakanishi et coll. 2009; Réssler & 2011; Zube et coll. 2008). La région
T3 est donc divisée en deux parties. Ces deux v&oes incomplétement ségrégees et
montrent des zones de recoupement au niveau dpgs pédonculés et de la corne latérale
(Figure 4, droite).

Une étude récente de Nishikawa et coll. (2012) ¢hemponicuspropose une organisation
complémentaire du lobe antennaire qui serait praprefemelles et traiterait spécifiquement
les informations sociales. Les résultats de leude&tneuro-anatomique montrent que les
neurones de projection dans le lobe antennairemdéfit deux zones: une zone T6
(glomeruli T6) et une zone non-T6 (regroupant les 6 awgltemerul). LesPNsissus de la
région T6 (véhiculant l'information sociale issueles sensilles de typéasiconica
constituent une voien-APTprojetant sur deux zones délimitées au niveauateéau basal
(une zone appeléer-1 pourbasal ring ) et de la levre (une zone appeldepourlip-1) et
entendant des collatérales vers une partie pré@sk corne latérale (appel&el-1 pour
Lateral Horn )). A l'inverse, lesPNsissus de la zone non-T6 (i.e. issus des cing aatres
glomérulaires) constituent une vAH&PT projetant sur quatre zones délimitées au niveau de
'anneau basal (deux zones appelbesl et br-1ll pourbasal ring Il et lll) et de la levre
(deux zones appeléedllet Hil pourlip-Il et lip-1ll') et entendant des collatérales vers une
zone précise de la corne latérale (appé&ldd pour Lateral Horn ). Ces deux voies sont

clairement ségrégées sur 'ensemble du trajet ngr{ieigure 4, gauche).
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Signals from
basiconic sensilla

Figure 4. Schéma des connections nerveuses associéestamént de I'information captée par les
antennesA gauche : présentation des deux voies (T6 et non-T6) deetr@int de I'information
antennaire proposeée par Nishikawa et coll. (2012)voie T6 (en vert) recoit I'information (sociale)
issue desensilla basiconicaCette information est transmise via une void\PTvers la zondip-l de

la levre du corps pédonculé puis vers la ZoHd de la corne latérale du protocérébron. La voie hon
T6 (en rose) recoit I'information (non sociale)uesde tous les types de sensilles. Cette informatio
est transmise via une voiAPT vers les zonekp-Il et lip-1ll de la lIévre du corps pédonculés puis
vers les zonekH-Il etLH-1ll de la corne latérale du protocérébrardroite : organisation générale
du traitement de linformation antennaire. Vom-APT(en violet): les PNs issus des amas
glomérulaires T3, T5, T6 et T7 projettent sur lmebp-l de la Ievre du corps pédonculés puis au
niveau de la corne latérale du protocérébron. Med T (en jaune): lesPNs issus des amas
glomérulaires T1 a T4 projettent sur les zadiesdl etlip-lll de la Iévre du corps pédonculés puis vers
la corne latérale du protocérébron. Les zones méebicorrespondent a des régions ou les Voids
m-APTse confondent (Nishikawa et coll. 2012; Zube ¢it 2008). LA : lobe antennaire, CN : corne
latérale, LO : lobe optique, NA : nerf antennaif& : complexe central. (D’apres Nishikawa et coll.
2012).
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En conclusion, les Formicidés possédent un systinperception de I'information olfactive
fortement développé et similaire en de nombreuxtgca celui particulierement bien décrit
de l'abeille a miel Apis melliferg (Rossler & Zube, 2011). Les caractéristiquesqgipizles
spécifiques au cerveau des Formicidés (en comparaigec celui de I'abeille) semblent étre
d'une part, l'orientation préférentielle des stwres vers le traitement de linformation
olfactive (au détriment peut-étre du traitement’itdormation visuelle) et I'importance (en
volume et nombre d’'unités fonctionnelles) allouar eorps pédonculés dont on suppose leur
implication dans I'expression de la plasticité congmentale (Gronenberg 2008).

Certaines structures du cerveau des fourmis nepamitnentionnées dans cette introduction
car elles ont été trés peu étudiées chez la foatnsar les connaissances que nous avons
provenant d’autres modéles semblent montrer qu'ellesont pas fondamentalement liées a
la perception olfactive (Gronenberg 2008).

A la suite de cette synthése (breve et non exha)stur les substrats neurobiologiques de la
perception olfactive chez la fourmi il convient peésenter I'état des connaissances sur les
composeés utilisés lors des processus de commuaricati sein du groupe des Formicidés. La
partie suivante est donc consacrée a la présam@di® indices chimiques utilisés lors de ces

processus.

[I.B. Nature et fonction des indices chimiques

[1.B.1. Nature et mode d’étude des composés chimiquesasitaille

La cuticule des arthropodes est composée de deuxigales couches qui recouvrent
I'épiderme : I'épicuticule, plus externe et plusdi(1-2 um) et la procuticule plus épaisse
(plusieurs centaines de microns) et plus intern@pituticule est principalement composée
de lipides qui forment une barriere hydrophobe @¢tamt de lutter contre la dessiccation
(Lockey 1979).

On distingue la fraction polaire (composés hydiresh de la fraction apolaire (composés
fortement hydrophobes). Parmi les composés quititoest la cuticule des arthropodes, on
trouve majoritairement des hydrocarbures, des acitas, des esters, des aldéhydes, des
cétones et des alcools ainsi que quelque rares as@apcycligues comme le cholestérol
(Hadley 1981). La simplicité de la structure desdrbgarbures (chaine de carbones
hydrogénée) fait de ces composés des élémentsrgeécs pour la formation de composés
dérivés (dont les dérivés oxygénés).
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Les hydrocarbures cuticulaires (ci-dessous HCC)regti une attention toute particuliere
depuis leur découverte a la fin des années 60scegprésentent un pourcentage considérable
(50-75%) des lipides recouvrant la cuticule et demtbétre impliqués dans de nombreux
processus biologiques dont la communication chimiqu

Plusieurs décennies d’études multidisciplinaires @is composés ont mené a une
compréhension intégrée mais toujours relativemesdmpléte des principaux aspects de leur
biosynthése au niveau de structures spécifiques d@lenocytes) et des mécanismes
cataboliques a l'origine de leur grande diversit]eur transport a travers I’hémolymphe par
la lipophorine (protéine présente dans I'hémolympie de leur dépbt, plus ou moins
spécifiqgue en fonction de leur nature, au niveauddirents sites dont la surface de
I'épicuticule (Blomquist & Bagnéres 2010).

Un second élément important de la cuticule estéagnce de glandes exocrines internes dont
les canaux traversent les différentes couchesidipés pour venir s’ouvrir a la surface de
I'épicuticule. Chez les Formicidés, la diversitéas glandes est extrémement importante ce
qui a valu aux fourmis leur surnom « d’usines cljueis » (63 glandes de nature différente
chez les Hyménopteres sociaux dont 39 décrites lgsefourmis selon Billen & Morgan
[1998]) (Figure 5). Certaines glandes régulent anig la répartition des éléments chimiques
constitutifs de la cuticule et sont impliquées dessprocessus de communication chimique
(voir plus bas). On peut invoquer le nhombre de dgmsnexocrines, particulierement élevé
chez les insectes sociaux, dont environ deux tiatsété décrites chez les Formicidés qui
s’avere étre le seul groupe, chez les Hyménoptenesgux, dont la totalité des especes

connues sont eusociales obligatoires.

L’implication des hydrocarbures cuticulaires daes processus de reconnaissance a été mise
en évidence trés tot a travers des expériencesrdpartement chez les Formicidés. En 1999,
Lahav et coll. réalisent des tests de reconnaissadoniale en manipulant le profil
cuticulaire chezCataglyphis niger En appliquant des extraits de la fraction polawenon
polaire de la glande post-pharyngienne (GPP, woteld’individus issus d’'une colonie A
sur des individus issus d’une colonie B, les awtenesurent I'agressivité des individus issus

de la colonie B lors de la présentation des indisidu profil cuticulaire modifié.
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Figure 5. Représentation des principales glandes décrites lehfourmi. (D’aprés Billen & Morgan
[1998])).

lls constatent alors que les individus au profildifié déclenchent I'agressivité des membres
de leur propre colonie lorsque I'on leur a appliges extraits de la fraction non polaire de la
GPP d'individus étrangers a la colonie mais nos ke I'application extraits de la fraction
polaire. lls en concluent que la reconnaissancendle fait intervenir les hydrocarbures
cuticulaires qui sont les composants majoritaireslal fraction non polaire des éléments
cuticulaires. Il est important de souligner quezce niger, la GPP présente sensiblement la
méme composition en HCC que le profil cuticulaBeroker et coll. 1995).

Ce résultat a fortement dirigé I'attention surliggrocarbures comme composants principaux
responsables de la reconnaissance chez les fo(gmmgme chez les Hyménoptéeres sociaux
en général). De plus, en étudiant les interactammportementales entre individus chez les
fourmis, on constate généralement que les réactiongportementales des individus sont
systématiqguement précédées par un contact antennaiiqui suggere que les processus de
reconnaissance font intervenir des molécules péatilgo Brandstaetter et coll. (2008) ont
montré chez la fourmi charpentie@amponotusfloridanus que la discrimination entre
membres du nid et étrangers pouvait s'opérer sammcte de I'antenne jusqu’a une distance
de 1lcm chez cette espéce. Ce résultat suggere esuecomposés a lorigine de la
discrimination sont effectivement peu volatils.

On peut distinguer deux champs de recherche différdans I'étude des processus de
reconnaissance, bien que ces derniers soient iméme liés et complémentaires. Une
premiere voie a pour objectif de comprendre lesamiémes de traitement des composeés

pertinents pour aboutir & une réponse comporteneedtannée : ce domaine allie des études
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neurophysiologiques et éthologiques. La secondettas’attache a identifier les composés
du profil cuticulaire utilisés lors des processesréconnaissance. Ce domaine fait intervenir

des expériences intégrant I'écologie chimiqueéthblogie.

Il est important de remarquer que I'ensemble ddilpga hydrocarbures cuticulaires n’a pas
obligatoirement vocation informative. Chez les foig, le profil cuticulaire est composé
d’'un mélange, plus ou moins complexe, d’hydrocasburuticulaires de nature différente.
Ces derniers sont répartis en classes et en $é&nmaslogues différentes. La classe définit le
type de liaisons (double, simple ou triple) quntiées atomes de carbones ainsi que la nature
des groupements fonctionnels portés par ces at¢gnespement méthyle, éthyle...) et leur
nombre (mono-, di-, tri-méthyle...). Une série hongule constitue I'ensemble des composés
de méme nature différant dans la longueur de ldaine carbonée. Par exemple le
pentacosane (ns), 'hexacosane (n-4g) et 'heptacosane (n«%) font partie de la méme
série homologue tandis que le 3-méthylepentacogaMeCss), le 3-méthylehexacosane (3-
MeCze) et le 3-méthyleheptacosane (3-M@dont aussi partie d’'une méme série homologue
différente de la précédente.

Les hydrocarbures les plus simples soninladcanes, chaines hydrocarbonées linéaires dont
la nature chimique est déterminée uniquement pdaile (c’est-a-dire par le nombre de
carbones constituant la chaine). Ces alcanes pewwdir une méthylation sur un ou
plusieurs carbones (mono- ou poly-méthylalcanegmplacement du ou des groupements
meéthyles permet une multitude de combinaisons Bt dme grande quantité de molécules
tres différentes produites par une méme voie dsyhibése. Les alcanes méthylés sont les
composeés les plus représentés chez les fourmigésugisqu’ici (Martin & Drijfhout 2009),

et parmi eux les di-méthylalcanes sont extrémemaprésentés. Un deuxiéme grand groupe
d’hydrocarbures est formé par les chaines carba@aportant une a plusieurs insaturations
(doubles liaisons). En plus de 'emplacement deldable liaison qui amene une grande
diversité au sein de ce groupe, chaque molécukedesdeux configurations stéréochimiques
(Z ou E) qui représentent deux composés différents.

On considére le profil cuticulaire de maniére galeecomme I'ensemble des composés dont
la taille de la chaine hydrocarbonée comprend ams il carbones. En deca de cette taille,
les hydrocarbures sont considérés comme volatildere ne pouvant pas étre constitutifs de
la cuticule. Il nexiste pas de limite supérieuréaaaille des chaines hydrocarbonées si ce

n'est celle imposée par les équipements de détectassiques qui se situe généralement
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entre 35 et 40 carbones. Les nouvelles technig@®lappées ces dernieres années
(spectrométrie MALDI-TOF) ont permis de mettre efdénce des composés extrémement
lourds (générale insaturés) comportant jusqu'a d®anes (chez la fourmi coupeuse de
feuilles Atta colombica voir Cvaka et coll. [2006]); chez la fourmi charpentiére
Camponotus rufifemurvoir Menzel et coll. [2008]). Le role de tellesolacules dans la
communication reste a élucider.

Il est important de considérer la nature chimiquides contraintes de biosynthése des
hydrocarbures pour analyser leur réle informatiuri2 part car I'étude de ces composés est
en grande partie déterminée par leur identificatioa qui impligue gu’'une mauvaise
connaissance de la nature des composés entraeexr@urs dans I'identification des HCC
de la cuticule. D’autre part, I'identification da fonction des HCC passe généralement par
I'utilisation d’analyses multi-variées qui permettale ségréger des groupes d’individus sur
la base de leur profil cuticulaire. Cette premiétape permet d’isoler des composés candidats
selon le principe suivant: si les composésaxX, sélectionnés parmi I'ensemble des
composés du profil cuticulaire & X,), permettent de ségréger les groupes A et B, et qu
ces deux groupes different au niveau d’'un caradiegepar I'expérimentateur (appartenance
coloniale, age, sexe, ...), alors les composés a#lsctionnés peuvent étre liés a ce trait et
sont potentiellement utilisés par les individus mpaliscriminer entre des congéneres
possédant différentes valeurs du trait en question.

Du fait que les analyses multi-variées nécessgenvent un trées grand nombre d’individus
échantillonnés par rapport au nombre de composémiqgires utilisés, ces méthodes
apparaissent difficiles a mettre en place. van &Ane& D’Ettorre (2010) proposent une
méthode alternative pour déterminer de manierelsitep composés qui constituent de bons
candidats pour signaler une information biologigGes auteurs proposent de calculer un
DiagnosticPower (DP) permettant de déterminer la probabilité qu’'un pose indique une
différence entre différents groupes au sein d’uopufation. Cet indice évalue, pour un
composé donné, la variance de sa concentratiortitfia@u sein de I'échantillon total par
rapport a la variance (de la concentration/quantitéyenne au sein de chaque groupe. En
effet les auteurs soulignent qu’'un composé permiettie signaler I'appartenance a un
groupe, devrait étre plus variable entre les greupmnsidérés qu’'au sein d'un groupe lui-
méme. Dans ce contexte, une forte valeubD&e obtenue pour un composé donné, indique
gue ce composé présente les bonnes caractéristipuassignaler I'appartenance a un

groupe.
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Cependant ces méthodes restent corrélatives palkggihe prennent aucunement en compte
la capacité de perception des individus. Un compmesé constituer un bon candidat pour
indiquer un trait d’aprés sdDP et ne pas étre percu par les individus du faitatesence de
récepteurs appropriés.

La seconde étape consiste alors a conduire dessbais durant lesquels on manipule la
guantité des HCC candidats dans I'espoir de madidie maniere contrélée, la valeur du trait
étudié. Une difficulté repose dans la complexitépdofil cuticulaire produit par certaines
especes. La manipulation de ce profil nécessites atien identifier les différentes

composantes et d’étre en mesure de les synthééparément.

[1.B.2. Importance des classes d’'HCC

Les composeés constituant une méme série homolagiassus de processus de biosynthese
similaires, ce qui implique que leur concentratsant souvent corrélées dans les extraits
cuticulaires. En revanche, des hydrocarbures dsetadifférentes sont généralement issus de
processus de biosynthése différents et leurs ctratiems sont donc indépendantes. Cette
caractéristique est intéressante car elle permmthgtiquement d'utiliser différentes natures
de composés pour encoder différentes informatidol®diques. Par exemple des individus
dont les taches impliquent des environnementsréifté (intérieur ou extérieur du nid) vont
potentiellement avoir des profils cuticulaires éifints du fait de [linfluence de
'environnement sur certaines classes d’HCC (Wagtearoll. 2001). Il est alors nécessaire
gue la reconnaissance coloniale passe dans ce araglgs composés insensibles a
'environnement et donc tres certainement des cedmpal’une autre classe que ceux qui
varient avec les changements de milieu.

Les travaux de Martin, Drijtfhout et leurs collab@ars chez la fourmFormica exsecta
offrent un trés bel exemple des réles informatdmplémentaires joués par des composes de
classes différentedr. exsectapossede un profile en HCC relativement simple ausép
majoritairement d’'une série homologuendicanes (& — CGg) et d’'une autre série
homologue dh-alcénes (&3:1— G :1) comprenant une double liaison au carbone 9 (pasit
cis). Dans une premiére étude, les auteurs montrentegualcénes seuls sont impliqués dans
le processus de reconnaissance coloniale en sigathigtintégralité du profil en HCC et en
modifiant les proportions des différents alcénesatzanes avant de les présenter a des
ouvriéres pour observer leurs réactions (Martioadt 2008). De plus, les auteurs montrent

gue les alcanes et alcenes cheexsectgpossedent une production indépendante puisque les
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guantités des composeés appartenant aux deux clessest pas corrélées. Dans une seconde
étude, ils montrent que les alcanes, bien qu’ilsseevent pas dans le processus de
reconnaissance coloniale, sont spécifiques decteetaccomplie par les individus (Martin &
Drijfhout 2009b).

Cependant une étude antérieure sur la reconnaessanoniale chez la fourmiFormica
japonicamontre que chez cette espece l'association desedclinéaires et des alcenes est
nécessaire pour permettre le processus de receanaés (Akino et coll. 2004). Cependant,
dans cette étude, les auteurs synthétisent égaememofil artificiel mais ne fournissent pas
de comparaison entre les profils synthétisés epitesils naturels dd-. japonicus il n'est

donc pas possible de savoir si le profil recrédidste ou non a l'original.

II.C. Modele cognitif et processus de reconnaissance

[I.C.1. Comportement, reconnaissance et odeur coloniale

Plusieurs modeles ont été proposés pour expligaement les individus parviennent a
discriminer les membres de leur colonie par rappor intrus. La reconnaissance coloniale
(ou nestmate recognitignsera développée dans les lignes suivantes csir le'esystéme de
reconnaissance le plus étudié chez les fourmis’dtest tres certainement impliqué dans la
régulation de I'organisation sociale. En effetfaurnit une information relativement fiable
sur la proximité génétique des individus, une imfation nécessaire au maintien de
l'intégrité coloniale (deux individus issus d’'uneéme colonie ont en moyenne plus de
chance d’étre apparentés que deux individus issusobbnies différentes). En I'absence de
possibilité d’opérer de la discrimination d’appaém(lakin recognitionn’a pas été mise en
évidence de maniére générale chez les fourmis, woaisdannonen & Sundstrom [2003]) la
nestmate recognitiopeut apparaitre comme une alternative satisfasant

Le modele qui semble aujourd’hui faire consenstusealsi de la Gestalt : les individus d’'une
méme colonie produisent une odeur coloniale enrggeant leurs hydrocarbures individuels,
soit passivement par simple contact, soit activémanle biais de trophallaxies (échange de
nourriture liquide) et/ou de toilettes prodiguéd’autres individus du nid. La glande post-
pharyngienne (GPP), située en arriere de la cagsydbalique, joue un rdle prépondérant
dans ces échanges du fait qu'elle stocke les hgdmoces exogénes et endogenes et
communique avec le tube digestif et donc peut prenéincorporation d’hydrocarbures lors
d’échanges de nourriture de méme que I'éliminatiencomposés indésirables. Il a été
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montré que la composition en hydrocarbures de IR @8 trés proche de celle de 'odeur
coloniale. En effet, la composition du profil cutigire est hétérogene entre les différentes
parties du corps d’'un individu (Lenoir et coll. Z)@Vang et coll. 2016). Seulement, par des
nettoyages permanents et/ou des trophallaxiestilesant les HCC stockés dans sa GPP, un
individu met a jour constamment sa propre odeypagticipe a la diffusion de cette odeur
chez les membres de son nid. L’odeur colonialéndisiencée : par I'alimentation et le milieu
de vie d’'une colonie mais aussi par les variatiofismes mais nhombreuses apportées par la
naissance de nouveaux individus. L’'odeur d'un imilivsemble étre soumise au génotype de
celui-ci en partie et donc chaque nouvel individatdbue a modifier 'odeur coloniale. Chez
certaines especes, en particulier les especesle®rolonies comprennent plusieurs nids
séparés (on parle de polydomie), lorsque les ntasselivrieres émergent de leur pupe, elles
sont transportées par d’autres ouvrieres maturasvars I'ensemble de la colonie pour
faciliter 'acquisition passive par contact de kadt coloniale (Dahbi et coll. 1997).

A l'inverse, un individu qui reste isolé de sa ao®voit son profil en hydrocarbures changer
en quelques jours et retrouve son odeur individuglbgressivement. Si l'isolation est courte
(quelques jours), lors de son retour dans la celdmndividu recoit de nombreux toilettages
par les membres de sa colonie. Si l'isolation ég$ pongue, les membres de la colonie
peuvent se comporter agressivement avec I'indiigdié et I'éjecter du nid (Boulay et coll.
2000).

Ce phénomene illustre le fonctionnement du procedsueconnaissance coloniale par lequel
les ouvrieres reconnaissent les membres de leurUmdndividu est accepté s'il porte les
indices coloniaux spécifiques d’'un nid, dans le castraire, il est agressé et/ou transporté
hors du nid. Chaque espéce posséde un profil emodeudbures qui lui est propre et
généralement celui-ci varie quantitativement efdgedifférentes colonies, c’'est-a-dire que
tous les individus au sein d'une espéce possedEntniémes hydrocarbures avec des
variations de quantité entre les colonies (voirsphas). La GPP est I'organe principal
permettant a chaque individu de « mettre a joust repre odeur pour que celle-ci soit en
accord avec I'odeur des membres du nid. En 199&n@¢é et coll. 1995) montrent par des
expériences de tracage radioactif d’hydrocarbuuesogs derniers sont transférés a la GPP et

a I'ensemble de la cuticule par des trophallaxietes toilettages entre individus.
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Seuil de tolérance - Erreur de rejet (type 1)
é_—_-

o

- Erreur d’acceptation (type Il)

(112)
—>

Individusaméliorant la
valeur adaptative
(membrgs de la colenie)

Fréquence

Dissimilarité entre le femplate interne
et les indices percus

Figure 6. Systéme de reconnaissance coloniale et son éwolsélon Reeve (1989). Un individu dit

« acteur » (celui qui effectue I'acte de reconraise) posséde un seuil de reconnaissance (ligne
pointillée) qui délimite I'espace des indices deoraissance en deux zones : une zone d’acceptation
(a gauche) et une zone de rejet (a droite). Ennoréles sont représentées les fréquences des diféren
indices (ou ensemble d’indices) de reconnaissanderection de leur dissimilarité avec template
interne de l'individu acteur. La distribution vemtegroupe les individus qui augmentent la valeur
adaptative de I'acteur si celui-ci les accepte igde la distribution orange regroupe les indisidu
gui diminuent la valeur adaptative de l'acteur slucci les accepte. L'acceptation d'un individu
dépend de la dissimilarité entre les indices demeaissances qu'il porte et le template interne de
l'individu acteur et surtout du seuil de tolérartmece dernier. Si, comme sur la présente figuee, le
distributions des individus désirables (en vert)netésirables (en orange) se recoupent (c'este-dir
gue certains indices de reconnaissance sont parpegédifférentes colonies) alors l'individu acteur
peut faire des erreurs de reconnaissance et accesténdividus indésirables (erreur d’acceptaéon
gris) ou rejeter des individus désirables (erredesrejet en rouge). L'évolution du systeme de
reconnaissance va alors se faire selon un compreniie ces deux types d’erreurs en fonction du
contexte général dans lequel se trouve lindividuear. Selon ce contexte (environnemental,
ontogénique, génétique...), les pressions évolutiees provoquer soit une spécialisation des indices
de reconnaissance en fonction des coloni®s ¢$oit une modification de [lintégration des
dissimilarités entre indices tgmplateinterne @) (dans les deux cas les distributions verte etgea
s’éloignent I'une de l'autre), soit une plus gramestrictivité dans le seuil de tolérance de I'eci®)

(déplacement du seuil vers la gauche). (Modifi@pa Reeve [1989] et Sherman et coll. [2007]).
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Le modéle de la Gestalt implique que les individogent en mesure de comparer I'odeur
coloniale dont ils portent une représentation musmoins fidéle, a I'odeur d’un individu
rencontré, en vue de déterminer s'il appartienewr Icolonie. Plusieurs modéles ont été
proposés pour expliquer ce phénomeéne. L’hypothéseipale qui est faite est que chaque
individu (chez les ouvrieres majoritairement) polesait un « modele cognitif stefmplate
représentant I'odeur coloniale auquel est compéaydeur de I'individu rencontré.

Plusieurs hypotheses ont été proposées pour egplmpmment une ouvriére focale choisit
d’accepter ou de refuser un individu au sein dedanie en fonction des informations
chimiques portées par cet individu et thmplateinterne représentant I'odeur coloniale
stocké en mémoire par l'ouvriere focale. Plus lasithnilarité entre I'odeur percue par
'ouvriere et letemplateinterne qu’elle possede est grande, plus la pibitéalde rejeter
l'individu sera forte. Reeve (1989) propose un Isdaitolérance plastique défini a partir de
cette méme dissimilarité¢ qui prend en compte lesséquences en matiere de valeur

adaptative du choix d’accepter ou de refuser uiviida (Figure 6).

A partir de cette conceptualisation du systemeedennaissance coloniale par Reeve, deux
modeles ont été adaptés : le modeesirable-presenet le modeldJndesirable-absengui
définisse chacun un type particulier de percepdies indices (Sherman et coll. 1997). Dans
le modéle Desirable-present(= D-presen}, l'individu focal (ou acteur) se base sur la
présence d’'indices chimiques caractéristiques deokmie pour accepter ou non un autre
individu : si I'individu rencontré possede ces oel, I'individu focal I'acceptera comme
membre de sa colonie, dans le cas contraire, ikjlettera. Dans le modéldndesirable
absent(= U-abseny}, l'individu focal se base sur I'absence d’indiasmiques inconnus (ou
indésirables) pour accepter ou non un autre indivisi I'individu rencontré ne possede pas
ces indices inconnus, I'individu focal I'accept@@mme membre de sa colonie, dans le cas
contraire, il le rejettera. Chacun de ces deux esdgefinisse un seuil de tolérance différent
pour I'individu focal : dans le cas du mod&epresent I'individu a tendance a accepter des
individus a tort (i.e. accepter des étrangers) itaggie dans le cas du modéaleabsent
individu focal a tendance a rejeter des individugdort (i.e. rejeter des membres de sa
colonie).

van Zweden & D’Ettorre (2010) se sont inspirés éasdes réalisées sur la perception
d’'odeur par le systeme périphérique chez la foysmir proposer un nouveau modeéle de

reconnaissance qui reprend les notions d’'indicesalies et indésirables abordées plus haut.
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Les auteurs proposent un modé&ladesirable-presengui régit la prise de décision d'un
individu acteur d’accepter ou non un autre indiviQe modele est basé principalement sur
deux expériences antérieures qui suggerent qdedasis (ou du moins les modeéles étudiés)
ne réagissent qu’en présence d’individus étran@@uerrieri et coll. 2009; Ozaki et coll.
2005). L’'hypothese qui est faite est que les irttligi possedent une désensibilisation a leur
odeur coloniale et ainsi ne réagissent pas lorsgoércoivent cette odeur. D’un point de vue
neural, les auteurs font I'hypothese que les inldisine possedent pas de récepteur a I'odeur
coloniale du fait d’'une désensibilisation ou biamredes lobes antennaires sont habitués a
cette odeur et gu’elle ne déclenche donc pas derpdiactivité des neurones dans cette zone
(voir plus bas).

Une des caractéristiques principales de la recesaace chez les fourmis est qu'elle est
difficile a estimer car la réponse comportemenégetres variable entre les individus d’'une
méme colonie. A la variabilité interindividuelléagute la part de variation due au contexte,
gui modifie la réponse comportementale d’'un méndévidu en fonction de la situation dans
laquelle il se trouve. Reeve (1989), dans son neodélseuil de tolérance adaptatif, évoque
cette particularité en mettant en avant le caraatécessairement contexte-dépendant de ce
seuil. Les modalités de reconnaissance sont déptwda la fois de l'individu, de son age, de
son expérience sociale et du contexte dans ledjus# trouve (Roulston et coll. 2003).
Généralement, I'absence de réaction agonistiquaed'ouvriére vis-a-vis d'un individu
étranger est considérée comme I'échec du procadsuseconnaissance or ce n’'est pas
forcément le cas (il est difficile de I'affirmer wome de l'infirmer).

Newey (2011) propose un modéle permettant d’enriehide dépasser cette vision d’un
modele général s'appliquant a I'identique entredg&rents membres d’'une méme colonie.
Lors de travaux antérieurs sur le systeme de regssence coloniale de la fourmi
Oecophylla smaragdindNewey et coll. (2010) adoptent une approche iddizcentrée plutot
gue I'approche classique colonie-centrée. Celapeumet de conclure que la variabilité dans
la réponse comportementale d’individus d'une méronie confrontés a un individu
étranger constitue une caractéristique inhérente sgstéeme de reconnaissanceOd’
smaragdinaet non pas une variabilité dans la capacité denreissance coloniale des
individus. Les auteurs concluent de ce résultat pseindividus d’'une méme colonie
pourraient ajuster leur réponse comportementale pas en fonction d'un « modeéle
cognitif » commun a la colonie (issu de la Gestald)s en fonction d'un « template » interne

spécifique a chaque membre de la colonie. Ce modéleloppé théoriquement dans Newey
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(2011) propose que cetemplate» interne soit caractérisé par deux odeurs : lodeloniale
propre a I'ensemble des individus d’'une méme celatil'odeur individuelle spécifique a
chaque individu. Ces deux odeurs permettent dectéaiser une zone de tolérance (dans
'espace des odeurs propre a une population dooré® par le mélange complexe de
molécules cuticulaires) pour chaque individu. Tdas individus d’'une méme colonie
partagent donc une caractéristique commune quiogstur coloniale, cependant chacun des
individus possédera une zone de tolérance différeutfait de leur odeur individuelle. Tout
individu, représenté dans l'espace des odeursjtsans dans cette zone de tolérance est
considéré comme un membre de la colonie tandistjuge situe en dehors de cette zone |l
sera agresseé proportionnellement a la distancke géipare de cette zone de tolérance (Figure
7). Ce modele permet de décrire la variabilité danéponse comportementale de différentes
ouvrieres d’'une méme colonie confrontées a un mémmes. Il a été testé che®d.
smaragdinapar Newey et coll. (2010) et par Sturgis & GordaA12a)che?ogonomyrmex
barbatus Malheureusement, les résultats de ces dernierpen@ettent pas de conclure
clairement sur l'adéquation du modéle de Newey aee@rocessus de reconnaissance
coloniale che®. barbatus

Un modele similaire a été proposé par Esponda &@o1(2015) qui prend en compte la
variabilité dans la réponse des individus issus©i@’'méme colonie. Ce modele ressemble a
celui de Newey dans le sens ou les individus d'é@men nid vont collectivement déterminer
la réponse coloniale vis-a-vis d'un individu étrangDans ce modele, chaque individu
possede non pas templateinterne mais une frontiére individuelle séparastiembres du
nid des non-membres du nid. Cette frontiere eshi@epar une fonction qui accorde une
valeur a chaque composante du profil chimique (dansas deP. barbatus les auteurs
proposent d'utiliser le profil en HCC) : en fonctide la série de valeurs obtenues, I'individu
compare le résultat de la fonction a un seuil iiligl et réagit agressivement ou non en
fonction du résultat de cette comparaison. Ce mgecens’inspire du fonctionnement des
récepteurs olfactifs du systeme nerveux périphériui recoivent et transforment en signal
électrigue séparément chacune des composante®fillichimique. Le processus par lequel
la fonction décrite ci-dessus accorde des valeuss différentes composantes du profil
chimique est dépendant de I'expérience de vie @guh individu : ses rencontres avec des

membres et non-membres de sa colonie et les ititara@vec eux.
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Figure 7. Représentation théorique thmplatesous forme d’un vecteur. L'espace représenté dépei
une réduction en deux dimensions de I'espace dlfgéhéré par le bouquet d’odeurs spécifique a
'espéce Qecophylla smaragdinaQ représente I'odeur coloniale partagée par levidds A et A

tandisw: etw, représentent leurs odeurs « innées » respectigedeux ellipsoides qui entourent les

vecteursQwl et Qw2 représentent les zones de tolérance des individust A: si I'odeur d’'un
congénére se situe dans la zone de tolérancendévidu A, alors il sera traité comme un individu
appartenant & la méme colonie par 'individu lAet b représentent deux individus appartenant & une
colonie différente au sein de la méme populati@nniveau d’agression exprimé par un individleA
I'encontre d’un étranger est proportionnel au sagrpeintillé partant de la surface de I'ellipse e

a l'individu A et se terminant au niveau de la position de Riittli étranger dans I'espace des odeurs.
(D’aprés Newey [2011]).

L’ensemble des intersections formées par les ®ogsi individuelles des membres d’'une
méme colonie définit la réaction a I'échelle coldaia un individu étranger donné. Ainsi,
'ensemble des réponses individuelles permet diabtee réponse collective a I'échelle du
nid.

Un avantage de ce type de modele soulevé par tesratest qu’il ne nécessite pas de définir
I'odeur coloniale d’un nid qui représente une notmnbigie. Ce modele permet de décrire le
systeme de reconnaissance cRebarbatus en revanche, comme le soulignent les auteurs,
sa validité en tant que mécanisme général ne pétneavalidée qu’en testant son application

a différentes espéces. La difficulté de trouvematele de reconnaissance qui soit applicable
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a une majorité d’especes semble une tache diffiiléait des variations entre colonies, entre
populations et entre espéces mais aussi a causeadatons dans l'agressivité liees au
contexte (Roulston et coll. 2003; Sturgis & Gord@fi2a).

Les deux principales questions que souleve la natl@« modéle cognitif » sont : d’une part,
la nature d’'un tel modele et d’autre part ou estlgte cette information dans le systeme
nerveux d'une fourmi. La neurophysiologie permedpgiorter des pistes de réponse a de

telles questions.

[1.C.2. Bases neurophysiologiques de la reconnaissanceial@o

En 2005, une étude d’'Ozaki et coll. propose queetmnnaissance coloniale s’effectue au
niveau du systeme nerveux peériphérique et que deridiination entre membres et non-
membres de la colonie s’effectue directement asanivdes sensilles de I'antenne. L'équipe
japonaise enregistre chez des ouvriere€amponotus japonicuses potentiels d’actions/de
champs au niveau d'une sensille et montrent quke-celn’émet aucune réponse a la
présentation du profil en HCC provenant d’individobemocoloniaux mais répond a la
présentation du profil en HCC d’individus hétéraxvhux. Les auteurs concluent que cette
sensille pourrait étre impliquée dans la discrirtioraentre membres et non-membres de la
colonie par un individu.

En 2011, Brandstaetter et coll. tentent de confirce résultat en observant le schéma
d’activation des neurones du lobe antennaire lersadprésentation de profils en HCC de
membres et non-membres de la colonie chez desévesrdeCamponotus floridanudls
trouvent que les deux types de profils entrainess schémas d’activité neuronale dans le
lobe antennaire, ce qui prouve que les HCC homaé@a déclenchent bien une réponse et
gue les ouvriéres ne sont pas anosmiques a I'atkeleur propre colonie. En revanche, les
auteurs montrent qu’il est impossible de discrimispatialement les patrons d’activité
neuronaux entre ceux évoqués par des HCC homoaobordt ceux évoqués par des HCC
hétérocoloniaux. lls suggérent que la discrimimafourrait provenir de patrons temporels
subtils ou d’'un autre type de codage non mis etleédie dans leur étude.

Une étude de Leonhardt et coll. (2007) a considénaént amélioré notre compréhension de
la formation du « modéle cognitif » représentagifiddeur colonial. Les auteurs ont appliqué
sur les antennes d’ouvriéres @efloridanus des extraits de GPP homo- ou hétérocoloniaux
gu’ils ont laissé incuber dans un groupe 2 heurekes un autre groupe 15 heures avant de

réaliser des rencontres avec des individus homohéigrocoloniaux. L’objectif était de
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déterminer le laps de temps nécessaire aux individanipulés pour altérer leur agressivité
basale dirigée envers les ouvrieres hétérocolaademaniére a savoir en combien de temps
se reformait le « modeéle cognitif interne ». Leexpériences montrent que I'agressivité des
individus manipulés est inchangée par rapport & dels contrdles (individus non manipulés)
mais aprés 15 heures d’'incubation, I'agressivitéeesles individus hétérocoloniaux diminue
et celle envers les individus homocoloniaux restihangeée (faible). Ces résultats suggerent
gue la reconfiguration du « modele cognitif » estprocessus lent et donc les auteurs en
concluent que ce processus doit faire intervesirckntres nerveux supérieurs plutdt que les

récepteurs olfactifs du systeme nerveux périphériqu

[I.D. Informations sur statuts reproducteur et de fertilité

Mise a part la reconnaissance coloniale, qui peangtcolonies de conserver leur intégrité
vis-a-vis d’intrus, une autre information primordiapermet le maintien des sociétés
d’insectes : celle relative a la présence de leeagaproductrice. Il est nécessaire pour chaque
individu de savoir déterminer qui se reproduit ainsle sa colonie. Cela est d’autant plus
vrai pour les especes chez lesquelles la casteeoena conserver la capacité a pondre des
ceufs et méme parfois celle de copuler avec dessnfdte synthése de ce phénomene est
disponible dans Peeters [1991]). Les principalesstions qui restent relativement ouvertes a
I'heure actuelle sont de savoir si les reines pis®iu des signaux pour indiquer leur présence
et leur fertilité aux ouvriéeres et si ces signaomt$onnétes (i.e. s’ils refletent le véritablet éta
de fertilité de la reine) ou s’ils ont pour objécte manipuler les ouvriéres pour augmenter la
valeur adaptative de la reine. Une derniere questgi également de savoir si ces signaux

sont conservés chez les Formicidés ou méme chélylagnoptéres eusociaux en général.

[1.D.1. Fertilité, agressivité et hydrocarbures cuticukire

I1.D.1.1 La reproduction chez les ouvriéres et le comportérde policing

Chez les hyménopteres, le développement ovarieléedtdes changements plus ou moins

importants du profil en HCC. Ce phénomeéne a ététraarhez les fourmis (Liebig 2010;

Monnin 2006), les guépes polistes (I1zzo et colll@Cet les abeilles (Mélipones : Nunes et

coll. [2010]). Chez les fourmis, on constate unpontante diversité dans le type d’individus

assurant la reproduction. Certaines especes agasteeé des caractéristiques ancestrales,
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les ouvrieres sont toutes capables de s’accouplde @ondre des ceufs viables tandis que
dans d’autres taxons, les ouvriéres ont perdu &sipitité de pondre (méme des ceufs non
fécondés) au profit de reines dont la productiggéextrémement élevée.

Chez les Ponérines, les ouvrieres ont conservadacité de se reproduire et méme, parfois,
de copuler avec un male (Peeters 1991). Parmi setigfamille, on trouve des especes sans
reine (i.e. qu’il 'y a pas d’individu reproductemnmorphologiquement spécialisé), la femelle
reproductrice étant alors une des ouvrieres deolanie qui a réussi a monopoliser la
reproduction a l'issue de combats ritualisés engaigtout ou partie des individus du nid.
Chez ces especes, les conflits intra-coloniaux sopbrtants du fait que chaque ouvriere
peut potentiellement assurer la production de netlee femelles si elle se reproduit.

La dynamique du changement du profii en HCC en bBeec l'acquisition du statut
reproducteur a été abondamment étudiée chez cesessm@insi que le lien entre I'agressivité
et le développement ovarien des ouvrieres. Par ghegenchezDinoponera quadriceps
lacquisition du statut reproducteur s’accompagnene augmentation significative
(doublement) de la quantité relative de 9-hentrnié@oe (9-MeG: 1) (Peeters et coll. 1999).
Cet alcane ramifié est I'un des composés les mpsésentés sur la cuticule des individus
fertiles tandis qu’il est quasi-inexistant chez iledividus non fertiles. Chez cette espeéce, les
ouvriéres forment une hiérarchie de dominance girgsire ou seul I'individu de plus haut
rang (appelé I'alpha) produit la majorité du couvdtn plus de I'alpha, d’autres individus de
haut rang peuvent espérer accéder a la reprodulctieque I'alpha meurt. Généralement,
individu qui devient I'alpha dans la hiérarchistd'individu beta (juste en dessous dans la
hiérarchie). A la mort de I'ancien alpha, l'individbeta devient extrémement agressif envers
toutes les autres ouvrieres et commence a acquénrofil en hydrocarbures cuticulaires
caractéristique des individus reproducteurs. Ld#vidus alpha possédent une concentration
importante en 9-Meg ., qu’ils se soient reproduits ou non, ce qui Ssugggre ce composeé
pourrait signaler le statut de fertilité plutét guelui d’appariement. D’autre part, les alphas
pondent plus que les autres ouvriéres de hautetiegnnibalisent les ceufs pondus par ces
derniéres de maniére quasi-systématique (Monnie&d?s 1997).

Chez la fourmiDiacamma ceylonend@onérine), une autre espece de fourmi sans raine,
fonction reproductrice est déterminée par la présede deux appendices thoraciques,
appelés les « gemmae ». Seul I'individu alpha awesees appendices et mutile 'ensemble
des ouvriéres a leur naissance en leur coupamel@snae. L'ablation des gemmae entraine

chez ces ouvriéres I'impossibilité de s’accoupleecaun male et donc I'impossibilité de
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produire des ceufs diploides. L'ouvriere qui se adpit avec un male (on parle de
gamergatg et assure la reproduction du nid possede unatsignchimique qui differe de
celle des ouvrieres qui ne pondent pas. Cette tsighahimique n’est pas due a la présence
des gemmae mais les auteurs ne précisent pastsitlg d’'insémination de l'individu a une
influence sur la chimie cuticulaire (cependant,stdter Cuvillier-hot et coll. [2002]). Les
ouvrieres qui pondent des ceufs non fertilisés plesgéun profil intermédiaire entre le
gamergateet les ouvriéres stériles (qui ne pondent pagmPkes composés qui différent
entre les individus fertiles et non fertiles on uwe différents mono-méthyles
(méthylpentacosane, méthylheptacosane) en-aitane (le nonacosane) (Cuvillier-Hot et
coll. 2001). La seule phase d’agression cbéacammaceylonenseconstitue la période
durant laquelle urgamergatemeurt. A ce moment, la premiére ouvriere qui édetson
cocon, du fait qu’elle conserve ses gemmae, delgenbuvealgamergate(Cuvillier-hot et
coll. 2002). On observe une corrélation entre letidppement ovarien de ce nouvel individu
reproducteur et la diminution progressive de soresgijvité. Les auteurs suggerent que la
division du travail reproductif est sous-tendue ra stade précoce par l'agressivité des
ouvrieres de haut rang qui entrent en compétitioar ppbtenir le statut de reproducteur
unique du nid. Une fois qu’un individu est parvenobtenir ce statut, le développement de
ses ovaires modifie sa signature chimique qui meliglors le statut d’individu reproducteur.
A ce stade, 'agressivité décroit et la division tdavail repose ensuite sur le signalement
chimique de la présence d’'gamergate

La dynamique de l'agressivité durant la phase daplacement d'un reproducteur a
egalement été étudiée chez la fouBdriamptogenystriatula (Ponérine), une autre espece
chez laquelle la présence d’'une ou plusieurs r€gnesens morphologique) est facultative et
ou la reproduction est généralement assurée pau ytusieurggamergategouvriéres qui se
sont accouplées avec des males) (Blatrix & Jaisx@®0). ChezG. striatulg la phase
d’agressivité et les comportements de dominancedarremplacement du ou des individus
reproducteurs est trés limitée et n'apparait qusglee deux ouvrieres de haut rang posséedent
une fertilité équivalente (Lommelen et coll. 20103s auteurs de cette étude constatent que 4
diméthylalcanes (les 3,13- et 3,15-diméthylpentaidndriacontane) et un triméthylalcane
(3,11,15-triméthylheptatriacontane) sont présemisjuement chez les individus fertiles et
correlent avec l'activité de ponte actuelle dediindu. De plus, leurs résultats montrent que
ces composés ne permettent pas de déterminer tiet stappariement, comme c’est

certainement le cas aussi chemcammaceylonensgCuvillier-hot et coll. [2002], page
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1298, 84 et 85). Le signal de fertilité serait domcindicateur de la productivité réelle d’'un
gamergatece qui représente une information vitale pour tpseindividus stériles du nid
retiennent leur propre reproduction.

On trouve de méme une organisation en hiérarchi€aiie d’'ouvrieres chez la fourmi
Streblognatugpetersi(Cuvillier-Hot et coll. 2004; Cuvillier-Hot et cbl2005). Les individus
reproducteurs posseédent une signature chimiquéreliffe de celle des individus qui ne
pondent pas. D’autre part, le développement d’ugeature atypique indiquant le statut
reproducteur est détectable dés 48 heures ap@isition de la fonction dgamergate
chezS. petersi En effet, lorsque I'on isole l'individu alpha d& colonie, les individus de
haut rang s’engagent dans des interactions agqumestipour obtenir la position d’alpha et
généralement l'individu beta obtient cette posit{@uuvillier-Hot et coll. 2004). Si I'ancien
individu alpha est replacé dans sa colonie, seddarhps qu'il a passé en isolation, le nouvel
alpha (i.e. I'ancien beta) aura eu le temps d’aggu signature chimique caractéristique
d’un individu reproducteur (i.e. environ 48 heuddsolation de I'ancien alpha). Si c’est le
cas, le nouvel alpha est attaqué par I'ancien alpghaetour qui reconnait une signature
d’'individu fertile et donc de reproducteur. Si leuvel alpha n'a pas eu le temps de
développer cette signature chimique caractéristigigamergate alors I'ancien alpha ne
'attaque pas mais les ouvrieres du nid (non &sjilimmobilisent le nouvel alpha ce qui a
pour conséquence de bloquer son développementeavai le nouvel alpha a développer
une signature dgamergate dans la plupart des cas, les ouvrieres immohiligancien
alpha. Ce résultat suggere que les ouvrieres smpdabtes de reconnaitre précisément le
niveau de fertilité d’un individu et sont en chadye maintien de la monogynie, c’est-a-dire
gu’elles s’empéchent mutuellement de se reprodorsgju’'ungamergateest présent dans le
nid. Ce phénomeéne (contrble mutuel de la reprodugbar les ouvriéres) est répandu chez
les fourmis et est appelé comportemenpdkcing.

Le policing est défini par deux comportements distincts narusis : les ouvrieres exercant
le policing peuvent soit cannibaliser les ceufs pondus parouneiere en présence d'un
individu reproducteur et/ou elles peuvent agrepbgsiquement cette ouvriére (souvent une
immobilisation pouvant durer jusqu’a plusieurs les)r L'occurrence de ce comportement
peut s’expliquer par la structure génétique deolarge (théorie de l&in selection) ou bien
par le colt associé a la présence d’un trop grantbre d’'individus reproducteurs au sein du
nid (du fait qu’un individu reproducteur n’accontpgiénéralement aucune autre tache que la

production de couvain). Si une grande majorité @uwes se reproduisent au sein d’'une
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méme colonie, alors cela a pour effet de réduirgdetion d’individus alloués au soin du
couvain et d’entrainer simultanément une augmentate la quantité de couvain dont il faut
assurer |'élevage (Wilson 1974).

En fonction de la structure génétique de la col@tiselon la théorie de kan selection on
peut prédire que les ouvriéres devraient favorisenaintien de leur mere plutét que celui
d’'une de leurs sceurs comme reproducteur de laieol&m effet, sous I'hnypothese d’'une
colonie monogyne monoandre (ce qui semble étredeshez plusieurs espéces de fourmis
sans reine) tandis qu’'une meére produit, du pointuded’une ouvriére focale, principalement
des sceurs (r = coefficient de parenté moyen = Quft® sceur produit (toujours du point de
vue d’une ouvriére focale) des niéces uniquement)(25¥.

Chez la fourmHarpegnathosaltator (Ponérine), la présence de la reine (seul indiiidi)

est nécessaire uniqguement lors de la phase detiomdzar les ouvriéres, qui peuvent se
reproduire, ne sont pas capables de fonder uneetiewsolonie. Lorsque la reine meurt, elle
est remplacée par dgamergatesjui possedent une activité de ponte de moitigigliée a
celle de la reine (Peeters et coll. 2000) (voirurég9). Si des ouvriéres sont séparées des
individus reproducteurs de leur colonie, elles sstemt a développer leurs ovaires et leur
profil en hydrocarbures cuticulaires change pouragher celui caractéristique des individus
possédant une activité de ponte. La signature doienides individus qui pondent est
reconnaissable du fait d’'une augmentation des H@R@gue chaine (> 31 carbones) et de la
présence de 13,23-diméthylheptatriacontane (13)8«k;), absent chez les individus ne
pondant pas (Liebig et coll. 2000). Il est impottda noter que les reines qui ne pondent pas
ont un profil similaire a celui des ouvrieres (Ligket coll. 2000). Lorsqu’un individu ayant
initié une activité reproductrice est replacé dsasolonie, il est rapidement attaqué par les
ouvriéres qui expriment un comportement typiquepdicing qui consiste a sauter sur la
victime et la saisir entre ses mandibules (panbtusieurs heures) (Liebig et coll. 2000). Ce
comportement déclenche un arrét du développemeatieov chez l'individu policé qui
régresse vers un état stérile. Le profil en HC@edifie alors a nouveau pour retranscrire le
nouvel état de stérilité (la modification se faitquelques semaines) (Liebig et coll. 1999).
Dreier et coll. (2007) ont montré gu’il existe usgpécialisation des ouvrieres dans le
comportement depolicing chez Neoponerainversa Au sein du genreNeoponera les
ouvriéres ne possedent pas de spermathéque (aigasteckage du sperme) et de ce fait ne
peuvent se reproduire. Cependant elles pondentoaids non fertilisés et établissent des

§ Encore une fois, il n’est pas fait état de la piiibn de méales qui modifie les résultats repatiés
48



INTRODUCTION

hiérarchies de dominance dont les individus de plkust rang sont généralement les plus
fertiles. En présence de la reine, les ouvriereseneeproduisent généralement pas mais
certains individus peuvent occasionnellement déo leurs ovaires et pondre des males.
Des lors que les changements liés a l'activité agpetive sont percus par les autres
ouvriéres, ces individus sont alors policés etderufs sont détruits. D’Ettorre et coll. (2004)
ont montré ched. inversaque les ceufs pondus par une ouvriere differerdede pondus
par la reine et peuvent étre détectés par les énegrieffectuant lepolicing via des
hydrocarbures cuticulaires différents. D’autre p&rteier et coll. (2007) ont eux mis en
evidence chez la méme espéce qu'’il existe une ajg&tion des ouvrieres dans la tache de
policing et que tous les individus stériles de la coloryeparticipent pas équitablement. De
méme, les auteurs montrent que les ouvrieres digéeia dans Igolicing n'ont jamais
d’ovaires développés ce qui implique que cet aeteanstitue pas un comportement égoiste
visant a garantir le monopole de la reproductian’pavriere qui I'effectue.

Il est important de noter que le comportementpdicing n'est pas restreint aux espéces
basales d’'un point de vu phylogénétique. En effezomportement s’exprime chez toutes les
especes chez lesquelles les ouvrieres ont consareapacité de pondre (des ceufs non
fertilisés pour la plupart).

Par exemple, le comportement plalicing a été étudié chez les fourmis du geRoemica,
considérées comme hautement eusociales. Helant8néstrom (2007b) ont montré que la
proportion d’ceufs produit par des ouvrieres au deige groupe est importante ce qui justifie
la présence de mécanismes de restreinte de ladregti@n chez ces ouvrieres. Parmi 9
especes étudiées, les ouvrieres de 7 especes g@oddes ceufs viables (i.e. se développant
en larves) au laboratoire, en présence ou en absknceine. Parmi les échantillons collectés
au sein de colonies sur le terrain, chez 5 espeaeni les 7 étudiées, une proportion non
négligeable d’ceufs (de 0.5 a 27% des ceufs collesEs révélée étre issue d’ouvrieres.

Par ailleurs, dans une étude précédente (Hela&t&andstrom, 2007a), les mémes auteurs
montrent que le comportement plelicing chezFormica fuscalune des espéeces étudiée dans
Helantera & Sundstrdom [2007b]) consiste a canrsbalies ceufs produits par d’autres
ouvrieres du méme nid. Chéz fusca les individus développant leurs ovaires en présen
d’'une reine ne sont que trés rarement attaqudepautres ouvrieres du nid.
ChezAphaenogastecockerelli une espéce de la sous-famille des Myrmicinespussiéres
ont un fort potentiel reproducteur et se mettemtoadre aprés deux semaines passées en

isolement de leur reine (Smith et coll. 2008). Cainement auXrormica, les ouvrieres @.
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cockerelline sont pas capables de discriminer les ceufs pguatula reine de ceux pondus
par des ouvrieres car le profil en hydrocarburdgualaires est trés similaire pour ces deux
catégories d’ceufs (Smith et coll. 2008). En revandbs ouvriéres qui produisent des ceufs
(i.e. les ouvrieres reproductives) possedent ufilpgn hydrocarbures intermédiaire entre
celui des ouvrieres stériles et celui des reines fertiles. Les ouvrieres reproductives sont
ainsi reconnues et agressées par les individusjpaat lepolicing (Smith et coll. 2008, 2009

et 2011). En particulier, les ouvrieres reprodwegivdifferent dans leur profil en
hydrocarbures par la présence de pentacosane (G@#Bposé caractéristique des individus
fertiles, qui est strictement absent chez les éuvesi stériles (Smith et coll. 2008; Smith et
coll. 2009). Smith et coll. (2009) appliqguent cenpmsé de maniére topique sur des ouvrieres
stériles qu’ils replacent ensuite dans leur colodiierigine en présence de la reine. lIs
observent que les ouvriéres au profil manipulé ivegt la méme quantité d’agression que
des ouvrieres reproductives. Ce résultat montre lgaeouvrieres pratiquant lpolicing
utilisent les hydrocarbures cuticulaires pour re@dine les individus qui se reproduisent au
sein de la colonie et qu'un composé cuticulaireaci#@ristique de I'état de fertilité est
suffisant pour déclencher ce comportement.

Enfin, de récents travaux sur la discrimination de®g)s au sein de hiérarchies reproductives
chez des ouvrieres deeoponeraapicalis suggerent fortement que les ouvrieres puissent
utiliser également la quantité de certains hyditmwaas comme un signal fiable du rang social
et du développement ovarien d’'un individu (Yagowetdcoll. 2014). Les auteurs de ces
travaux montrent en effet que les ouvrieres de feng sont capables de discriminer d’autres
ouvriéres de haut rang aux positions consécutiaes th hiérarchie (i.e. séparées d’un rang
social) mais qu’elles sont incapables de discrimieetre deux ouvriéres séparées d'un
unique rang appartenant au bas de la hiérarchi@lude I'étude montre que la relation entre
les quantités de 3-méthylpentacosane (3-MeC25)teheant corrélées au développement
ovarien chea\. apicalis et les rangs des individus est de distributiopogentielle, ce qui
pourrait expliquer la capacité des ouvrieres de hag a pouvoir discriminer entre deux
individus de haut rang mais pas entre deux indg/itlel bas rang (Figure 8).

Un autre résultat intéressant de cette étude &t lgue des ouvrieres de bas rang ne sont pas
capables de discriminer de maniere fine deux oresi@€spacées d’'un rang appartenant au
sommet de la hiérarchie. Sachant que l'effet dentivation était contr6lé durant les
expériences, les auteurs en concluent que lesavasride bas rang pourraient ne pas posséder

les capacités de discrimination des individus dat hang. Une hypothése avancée par
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Yagound et coll. (2014) est que l'obtention d'unuharang et les modifications
physiologiques qui s’ensuivent pourraient entrainer développement cognitif spécifique
chez les individus dominants leur permettant delirédes co(ts associés aux agressions en
discriminant avec précision le rang d’autres indliid dominants. Les auteurs proposent que
ces capacités cognitives se développent sousukéinfie de neuro-modulateurs dont les taux

sont dépendants de I'état physiologique (dansdepoésent, I'état de fertilité).
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Figure 8. Relation entre la quantité de 13-méthylpentacosseiné rang hiérarchique chez des
ouvriéres deNeoponera apicalisA gauche: relation log(13-Me&) — rang hiérarchiqueA droite :
relation 13-MeGs — rang hiérarchique. Deux individus de haut rangds 1 et 2) ont des quantités de
13-MeGs tres différentes (Xet Xp) alors qu'ils sont espacés d'un unique rang tamgis deux
ouvrieres ayant deux bas rangs consécutifs (rabgst 12) auront des concentrations en 13-peC

trés proches (% et Xi2). (D’aprés Yagound et coll. [2014]).

[1.D.1.2 Amines biogenes, hormone juvénile et ecdystérdidas avec

I'agressivité et la fertilité

La diminution du développement ovarien ainsi quedde du rang social des ouvriéres qui
subissent dupolicing de la part d’autres ouvrieres indiquent qu’il éxisun lien entre

'environnement social percu par le systéme nenaantral des individus et leur physiologie
reproductive. De nombreuses études se sont dodresse aux hormones et neuro-
modulateurs qui pouvaient potentiellement étabér lien entre environnement social et

physiologie reproductive.
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Une hormone qui a été particulierement bien étudise I'hnormone juvénile (JH pour
Juvenile Hormong, qui est un composé pléiotropique impliqué damsdgulation de la
physiologie et I'ontogénie chez les insectes (lé&dr 2000). La JH est synthétisée
principalement au niveau de®rpora allata, organes situés dans la capsule céphalique
ventralement par rapport au ganglion sous-cesophagie

Chez les insectes solitaires, ainsi que chez leséfppteres dont I'eusocialité existe sous sa
forme la plus primitive (guépes et bourdons), lasfiFhule la production et l'utilisation de la
vitellogénine (un précurseur du vitellus nécessaireléveloppement de I'ceuf).

Cependant, chez de nombreux Hyménoptéeres hautesoeiaiix, il semblerait que cet effet
de la JH ait disparu (Hartfelder 2000). Chez laegrfis sans reine, on constate une plus
grande quantité de JH circulant dans I'hémolymphezcles fourrageuses et chez les
individus subordonnés que chez les ouvriéeres damesa lesgamergateset les reines
(Diacammaceylonense Sommer et coll. [1993]Streblognathugpeetersi: Brent et coll.
[2006], Harpegnathosaltator : Penick et coll. [2011]). De plus, Cuvillier-Het coll. (2004)
montrent que l'application topique d’'un analogue ldeJH (le Pyriproxyféne) réduit la
fertilité de la reine che& peetersi

Cependant, cette tendance ne semble pas étre lggatdeacar chez la fournfolenopsis
invicta, le taux de JH est corrélé a la fertilité desesi(Brent & Vargo 2003). Pour expliquer
la perte de I'effet stimulateur de la JH sur larogliction chez les especes de fourmis sans
reine, Brent et coll. (2006) proposent que chez eggeces les individus nécessitent un
mécanisme alternatif a la JH pour permettre unrétntle I'activité de reproduction pouvant
étre assurée par n'importe qu’elle ouvriére. Ainaprés les auteurs, la JH ne serait donc
impliquée dans l'activité de reproduction uniqueinemez les reines vraies et permettrait de
réguler le polyéthisme d’age chez les ouvriéresmeroela a été mis en évidence chApis
mellifera (Hartfelder 2000; Robinson 1987).

Penick et coll. (2011) testent cette hypothese thesaltatoren étudiant I'effet de la JH sur
la reproduction chez des reines et des ouvrie@®dactives gamergateset montrent que
chez les deux castes, cette hormone a perdu senseif la physiologie reproductive. En
revanche, I'étude révele un effet de la JH suplamortement adopté par les ouvrieres et leur
spécialisation en nourricieres ou fourrageuses.r Rapliquer la conservation de l'effet
gonadotropique de la JH chez les reineSdienopsisnvicta mise en évidence par Brent &
Vargo (2003), Penick et coll. (2011) proposent gaeearactére soit réapparu ctg&mvicta

du fait de la stérilité des ouvrieres entrainangé sgparation des effets de la JH sur la caste
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ouvriére et sur la caste des reines. Les rein&sideicta étant fortement fertiles (i.e. qu’elles
pondent bien plus d'ceufs que les reines gaumergateschez les Ponérines [plusieurs
centaines par jour contre moins de 10 ceufs parrgspectivement]) elles pourraient avoir
ré-évolué la fonction initiale gonadotropique delka sans que cela n’affecte les ouvriéres
stériles chez lesquelles cette hormone serait queé dans la division des taches. A
contrario, chez les ouvrieres d’espéces de Porgfme.D. ceylonenseH. saltator ou S,
peeters), la JH aurait perdu sa fonction gonadotropiquéb@néfice d’'un effet uniquement
sur la division des taches (non reproductives) cerahez la plupart des insectes eusociaux a
la socialité développée (voir la discussion de E&eat coll. [2011]).

Autre élément important permettant de réguler iNét€t neurale et d’influer sur les capacités
cognitives : les amines biogénes. Les principalemes biogénes chez les arthropodes sont
'octopamine, la dopamine et la sérotonine. Ces pmm@s, trés présents dans le systéme
nerveux chez les insectes, sont des candidatssigealr connecter le systeme nerveux
central, le comportement et la physiologie. Uneenée revue fait I'état des différents réles
joués par ces composés dans 'organisation deslaodiale des insectes (Kamhi & Traniello
2013). Deux récentes études réalisées ¢hezaltator et Diacamna sp. suggérent un réle
possible de la dopamine dans la régulation deiViéetchez ces espéces (Okada et coll. 2015;
Penick et coll. 2014). Okada et coll. (2015) mamtticeu’'une application topique de dopamine
sur les ouvriéres dBiacamma subordonnées entraine une croissance des oadyasces
dernieres mais pas l'apparition de comportemenessaifs. De plus ces auteurs mettent en
evidence la présence de récepteurs a la dopamimeveau des corps gras abdominaux,
indiqguant que l'activité de ces organes (impligwns la synthese des hydrocarbures
cuticulaires et dans la physiologie de la reproduagtest trés certainement sous contréle de la
dopamine. Okada et coll. (2015) proposent que ®ani de dopamine présent dans le
cerveau d'un individu dominant soit la conséquemss comportements agonistiques
permettant I'obtention de sa position sociale €il qonstitue I'élément déclencheur du

développement ovarien.

[1.D.2. Les phéromones de reines

[1.D.2.1 Difféerences du profil en HCC entre reines vraies@trieres

Il est tout de méme intéressant de noter que leséras qui parviennent a se reproduire
n'atteignent généralement jamais la fertilité d’'ueae (Peeters 1993; Peeters et coll 2000)
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(voir Figure 9). Cela se reflete dans le nombrevafmles que possedent les reines qui est
souvent supérieur a celui observé chez les ougri@enérines : Peeters [1993]; autres sous-
familles : Villet [1990]). Les ovarioles sont lesrigtures de l'appareil génital au sein
desquelles s’opére la maturation des oocytes, andgnombre d’ovarioles indique donc un
fort potentiel reproducteur.

Les variations du profil en HCC entre reines etr@res ont été mises en évidence chez
plusieurs espéeces appartenant a différentes smiefa Ces changements sont qualitatifs
(composés différents entre les deux castes) etimntigatifs (proportions différentes) et
peuvent étre minimes ou bien extrémement importabes profii en HCC tend a se
complexifier chez les individus reproducteurs. Obsarve chez plusieurs especes,
I'apparition de bouquets de composés aux chaindsmrées plus longues ou plus courtes
selon les cas et il semblerait également que legpoeés insaturés soient plus fréquents chez
les individus reproducteurs.

De maniere générale, on observe une tendance podestles especes étudiées: la
complexification du profil des reines par rapportadui des ouvrieres est dépendante de la
différence de potentiel reproducteur entre ces dmstes. Pour les especes chez lesquelles
les ouvrieres ont un fort potentiel de reproduct{fourmis sans reineA. cockerell), les
différences de chimie cuticulaire sont peu marquad®pposé, chez les especes avec des
reines extrémement productives et des ouvriéregestéces différences sont majeures. Cela
suggere gue les HCC refletent bien I'état de faFtdes individus et que leur production est
inextricablement contrainte par la physiologie ogluctive des individus.

De nombreuses études se sont attaché a mettreidenéy les difféerences du profil en
hydrocarbures entre reines et ouvrieres chez laamis (pour une synthese voir (Van
Oystaeyen et coll. 2014). Parmi ces études, laagplupettent en évidence des différences
significatives dans la concentration de certain<CHiDtre les deux castes ou bien révelent la
présence de composés specifiques d'une ou ded’aaste. Seule une petite partie de ces
travaux a précisément étudié la corrélation erdrddveloppement ovarien des reines et la

guantité de chaque composé cuticulaire.
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imm

Figure 9. Différence entre les ovaires d'une reine activeuthat d’'un gamergate (ouvriere
reproductrice) (bas) chddarpegnathossaltator. Chaque ovaire est composé de quatre ovarioles,
celles des reines sont plus longues et contienpiaatd’ovocytes contenant du vitellus (donc proche
de la maturité). Les reines possédent des ovariolies allongées et celles-ci contiennent plus
d'oocytes que chez legamergates (D’aprés Peeters et coll. [2000], dessin a padfiine

photographie).

Les différences du profil en HCC entre reines etri@ues peuvent étre extrémement
importantes comme chez les fournf@amponotus floridanu@Endler et coll. 2004) et
Linepithema humilgDe Biseau et coll. 2004) ou environ 50% du prdiifere entre les
reines matures et les ouvrieres et reines non matinez ces deux especes, les reines
matures sont trés fertiles et pondent plusieurainés d’ceufs par jour, ce qui explique des
changements considérables de leur profil en HC@s de la maturation, les jeunes reines
acquierent lentement le profil caractéristique diidus hautement fertiles en méme temps
gu’elles voient leur taux de ponte augmenter tossaprogressivement.

A l'opposé, ces différences peuvent étre relativemiibles comme chez la fourmi
Aphaenogaster cockerelthez qui le profil en HCC d’une reine est fortetsimilaire a

celui d’'une ouvriere reproductri¢€mith et coll. 2008).
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Si chez certaines especes, les reines vierges widepdes possedent un profil cuticulaire
similaire a celui des ouvrieres non fertiles (paeraple chezC. floridanus voir (Moore &
Liebig [2010]), chez d’'autres espéces cela n’'estlpacas (Eliyahu et coll. [2011], chapitre
2). Le profil cuticulaire peut encoder différenieformations ayant trait a I'histoire de vie
des reines comme par exemple la fécondation (Hocalle 2008) ou encore le signalement
de la caste reproductrice. Ces différentes infaonats’ajoutent alors a celles qui indiquent
la fertilité. Etant donné que le développement ievaest généralement concomitant avec
différents autres changements physiologiquest phadois difficile de déterminer la fonction

d’un ou plusieurs composeés dans les processusnaiegoication.

I1.D.2.2 Signaux de fertilité : les reines manipulent-eleEs ouvriéres ?

Il semblerait donc que la fertilité soit encodégimsequement dans le profil en HCC chez les
fourmis. En plus de corréler a la fertilité, les EiGont considérés depuis longtemps comme
des candidats pour signaler le statut reproduatiesr individus. Du fait qu’ils corrélent
généralement au développement ovarien, ils sorgidérés comme des signaux honnétes
refletant I'état de fertilité de leur émetteur. €@agdant il existe une controverse sur la nature
de ces signaux qui ont longtemps été vus commefagen utilisée par la reine pour
manipuler les ouvriéres dans le but d’'augmenteateur adaptative personnelle au détriment
de celle des ouvriéres. A ce jour, aucune eétudgu’mettre en évidence sans ambiguité un
tel phénomene (Heinze & D’Ettorre 2009; Keller & iNms 1993). Les nombreuses études
menées sur les signaux de fertilité tendent a raoaure ces derniers constituent des signaux
honnétes qui permettent aux ouvriéres de se coerpdet maniére a maximiser leur propre
valeur adaptative ainsi que celle de la reine godpit les signaux (Van Oystaeyen et coll.
2014). Keller & Nonacs (1993) exposent les difféesrypotheses et prédictions associées a
une manipulation des ouvriéres par la reine et ggept une série d’arguments allant a
'encontre d'un tel phénoméne. Les auteurs défmissdeux scénarios possibles de
manipulation des ouvriéres par les reines : danpramier cas les reines peuvent produire
des signaux qui inhibent la reproduction des ouesiét contraignent ces dernieres a €élever
leur couvain, dans un deuxieme cas les reines @@oluun signal malhonnéte qui atteste
d’'un trait qu’elles ne possédent pas (par exempudggquant un appariement avec plusieurs

males’ ou une haute fertilité¢). Dans les deux cas, lésums avancent que ces deux scénarios

" Lorsgu’une reine est appariée plusieurs fois, eyenne, les ouvriéres ont tendance a étre plusapigas a
leur fréres qu’aux méales produits par une demi-sa@imsi on s’attend a ce que ces ouvrieres empédban
demi sceurs de se reproduipml{cing) ou bien a ce qu’elles détruisent le couvain de derniéres. De cette
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semblent peu probables car évolutivement peu stablans le cas d’une phéromone de
contrble contraignant irremédiablement les ouvs&rae pas se reproduire et a s’occuper du
couvain, on s'attend a ce que ces derniéres évotlenstratégies pour contrer les effets de
cette phéromone. De plus, une inhibition du déyetopent ovarien via des composés
chimiques produits par la reine aurait toutes lences d’affecter la reine elle-méme. Une
telle course a I'armement entre castes aurait dpsrcussions fortement déléteres sur la
productivité des colonies et serait donc contreeti&@nnée pour les reines comme pour les
ouvriéres. Dans le cas des signaux malhonnétesiiggquhr la reine, on s’attend a ce que les
ouvriéres soient sélectionnées pour ne pas utiissrsignaux du fait de leur absence de
fiabilité. En 2009, Heinze & D’Ettorre proposent denfronter les hypotheses et prédictions
faites par Keller & Nonacs (1993) aux travaux eXpéntaux réalisés sur ce sujet entre 1993
et 2009. Sur la base de ces études, les auteuettadingu’il est impossible de conclure en

faveur ou en défaveur d’'une manipulation des owsi@ar la reine.

[1.D.2.3 Signaux multi-fonction et modes d’action

Quelle que soit la nature des signaux émis pardiees pour réguler la reproduction de la
colonie, ces derniers doivent remplir différentkesd La reine doit fournir aux ouvriéres des
informations leur permettant de réfréner leur redpmtion et de contréler celle des autres
ouvriéres du nid et doit déclencher le comportentensoin en faveur du couvain qu’elle
produit. On peut donc prédire deux actions indispbles des phéromones de reines : un
effet sur la physiologie a long-terme (effgimer) et un effet sur le comportement (effet
release). La plupart des expériences meneées jusqu’icigend montrer que les HCC des
reines pourraient assurer la fonction de phéromalgeseine. Il semble en revanche peu
probable que les deux effgiemer etreleasersoit la conséquence d’un unique composeé et la
complexité du profil des reines suggere que plusieamposés devraient étre impliqués dans
'une ou l'autre de ses fonctions ou bien danslksx.

D’autre part, le contrdle de la reproduction desgrigues peut également se faire par la reine
soit via des interactions agonistiques dirigées Jes ouvrieres qui ne réfrénent pas leur
reproduction, soit par le cannibalisme des ceufsdp®rpar ces ouvrieres. Cependant ce
comportement dpolicing par la reine ne semble possible qu’au sein déegetbdlonies ou |l
est envisageable pour elle d’interagir avec la igimslité des ouvriéres.

maniére, la reine n’est plus en conflit avec legrigues quant a la production de méles et augnmeatealeur
adaptative en produisant des sexués males.
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Pour permettre la diffusion de l'information portaur la présence d’une reine fertile au sein
de colonies de grande taille, deux mécanismestémréposeés : 'utilisation de phéromones
signalant la fertilité ou la diffusion de cetteanfhation par les ceufs pondus par la reine qui
peuvent étre répartis dans différentes loges dupaidles ouvrieres (Endler et coll. 2004).
Plusieurs études ont montré que les ceufs pondugepaeines portent des HCC qui les
différencient des ceufs pondus par des ouvrierebid.i2010). Ebie et coll. (2015) suggerent
gue la diffusion de cette information pourrait aed par les larves plutot que par les ceufs
chez Novomessorcockerelli Cette espece possede des nids composés (polydoenigui
implique que certaines ouvriéres se retrouvent nmbam&ment isolées de la reine, les auteurs
proposent donc que les larves, qui sont régulienérdéplacées par les ouvrieres entre les
nids, pourraient indiquer la présence de la rearesda colonie.

Les phéromones de reines permettant le contrdle digision du travail reproductif n’ont été
mises en évidence que chez quelques especes dridoumiquement. Les effets de ces
phéromones sont divers: soumission/attraction des/riéres, inhibition de leur

développement ovarien, inhibition de la maturatearienne chez d’autres reines.

11.D.2.4 Mise en évidence des phéromones de reines cheartaif

L'effet d'HCC produits par des reines sur le contearent ou la physiologie des ouvriéres a
ete démontré strictement chez 5 especes de foulfeféet releaserdes phéromones a été
plus rarement mis en évidence que I'effetner.

Holman et coll. (2010) ont mis en évidence chasius nigerque des ouvrieres exposées a
un alcane méthylé (le 3-méthylehentriacontane, &4deroduit en abondance par les reines
voyaient leur développement ovarien diminué papoaipa un groupe contrdle exposé a
d’autres HCC produits par la reine ou exposé aolwvaat (hexane). En 2013, Holman et coll.
étendent ce résultat laasius flavuschez qui les reines produisent du 3-Meéh quantité
supérieure par rapport aux ouvriéeres. Chez cefteceségalement, I'exposition d’ouvriéres a
des quantités de 3-Me{équivalentes a celles présentes sur la cuticuleares entraine
une baisse de la fertilité de ces ouvriéres. Iliegiortant de noter que dans leur étude,
Holman et coll. (2010) démontrent également qugNeCs; déclenche bien une réponse des
neurones antennaires chez les ouvriéres. Dansnoétte étude, les auteurs testent également
I'effet releaserdu 3-MeG:i en mesurant la réponse agressive des ouvriérgsdiorla
présentation du composé synthétique sur une sudaeerre. Cependant I’hypothese testée

n'est pas explicite (pourquoi la phéromone de relmeinue I'agressivité des ouvrieres et
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pourquoi les ouvriéres sont agressives envers ytedarbures contrdle) et ne démontre pas
sans equivoque un effetleaserspécifique du composeé.

Chez la fourmiOdontomachus brunneute (2)-9-nonacosene est présent en plus grande
guantité chez les individus reproducteurs (i.e. fgises et les individus reproducteurs).
L’application topique de ce composé sur la cutiadilee ouvriere déclenche chez les autres
ouvrieres un comportement de soumission (rétractates antennes et immobilité) typique
de celui exprimé par les ouvriéres face a une reivez cette espece (Smith et coll. 2012).
Cependant, la méme étude ne met pas en éviderféet ivibiteur du (Z)-9-nonacosene sur
la fertilité des ouvriéres.

Enfin, trés récemment, Van Oystaeyen et coll. (2@ montré que I'heptacosanex{f; le
nonacosane (fg) et le 3-méthylenonacosane (3-MgCinhibent le développement ovarien
des ouvrieres chez la fourf@ataglyphisiberica.

A I'heure actuelle, notre compréhension des phér@maale reines se rapporte a ces quelques
exemples. Il est intéressant de noter que les ce@spqui ont été mis en évidence par ces
différentes études ne sont pas de la méme naturérouve des alcanes linéaires, des alcanes
méthylés et un alcene. Cela suggére que les sigmilisé€s par les reines pour réguler la
fonction reproductive ne sont pas conservés end®e dspeces et seraient apparus
indépendamment au sein des différents taxons.

Van Oystaeyen et coll. (2014) démontrent justerdens leur étude qu’une série homologue
d’alcanes méthylés possede la méme fonction imltbitdu développement ovarien des
ouvriéres chez différents hyménopteres sociauxefagnt, d’autres travaux expérimentaux
suggerent qu’il N’y aurait pas de conservation sigaaux de fertilité entre les especes, en
particulier pour des taxons phylogénétiquementpgecAu sein du genfBemnothoraxpar
exemple, les phéromones produites par la reinejnhilbent le développement ovarien des
ouvriéres de la colonie, ne permettent pas d’'inhlideeproduction d’ouvriéres appartenant a
une autre espece du méme genre (Brunner et call)2De la méme maniére, Smith et coll.
(2016) montrent que les différences d’HCC entraee®iet ouvrieres ne sont pas les mémes
chez quatre espéces différente@dibntomachuse qui suggere que les composés utilisés par
les reines pour signaler leur fertilité ne sont pagservés au sein de ce genre. Par exemple,
le (Z)-nonacosene identifié comme une phéromoneeithe chezO. brunneusest absent du

profil cuticulaire che. ruginodiset O. haematodugSmith et coll. 2016).
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11.D.2.5 Synergie entre CHCs et autres composeés

Plusieurs expériences menées récemment par Smitlollet(2015, 2016) montrent que
l'information de fertilité pourrait étre encodée dwniére plus complexe que ce qui est
généralement considéré. En effet, les auteurs amtem évidence une nouvelle classe de
composeés spécifiques des reines chez la fo@duntomachusuginodis absent chez les
ouvriéeres : les dihydrofuranes (composés hétérapyelcomprenant un atome d’oxygene).
ChezO. ruginodis les ouvrieres adoptent une posture de soumissigrésence de la reine
(voir plus haut, § su©. brunneu$ ce qui suggere que celle-ci diffuse une inforomati
chimique reflétant son statut reproducteur. Lordg@seauteurs présentent un extrait du profil
cuticulaire d’'une reine aux ouvriéeres, celles-eigi@sent comme lors de la présentation d’'une
véritable reine (par un comportement de soumissibh)la fraction en HCC, ni celle
contenant les dihydrofuranes ne permettent de depe ce résultat lorsqu’elles sont
présentées séparément tandis que la combinaisoted&smime parfaitement une véritable
reine. Smith et coll. (2016) en concluent que kegxdfractions jouent un réle synergique qui
est a I'origine du signal de fertilité auquel rédent les ouvriéres.

D’autre part, une autre expérience menée €hdrunneus montre que le (Z)-9-nonacoséne,
caractéristique des individus reproducteurs, néedébhe une réaction de soumission chez les
ouvriéres que lorsqu’il est associé a un « contelxt@ique » qui fait sens, en I'occurrence le
profil en HCC d’'un membre de la colonie (Smith ell.c2015). La présentation du composé
seul, ou du composé associé a un contexte chinmagygroprié (le profil d'un individu issu
d'une colonie différente) ne déclenche pas de cotepwnt de soumission chez une
ouvriere.

La seule véritable phéromone de réimkcouverte chez les fourmis a ce jour est celle
produite par les reines fonctionnelles clgstenopsis invictgRichard & Hunt 2013). Cette
phéromone est constituée d'un meélange de compos&serps dans la glande post-
pharyngienne et dans la glande a poison des r€isgo & Hulsey 2000). Les composeés
issus de ces glandes, dont la nature précise passtonnue, entrainent une inhibition de la
perte des ailes et du développement ovarien clseziees vierges (Fletcher & Blum 1981).
De plus, les glandes a poison produisent une graj@atité de pyranones (composeés

comprenant un noyau pyrane et un groupement cétdoa) deux d’entre elles suffisent a

" « Véritable » dans le sens ol ce mélange de caimppesséde différents effepsimer et releaser qui
permettent d’expliquer la quasi-totalité de la fétian de la fonction reproductive ch&zinvicta (mais voir
Eliyahu et coll. [2011]).
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provoquer I'attraction des ouvriéres et déclenclobiez ces dernieres des comportements de
soin (Rocca et coll. 1983a, 1983b).

Une étude plus récente d’Eliyahu et coll. (2011 ntro que I'état de fertilité des reines chez
S invicta est corrélé a la fois a la concentration de aestdiydrocarbures cuticulaires
(principalement des alcenes et des diénes) mass aua concentration d’alcaloides issus de
la glande a poison. De plus, ces deux groupes dga@®és varient quantitativement et
gualitativement en fonction de la caste et de dioe sociale (colonie monogyne ou
polygyne) chez les reines et les ouvriéres maisiausfonction du génotype dbp-9 chez

les reines fonctionnelles (i.e. des reines inséasngssédant une activité de ponte). Les
auteurs suggerent que les variations des HCC pentran particulier encoder l'information
du génotype dGp-9chez les reines car la proportion du profil repné&e par la somme des
alcénes et des diénes est pres de 20 fois supgdbar les reines du génotyplepar rapport
aux reines de génotyd®B. Cette différence énorme n’est perceptible quez dbs reines
fonctionnelles, I'étude montrant qu’'une différersignificative entre les reines de génotypes
différents est perceptible & partir df?%our de développement post-émergence (émergence
du cocon). Une observation qui abonde dans le derd$hypothése des auteurs est que les
ouvrieres de colonies polygynes, intolérantes agixes de génotyp®8B (voir 8§ sur
I'organisation sociale chef invicta, partie I), commencent a agresser ces reinestia gar
leur deuxieme semaine de développement apres lamaggnale (éclosion du cocon).

ChezS invicta, les reines recouvrent leur ceufs de sécrétiongssde leur glande a poison
(Vander Meer & Morel 1995), cette observation suiggg Eliyahu et coll. (2011) que ces
composeés pourraient avoir un réle dans le signalenela fertilité des reines.

Ce dernier exemple constitue un élément supplénnerarticulierement convaincant pour
affirmer que le signalement de la fertilité et pdsromones de reines ne constituent pas des
signaux conservés chez les Formicidés. L'étonnplat&ticité qui caractérise les espéeces au

sein de ce groupe semble fortement prévaloir surtistoire évolutive.

En conclusion, on peut remarquer que les phéromimesines représentent un ensemble de
composeés dont les différentes actions sur la plogi® et le comportement des ouvriéres

restent a confirmer chez un plus grand nombre da=p Les HCC représentent de bons
candidats pour veéhiculer l'information de fertilitles reines puisque dans certains cas leur
quantité correle avec I'état de fertilité. Cepertdagtte corrélation n’est pas systématique en

fonction des especes étudiées et le véritable (laysiologique) entre le développement
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ovarien et le profil en HCC reste inconnu. Pougrcitn exemple, chez les especes de fourmis
sans reine, le profil caractéristique d’ouvriérgrogluctrice (degamergatg est acquis
souvent avant que les ovaires ne commencent avedogdper. Il est important de constater
gue de maniere générale, les HCC corrélent assezaviec I'état de maturité reproductive
des individus méme s'ils ne refletent pas fideletrlendéveloppement ovarien. En effet,
méme si les HCC ne correlent pas systématiquenvexat [&tat de fertilité instantané d’un
individu (nombre d'oocytes dans les ovaires et leaile), ils retranscrivent bien
l'information sur la capacité d’'une reine a assuaereproduction du nid. Ce schéma semble
assez logique lorsqu’on sait que le développemestien et le taux de ponte (représentant la
fertilité instantané) sont soumis a des variatiopdiques journalieres et saisonnieres. Si le
profil en HCC devait refléter 'ensemble des vaoas de cette fertilité instantanée, les
changements seraient incessants et donc peu irtftapaur les ouvrieres. A l'inverse, si les
CHCs reflétent la capacité de la reine a étreléefti'est-a-dire le taux de ponte pour une
longue période de temps), alors leurs variationgnéenoindres tant que la reine conservera

cette fertilité « moyenne » et cette informationhte@en plus fiable pour les ouvriéres.

II.E. Les interactions et la communication entre reines

Les travaux consacrés a la communication entresgiau sens de la caste morphologique)
restent peu nombreux en comparaison de I'ensenwli dittérature sur les systemes de
communication chez les Formicidés. Nous avons wus plaut que les ouvriéres chez les
fourmis sans reine sont capables de percevoiatatdde fertilité et/ou de dominance exprimé
par dautres ouvrieres et qu'elles réagissent gdesdrent en inhibant leur propre
développement ovarien. Cependant, on peut supposgeles interactions entre reines vraies
au sein de colonies matures sont régies par deaniséwes différents du fait que les reines
sont des individus spécialisés dans la fonctiorraeoduction et qu’elles n'ont donc pas
d’alternative a la fonction reproductive (elles gagt rarement en valeur adaptative en
sacrifiant leur reproduction comme le font les @aénas). Cela est d’autant plus vrai que de
nombreuses associations de reines comprennemdieslus non apparentés.

Une source d’information majeure sur les stratégmmportementales utilisées par les reines
dans ce contexte vient de I'étude de fondatriceseaude fondations pléométrotiques.

Ce processus a été particulierement bien étudiaitide la facilité a collecter, observer et

manipuler les reines fondatrices suite aux essamatpssifs caractérisant certaines especes.
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L’essentiel des travaux réalisés dans ce domaeast attaché a comprendre les déterminants
du passage de I'état coopératif a un état striademmenogyne qui caractérise la plupart des
fondations pléométrotiques (voir partie ). Certairde ces études rapportent que ces reines
sont capables d'utiliser les indices de fertilitéguits par des co-fondatrices pour ajuster leur
propre taux de ponte.

Chez Solenopsisnvicta, les fondatrices au sein de fondations pléomémes investissent
dans la ponte en fonction de la différence de peidee elles et leurs co-fondatrices. Plus une
reine est plus lourde que sa co-fondatrice, mdiess&nvestit dans la production de couvain
(Bernasconi & Keller 1998). Cela suggere que léseseau sein de ces fondations sont en
mesure de répondre a la présence de co-fondagticesnblent également pouvoir estimer la
gualité de leur future compétitrice dans I'objedi#f conserver des ressources pour pouvoir la
combattre par la suite (Bernasconi & Keller 1997).

Chez Lasius niger, Holman et coll. (2010a) montrent que les reinggstant leur
investissement dans la production de couvain ectifum de la présence ou I'absence de co-
fondatrices. Les auteurs mettent également en dsgdgue les reines qui remportent les
combats possédent une information chimique différethe celle portée par les reines
vaincues et que les composés impliqués dans aéfiteedce correlent avec la productivité
des rein€s L’hypothése serait que le profil chimique desiesi gagnantes pourrait étre un
signal de la qualité ainsi que de la productiviééces reines et que les ouvrieres pourraient
répondre a ce signal en biaisant I'issue du combdaveur de la reine de plus haute qualité.
Une étude ultérieure d’Holman et coll. (2013) mentue les reines chdz niger, qui
produisent un hydrocarbure cuticulaire (le 3-méthghtriacontane, 3-Me@ a l'origine de
I'inhibition du développement ovarien des ouvriefelman et coll. [2010b], voir plus
haut), sont elles-mémes affectées par cet hydrosadui réduit leur propre développement
ovarien. Cela montre bien que les reines sont Bessaux phéromones de reines et que tres
certainement elles percgoivent aussi les signaus @ar d’autres reine indiquant leur fertilite.
Ortius & Heinze (1999) réalisent une étude surfiateurs affectant la répartition de la
reproduction entre reines au sein de colonies polyg chead eptothoraxsp. A et montrent
gue les reines sont capables d’ajuster leur prodigcen fonction de la fertilité des reines

présentes au sein du méme nid. Chez cette es@ecépartition de la reproduction est

" Dans I'étude d’Holman et coll. (2010a), les ausenmanipulent la fertilité des reines en ajoutargretetirant
du couvain aux reines au sein de fondations haplgléométrotiques et constatent que certains H@@gent
de concentration en fonction de ce traitement.
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déterminée par des interactions agonistiques éggreeines a I'issue desquelles, I'individu
dominant monopolise l'intégralité de la fonction preductive. En augmentant
expérimentalement la fertilité d’'une des reinesein de la colonie, les auteurs montrent que
la phase de combats disparait et que la reineus fartile devient automatiquement la
reproductrice du nid. Ce résultat suggere quetl'deafertilité de I'individu dominant est
transféré par voie chimique (pas d’interaction séage) et que les reines moins fertiles
percoivent et interprétent ce signal de fertilité réprimant leur propre reproduction. On
retrouve ici le méme type de phénomene décrit phug sur le signalement de la fertilité
et/ou de la dominance par les ouvriéres chez lasnis sans reine.

Une étude réalisée chez des reines fondatricdgéedponera(anciennemenlPachycondyla
villosa montre que ces dernieres semblent reconnaitreidhudilement une co-fondatrice via
une information chimique (D’Ettorre & Heinze 200%)ne étude ultérieure montre que ces
reines, ainsi que celles d’'une espece proche duenganre N. inversg retiennent cette
identité individuelle durant 24 heures de sépamatioreier et coll. 2007). Les auteurs de ces
deux études avancent que cette capacité cogniéumgi aux reines d’éviter des combats
inutiles en ajustant précisément leur comportenggnfonction de l'identité de lindividu
rencontré. (Dreier & D’Ettorre 2013) montrent quette capacité n’est pas présente chez des
reines fondatrices deasius nigerau sein de fondations pléométrotiques. Ces foowlsti
n'étant pas caractérisées par la présence d’'umartide de dominance entre les reines, ce
résultat renforce I'hypothese que la reconnaissardieiduelle est bien un trait qui a évolué

dans le contexte d’associations de reines étahtisg® relation de dominance.

A notre connaissance, aucune étude ne s’est inE¥esIx capacités de perception des reines
et aux signaux gu’elles pourraient utiliser powrsggr leur comportement vis-a-vis d’autres
reines. Il est important de citer le résultat obtear Smith et coll. (2011) qui montre que les
ouvrieres cheAphaenogastecockerellireconnaissent le statut reproducteur sur la base d
hydrocarbure cuticulaire (le pentacosane, n-C28jlisaque les reines ne semblent pas
reconnaitre un individu reproducteur sur la basealseul composé. Il est donc possible que
les reines n’utilisent pas les mémes signaux gsielerrieres pour déterminer le statut de
fertilité d’une autre reine.

Il parait donc opportun de tenter de comprendrdsggamnt les signaux utilisés par une reine
pour évaluer la qualité d'une reine compétitrice perallelement de décrire les regles

comportementales utilisées par une reine en répees signaux. La capacité d’individus a
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estimer la qualité de rivales lors d’'une confrantatdans le but de monopoliser une
ressource indivisible constitue un champ de red¢tesrwvaste bénéficiant d’'un cadre théorique
bien développé. La compétition entre reines fonckzdrsemble s’intégrer parfaitement a ce
cadre puisque les reines se battent jusqu’a la damg le but de s’accaparer I'intégralité de la
fonction reproductive du nid. Bien que certainesdés aient suggéré que les ouvrieres
pouvaient participer a I'exécution des reinesginblerait que ce soient principalement ces
derniéres qui déterminent l'issue des combatsatiEgjues des ouvrieres n’influencant pas
l'issue des combats (Adams & Balas 1999) ou n'irdeant que pour éliminer l'individu le
plus blessé (Aron et coll. 2009).

Une caractéristigue importante a déterminer lorsatdrontations entre compétiteurs est de
savoir si les individus avant ou durant la confatioh sont en mesure d’estimer leur propre
gualité et/ou la qualité de leur adversaire. Ihgatonc intéressant de déterminer si les reines
fondatrices calquent leurs regles comportemengalesine estimation de leur propre état (on
parle alors deelf-assessmenbu sur une comparaison entre leur propre éte¢lat de leur
compétitrice fnutual assessmentPar ailleurs, il est également nécessaire derméter, en

se basant sur les quelques travaux déja réaliséls sont les signaux utilisés pour estimer la
gualité d’'une reine compeétitrice.

A I'heure actuelle, une étude a été réalisée épmenogastesenilispour déterminer si des
reines sont bien capables d’estimer la capaciténabattre d’'une compétitrice (Cronin &
Monnin 2010). Chez cette espece, les ouvriereegtéle nouvelles reines lorsque la reine de
la colonie meurt et celles-ci s’engagent dans desbats Iétaux pour obtenir le monopole de
la reproduction. Ces nouvelles reines sont desssentre elles et vis-a-vis des ouvrieres) ce
qui implique que les ouvrieres ne retirent aucuranéage dans le monopole de la
reproduction par une reine ou par une autre ettude antérieure a montré que la reine qui
éclot en premier devient dominante et gagne gé&mé@mit le combat. Les auteurs ont
manipulé la capacité de combattre des reines don@sgpremiéres écloses) en leur incisant
une mandibule dans le but d’observer si cet hapdicadifiait a la fois le comportement des
reines compétitrices ainsi que le comportementréiees opérées. Cependant, I'ablation n'a
pas eu dinfluence ni sur l'issue des combats mi Isucomportement des reines (les
compétitrices et celles ayant subi I'ablation) ext teines dominantes ont gagné la majorité
des combats. Les auteurs proposent que les comtitagsreines soient ritualisés et que donc
il n’y ait pas d'influence de la qualité des reirses I'issue des combats. Les reines nées en

second, les subordonnées, semblent ne pas répamxrattaques des reines dominantes ce

65



INTRODUCTION

qui s'apparente a du suicide. Les auteurs explicgla par le fait que les reines sont

apparentées et que de véritables combats pourraemnér a la mort des deux individus ce

qui serait une perte de valeur adaptative pouiséarble des individus. En revanche, en se
laissant mourir, les reines subordonnées bénéfidera valeur adaptative indirecte fournie

par la reproduction de leur sceur qui a monopadigéproduction du nid.

Les interactions entre reines fondatrices diffedmtcet exemple puisque les individus sont
non apparentés, on ne s'attend donc pas a obsgeveomportements ritualisés entre les

reines.

Le systeme de communication chez les fourmis est garticulierement bien étudié méme
si de nombreux aspects méritent de plus amplesstigations. Un élément crucial pour
accroitre notre compréhension de l'organisationiad®cest de comprendre comment le
développement ovarien modifie la capacité de péimeples individus. En d’autres termes,
comment les individus reproducteurs réagissent iadices de fertilité dont on a montré
gu’ils peuvent modifier le comportement et la pbiejie des ouvriéres (stériles). Cette
guestion permettrait de comprendre les mécanismaggissent les interactions entre reines
au sein de colonie polygynes.

La deuxieme difficulté que soulevent les systémes cdmmunication basés sur une
information olfactive consiste a déterminer qudsme&nts sont activement percus par les
individus et comment différentes informations née@i®s a I'expression d'une réponse
comportementale adaptée sont encodées a partipdaind’éléments communs. Nous avons
vu que la nature (i.e. classe) des éléments chasiqueut permettre de séparer des
informations de nature différente (S. J. Martin &jfbout, 2009). Cependant ce mécanisme
ne peut étre étendu a I'ensemble du groupe desi¢idés a I'heure actuelle car il a été testé
uniquement chez une espece dont le profil cuticllse préte aisément a la synthése et aux
analyses chimiques appropriées. De plus, I'étud8rdadstaetter et coll. (2011) ouvre des
perspectives intéressantes quant aux mécanismesphgsiologiques permettant de
transformer une information olfactive complexe &lde sens ou elle comprend plusieurs

dizaines de composantes) en un signal électrigagpi@table par I'individu.
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OBJECTIFS DE LA TH ESE

Le présent travail de these propose d'étudier cominfess processus de communication
impliqués dans les interactions inter- et intratesghez les fourmis difféerent en fonction de
'organisation sociale de la colonie (c’est-a-diem fonction du nombre de reines
fonctionnelles présentes dans le nid). En effebsda contexte de la polygynie secondaire
(voir figure 1), qui constitue l'une des principalgoies d’'acces a la polygynie chez les
fourmis, la décision des ouvriéres d’accepter o moe reine supplémentaire va déterminer
le nombre d’individus reproducteurs au sein deolarie. Dans un second temps, lorsqu’une
reine supplémentaire est acceptée, l'issue desaatitens entre cette derniére et la reine
résidente déterminera le régime de reproductiotadmlonie (c.-a-d. le nombre de reines
fonctionnelles participant a la reproduction dedéonie).

L’hypothése que nous formulons est donc que l'orgsation sociale de la colonie pourrait
étre déterminée par le résultat de ces interacti@isdonc par le produit des processus de
communication inter- et intra-castes.

Ainsi, nous avons cherché a déterminer les régheggsident a la prise de décision des
ouvrieres quant a lacceptation d'une reine suppliaire ainsi que les régles
comportementales qui régissent les interactionseergines. Parallelement, nous nous
sommes intéressés a lidentification des signauksésg par les individus lors de ces
processus de prise de décision.

Pour tester notre hypothese, nous avons utiliséremodele biologique principal la fourmi
Odontomachus hastatupli présente comme particularité une organisatimiale variable.
Cette caractéristique offre la possibilité intéegge d’'une étude comparative des processus
de communication inter- et intra-castes entre dekbrmonogynes (une seule reine) et
polygynes (plusieurs reines) au sein d’'un méme naxvans le cadre de l'étude des
interactions entre reines, nous avons égalemetis@édes expériences chez des reines
fondatrices de I'espedeasiusniger car ce modele nous offrait des possibilités erierate
manipulations expérimentales qui étaient inexigmichezD. hastatus De plus, cette espéce
fait I'objet d’'une littérature abondante et doncurd’ contexte théorique important en
particulier dans les domaines de la communicatiomicjue et des interactions inter- et intra-

castes.
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I1l. PRESENTATION DES MODELES BIOLOGIQUES

[1l.A. La fourmi Odontomachus hastatus

Odontomachusastatus(Fabricius) est une fourmi de la sous-famille desé?ines. Cette
sous-famille, dont la plupart des especes vivemis dies milieux tropicaux, constitue un
taxon basal de la famille des Formicidés. De dg d@ nombreuses espéces de Ponérines ont
conservé des caractéres ancestraux comme un disroghfaible entre les individus
reproducteurs et les ouvrieres stéril®s.hastatusvit dans les milieux tropicaux humides
d’Amérique du Sud et d’Amérique Centrale. C’est espece arboricole dont I'écologie est
peu connue. Au Brésil, les nids sont situés pradeiment a la base du systéme racinaire de
broméliacées (genrériesia principalement), généralement épiphytes (Camarg0ligeira,
2012). En Guyane Francaise, les nids sont corstautartir de litiere accumulée au niveau
de lianes ou de branches darbres, a la base dmigral Asplenium Cyclanthus
Philodendron ou au niveau du systeme racinaire de planteshggp Geonoma
AstrocaryumBactris) (Jeanson & Fourcassié, non publié).

O. hastatusest une espéce principalement insectivore donbuesieres chassent des proies
dans la canopée dans un rayon de 8 métres autdeurded (Camargo & Oliveira, 2012). La
chasse est individuelle et a lieu durant la nyiagir de la tombée du jour jusqu’a l'aurore.

Les colonies sont de taille modeste (quelque amesaid’ouvriéres, voir ci-dessous) et
différent dans leur organisation sociale en fomctie la localisation. En Guyane francaise,
les populations étudiées présentent des colomiesegtient monogynes (c’est-a-dire qu’'une
seule femelle désailée a été observée lors desteation du nid). Au Brésil, les colonies
semblent étre facultativement polygynes avec envit@% des nids récoltés contenant plus
d’une reine fonctionnelle (i.e. une reine pondasg deufs fertilisés). Le nombre de reines au
sein des colonies polygynes est compris entre dduxingt quatre (Raphaél Jeanson,
communication personnelle). Les reines désailéessan des colonies polygynes sont
généralement fécondées et la reproduction est@égualr des interactions de dominance entre
individus reproducteurs dont le cannibalisme dets ¢&iiveira et al., 2011).

Durant une étude réalisée en 2012, Vincent FouggaBaulo S. Oliveira et Raphaél Jeanson
ont comparé différents traits sur des coloni€3. tfastatusau Brésil et en Guyane Francgaise.
L'objectif de cette étude était de mettre en évidedes différences entre les colonies des
deux zones qui pourraient étre associées aux @liffés formes sociales qui caractérisent ces

deux populations (syndrome de monogynie et/ou tiggpnoie).
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Les ouvrieres des colonies brésiliennes sont plasdgs que celles des colonies guyanaises
et au Brésil, les ouvrieres issues de coloniesgyolgs sont Iégérement plus grandes que
celles issues de colonies monogynes (Figure 1@hgduOn ne constate pas de différence de
taille significative entre les reines monogynep@tygynes au Brésil, cependant, les reines
brésiliennes sont légerement plus grandes quesaidlésuyane francaise (Figure 10, droite).
Ces résultats vont a I'encontre de ce qui est tepdains la littérature car le syndrome de
polygynie est défini en partie par la petite tadies ouvrieres et des reines par rapport aux

individus issus de colonies monogynes obligatoires.
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Figure 10. Tailles des ouvrieres et des reine®dbntomachus hastatusn fonction de la zone
d'appartenance (Brésil/Guyane Francaise) et de gdlsation sociale de la colonie
(Monogyne/Polygyne). La taille du corps est estippa@ela mesure de la téte entre les deux yeux. Les
valeurs deP des tests post-hoc de comparaisons multiples dgemes (Tukey) sont indiquées. La
ligne horizontale noire et le carré noir dans clealjoite représentent respectivement la médiaree et |
moyenne de I'échantillon. La hauteur de la boitengol’espacement entre & &t le 3™ quartile. La
moustache la plus haute (ou basse) s’étend jusgplas extréme valeur dans un intervalle d’'1.5 foi
la distance entre quartiles a partir di’®3ou du ®) quartile. Les cercles représentent les valeurs

extrémes.
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Une comparaison de la taille des nids montre gsi€donies polygynes du Brésil sont plus
grandes que les colonies monogynes brésiliennggietnaises (Figure 11). Les colonies
monogynes guyanaises et brésiliennes possederthitles similaires. Ce résultat suggere
gue les colonies polygynes du Brésil possédent lpkrsieurs reines fonctionnelles
puisqu’elles produisent plus d’ouvrieres que ldemies monogynes. La polygynie au Brésil
est certainement due a l'adoption de reines suppiémires par des colonies matures
(polygynie secondaire). Si toutes les colonies egésiBpeuvent potentiellement adopter des
reines (polygynie facultative), les colonies monuogg sont celles qui n’ont pas encore adopté
de reine et, statistiquement, la probabilité deamopté une reine additionnelle est plus

faible dans une jeune colonie quand dans une @jfmos ageée.
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Figure 11. Tailles des colonies @dontomachus hastatuen fonction de la zone d’appartenance
(Brésil/Guyane Francaise) et de I'organisation aecide la colonie (Monogyne/Polygyne). Les
valeurs deP des tests post-hoc de comparaisons multiples dgemes (Tukey) sont indiquées. La
ligne horizontale noire dans chaque boite indiquenédiane de I'échantillon. Chaque point noir
représente une taille de colonie. La hauteur deolée donne I'espacement entre R et le 3™

quartile. La moustache la plus haute (ou bassegrsléjusqu’a la plus extréme valeur dans un
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intervalle d’1.5 fois la distance entre quartilepartir du 3™ (ou du ®) quartile. Les cercles

représentent les valeurs extrémes.

Si les colonies monogynes du Brésil étaient sydigomment plus petites que celles de
Guyane, alors cela pourrait indiquer qu’elles sphus jeunes. Cependant, on n’observe
aucune différence significative entre les taillesablonies monogynes entre le Brésil et la
Guyane.

Une autre partie de I'étude des différentes popmrat dO. hastatusconsistait a tester
I'hypothése de la limitation des sites de nidifioas (voir § sur la polygynie, pages 9 et 10)
pour déterminer si ce paramétre pouvait expligesr\ariations de I'organisation sociale
entre le Brésil et la Guyane. Le nombre de sitemiddication potentiels au Brésil est
nettement supérieur au nombre de sites présenGugane (Tableau 1). Ainsi il est peu
probable que la polygynie secondaire au Brésilgigue par un nombre limité de sites de
nidification disponibles lors de la fondation. Ljesines reines fondatrices qui dispersent au
Brésil ont plus de chance de trouver un site quivienne a la fondation que les reines
fondatrices qui dispersent en Guyane. Cependasesiiiation des sites de nidification

potentiels ne prend pas en compte la qualité dsitess qui peut difficilement étre estimée.

Nids/ha Nids potentiels Nombre de femelles ailées par nid

nids/ha 0 1 >1
Inselberg 7.1 83.1 4 11 0
[72]
2 ‘g Pararé 8.1 64.2 0 5 0
®©
> g Pourlesdeux g 743 4 16 0
oL sites
_ Cardoso 26.8 1525.0 1 12 4
l@ Cananéia 10.8 716.7 1 4 7
o
Pour les deux ;) , 918.7 2 16 11
sites

Tableau 1.Densité des nids occupés par les coloni€sldhtomachubastatuset des nids potentiels
(nids inoccupés aux caractéristiques équivalentediés observées pour les nids occupés) en fonctio
de la zone considérée (Brésil/Guyane Frangaiss)trbes colonnes de droites indiquent le nombre de

reines présentes dans les nids occupés.
En conclusion de ces expériences préliminaire, pousons conclure g@dontomachugst

une espece socialement polymorphe mais dont oromead pas le degré de plasticité de la

structure sociale.
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[1I.B. La fourmi Lasius niger

La fourmi Lasius neoniger (Linn€) ou Lasius niger, appelée également fourmi noire des
jardins est une petite fourmi (3-5 mm) de la samifle des Formicinés. Elle appartient au
groupeniger contenant trois autres espéeces morphologiquem&ntptoches mais habitant
des milieux tres différents.

L. niger est commune en Europe, en Amérigue du Nord et eie. ASlle niche
majoritairement dans les milieux urbanisés ou edllonise les jardins, les espaces sous les
pavés, les dalles ou les pots de fleurs. Le nidy@séralement sous-terrain et comprend une
petite partie hypogée formée a partir de boulaetteserre agglomérées grace aux séecrétions
salivaires des ouvrieres. C’est une espece omnetarpportuniste qui se nourrit de fruits, de
graines de petits insectes morts et qui pratiggguemment I'élevage de pucerons. Les
colonies matures sont strictement monogynes (unguenreine) et peuvent comprendre
plusieurs milliers d’individus (jusqu’a plus de @00). La reine, mesurant jusqu’a 9 mm,
peut vivre plusieurs années (le record d'espéraleceie ayant été obtenu par une reine
élevée en laboratoire aux E.U. durant 29 années).cblonies se reproduisent lors de vols
nuptiaux annuels massifs. Les reines dispersesibetouplent aux males puis cherchent un
lieu pour débuter une fondation au sol. Elles parteurs ailes ou les arrachent grace a leurs
mandibules. La fondation peut étre pléométrotigl@?4 des fondations dans Sommer &
Holldobler [1995]) mais les reines ne semblentneabercher ou éviter les autres fondatrices
(Sommer & Holldobler 1995), cependant on observsant des agrégats de reines lorsqu’on
les confine dans une méme boite) et elle est cdeagta ou les reines s’enferment et élevent
leur premiéres ouvrieres en utilisant leurs résergerporelles). Les reines perdent en
moyenne 50% de leur poids durant la fondation (vdmwapitre 4). Les fondations
pléométrotiques sont plus productives que les fioos solitaires (Holman et coll. 2010a;
Sommer & Hoélldobler 1995).

Lorsque les premiéres ouvrieres éclosent dansadedafions pléométrotiques, les reines
s’engagent progressivement dans des combats \solgne seule reine survit aux combats et

monopolise la reproduction du nid.
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PLAN DE LA THESE

Cette these est organisée en cing chapitres doobjectifs sont décrits ci-dessous.

CHAPITRE 1 : Reconnaissance coloniale cheDdontomachus hastatus

étude comparative entre populations d’organisatiorsociale différentes.

La fourmi ponérineO. hastatusprésente des variations géographiques dans ligegem
sociale avec l'existence de populations strictenmanohogynes en Guyane francaise et

facultativement polygynes au Brésil.

* Les colonies monogynes et polygynes du Brésil ptésé¢-elles des différences
d'agressivité en présence d'ouvrieres de coloififésahtes?

* Les colonies monogynes du Brésil et de Guyane ptéseelles des différences
d'agressivité en présence d'ouvrieres de coloififésahtes?

* Le niveau d'agressivité varie-t-il en fonction dalistance chimique entre individus?

Ces problématiqgues sont abordées dans un manustripréparation sur I'écologie,
'organisation sociale et la chimie cuticulaire @ hastatus L'essentiel des résultats
comportementaux (caractérisation de I'agressivig duvrieres) a été recueilli par Raphaél
Jeanson, Vincent Fourcassié et Paulo Oliveiradersiissions sur le terrain en 2011 et 2012.

J'ai réalisé l'intégralité des analyses chimiquesadlaboration avec Felipe Ramon-Portugal.

CHAPITRE 2 : Chimie cuticulaire de la fourmi Odontomachushastatus:

études des colonies monogynes de Guyane francaise.

Ce chapitre propose une étude préliminaire deikaielcuticulaire dO. hastatus
+ Comment varient les concentrations des différecitesses d’hydrocarbures entre et
au sein des colonies dans une population monogyigugane Francaise ?
* Quelle(s) classe(s) d’hydrocarbure pourrai(en)sgeundre les processus de

reconnaissance coloniale ch@zhastatus?

Ces résultats préliminaires seront enrichis endeufaire I'objet d’une publication.
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CHAPITRE 3 : Reconnaissance de caste chez la fourn@dontomachus

hastatus : quel réle pour les indices chimiques ebmportementaux?

Chez O. hastatus I'agressivité inter-coloniale est relativement décée. Cependant le
maintien de la monogynie en Guyane Francaise reqllexclusion de tout individu

reproducteur supplémentaire.

* Quelle est la réponse comportementale des ouvnéstdentes de colonies monogynes
lors de l'introduction d'individus de castes difigtes?

» Les ouvrieres discriminent-elles les reproductelgrsiifféerents statuts de fertilité?

* Quelle information est utilisée par les ouvrierésidentes pour réagir a l'introduction
d’un intrus : chimie ou comportement ?

* Les individus des différentes castes présententids différences dans les profils

cuticulaires?

Ces problématiques sont abordées dans un articledaasJournal of Insect Physiology
Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R. (2@B&te discrimination in the ant
Odontomachus hastatus/Vhat role for behavioral and chemical cues. Insect Physig].
98:291-300

Cette étude a fait I'objet des deux communications:

Communication affichée

Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R. Btavioural and chemical modalities
of queen’s adoption in the antOdontomachus hastatusColloque de la Société Francaise
pour I'Etude du Comportement Animal (SFECA), To8r40 juillet 2014.

Communication orale

Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R. Fogéerential aggression and chemical
signaling are putative determinants of monogyny inthe ant Odontomachus hastatus
(Ponerinae, Formicidae).Colloque européen de I'Union Internationale poéitute des

Insectes Sociaux, Helsinki (Finlande), 8-11 ao(it&20
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CHAPITRE 4: Initiation des interactions agonistiques et estimation

mutuelle chez les reines fondatrices deasius niger.

Les jeunes reines deasius nigerpeuvent s'associer lors de la fondation de noewell
colonies mais elles s'engagent ensuite dans dasdtipns agonistiques létales conduisant a

la survie d'une unique reine.

* Les reines modulent-elles leur décision d'attageerfonction de leur propre état
physiologique et celui des reines rivales?

* Quels indices sont utilisés par les reines pouid@éd’attaquer?

Ces questions sont abordées dans un article pasJdarnal of Experimental Biology
Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R (2@63%et of fights and mutual
assessment in ant founding queeng. Exp. Biol, 220(5)750-753

Cette étude a fait I'objet de deux communicaticases:
Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R. 2048 do Lasius nigerqueens perceive
fertility cues depending on their own physiologicaktate ?Congres de la Section Francaise

de I'Union Internationale pour I'Etude des Inse&esiaux, Tours, 26-28 aodt 2015.
Berthelot K, Ramon Portugal F and Jeanson R. 2@idractions among Lasius niger
founding queens: the role of nutritional state andcuticular chemistry. Workshop "The

number of queens: Causes and consequences”, komégisen, Paris, 17-18 mars 2016.

Cette étude fait suite a un travail préliminairalis® par Camille Amen (Master 1 Biosanté)

gue j'ai encadrée.
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CHAPITRE 5: Etude de la perception antennaire d’hydocarbures

cuticulaires de reines par des reines cheézasius niger

Afin d'accroitre notre compréhension des mécanisingsiqués dans linitiation des
interactions agonistiques dans les associationsotestrices de.. niger, il est pertinent de

déterminer l'identité des composés cuticulairegsysepar les reines.
* Quels composeés cuticulaires sont pergus par leegél
» Les ouvrieres et les reines sont-elles sensibbesremes composés cuticulaires?

» Ces gquestions ont été abordées lors d'un séjodede mois réalisé a I'Université de

Ulm (Allemagne) sous la supervision du Professeanfved Ayasse.

Ces résultats préliminaires ne seront pas sounuisglication.
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RESUME

Chez les fourmis, I'organisation sociale peut @tmetrait plastique entre especes et au sein
d’'une espece. Le nombre de reines dépend notanmaeentonditions environnementales et
de I'histoire de vie de la colonie. Les espécessdgocialement polymorphes (c’est-a-dire
présentant les deux types d’organisations sociale®e ou plusieurs reines) offrent un
excellent modéle pour étudier les systemes de reassance chez les fourmis. En jouant sur
la diversité génétique au sein de la colonie, lactiire sociale d’un nid peut influencer les
capacités de reconnaissance des individus. En, éfffelst généralement prédit que les
ouvrieres d'espéces polygynes devraient possédervarabilité importante dans leurs
indices de reconnaissance et, conséquemment,egutiliraient étre plus tolérantes envers
les individus n'appartenant pas a leur colonie.

Ce chapitre est consacré a I'étude de la recommasscoloniale chez la fourri. hastatus
qui présente des variations géographiques dansuetige sociale: les colonies de Guyane
Francaise sont strictement monogynes tandis queolesies au Brésil sont monogynes ou
polygynes. Nous avons étudié deux sites distaats/ilbn 6 km au Brésil et en Guyane pour
examiner si les ouvrieres présentent des diffésemieas les niveaux d'agressivité lors de
rencontres dyadiques. Nos résultats montrent quetrizcture sociale (monogynie vs.
polygynie) n’influence pas l'agressivité des colmet que les ouvrieres@l’ hastatussont
généralement tolérantes envers les individus isseiscolonies distantes. En outre, la
caractérisation des profils en hydrocarbones clali@s souligne I'existence d'une similarité
qualitative entre colonies et révéle I'existencedifférences quantitatives prononcées entre

les différents sites.
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Nestmate recognition in the antDdontomachus hastatusa comparative

study between populations with different social suctures

Kévin BERTHELOT", Claudia BOTTCHER Paulo S. OLIVEIRA, Vincent
FOURCASSIE and Raphaél JEANSON

ICentre de Recherches sur la Cognition Animale, i@aie Biologie Intégrative, Université
de Toulouse, CNRS, UPS, France
’Departamento de Biologia Animal, Universidade Estadle Campinas, S&o Paulo, Brazil
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ABSTRACT

In ants, nestmate recognition allows individualsligplay differential behaviours toward kin
and non-kin. Earlier studies reported that thenisity of aggression between non-nestmates
can vary with chemical, genetic or geographicatatises between colonies and that the
social structure of colonies (monogyng polygyny) can further modulate the behavioral
response during pairwise encounters. Few studieeVver addressed nestmate recognition in
species characterized by the co-occurrence of maryognd polygyny in some populations
and the exclusive presence of monogyny in otheuladipns. This study aimed at filling this
gap by investigating nestmate recognition in theQaontomachus hastatughis species is
strictly monogynous in French Guiana but it is ftatively polygynous in southeast Brazil.
In each country, we studied two sites distant obuabS km. We conducted pairwise
encounters between colonies within sites, betw&es and between countries. In parallel,
we characterized the cuticular profiles of workieosn a subset of colonies collected at each
site. We found no influence of the social structarethe outcome of encounters and we
detected no difference in the cuticular profilesws®n monogynous and polygynous
colonies. Although cuticular profiles apparently nqmise sufficient information to
discriminate colonies from different sites, workets not substantially modulate their
behavioural response while they fiercely attacketetospecific individuals. Overall this
suggests that workers @f. hastatusvere generally tolerant toward conspecifics, pexsive

of their geographical or chemical distances.
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INTRODUCTION

In social species, kin recognition allows group rbems to behave differently toward related
and unrelated individuals (Mateo 2004). Dependingontexts and species, the outcome of
encounters between unrelated individuals can rémoge peaceful interactions to overt fights.
In ants, studies investigating nestmate recogniiod aggressiveness between colonies
yielded contrasting patterns. First, some spedieedly attack any conspecific intruders,
irrespective of their population origin (Dabhi &t 96, Boulay et al. 2007). In other species
the intensity of aggression varies with the geolgigg) distance between colonies. In the
leaf-cutting antAcromyrmex lobicornigor instance, workers display more amicable taiera
interactions with individuals from neighboring cnies than toward ants from distant
colonies (Dimarco et al. 2010). This phenomenofiedahe "dear enemy” effect, has been
described across invertebrates and vertebratesg[€sm994). This concept postulates that
encounters with workers of distant colonies repreaehigher threat because the presence of
these individuals might predict the arrival of teetire colony seeking a new territory. In
contrast, close colonies could have developed estaddtionships and behave amicably to
limit the costs of frequent fights. At least twoopesses can underly the expression of the
"dear enemy" effect. First, individuals can habiuto the cues emitted by neighbors during
bouts of foraging as evidencedmheidoleants (Langen et al. 2000). An additional, but non-
mutually exclusive, explanation is that neighbors also more likely to share recognition
cues because they are potentially genetically edlalue to their limited dispersal and/or
because they live in a common environment thatamamparably impact the production of
recognition cues. An opposite trend, termed thestinaeighbor" effect, is predicted to arise
if competition for limited resources among neighbgrcolonies is intense, as it has been
reported in theOecophylla smaragdinavhere workers behave more aggressively toward
neighbors than towards distant strangers (Neway. 2010).

The social structure of colonies (monogwsy polygyny) represents an additional factor that
can also shape the intensity of aggressivenesgdavem-nestmates. In polygynous colonies,
the presence of multiple matrilines increases thieetic diversity among workers and this
can potentially influence the diversity of recogmit cues between nestmates (Martin et al.
2009). One possible consequence is that workers fpolygynous colonies have lower
acceptance thresholds and are more tolerant towamlnestmate conspecifics. The
deployment of comparative studies in species shgpwotial polymorphism (co-occurrence
of monogyny and polygyny) provided contrasting tessuin some species, workers from
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polygynous colonies have been shown to be leseagige than workers from single-queen
colonies when they were confronted to non-nestmgatens (Sundstrém 1997) or workers
(Keller and Passera 1989, Starks et al. 1998, kauet al. 2016). Other studies however
failed to find similar patterns, which indicatestla higher acceptance of non-nestmates in
polygynous colonies is not a general riqadensMeunier et al. 201lworkers Rosset et al.
2007, Helantera et al. 2011).

In this context, the present study addressed néstmeognition in the ponerine ant
Odontomachus hastaty$-abricius). This species shows variations insibgial structure:
colonies comprise a single or several reproductereales in southeast Brazil (50% of
colonies containing more than dealate females: steaminpublished data, Oliveira et al.
2011) but always a single queen in French Guiaeangbn, unpublished data). This system
is rather unique because it allowed us to compasénmate recognition between monogynous
and polygynous colonies from the same populationaeo between monogynous colonies
from socially polymorphic and strictly monogynouspplations. We investigated the
influence of social structure (monogymg polygyny) on aggressiveness during pairwise
confrontations between workers. Both in Brazil &vdnch Guiana, we next examined the
reaction of workers toward non-nestmates of comg@lected in the same site (distance <1
km) and in distant sites (distance >5 km). Becaighe existence of polygynous colonies in
Brazil, we predicted that workers from French Gaiarould be less tolerant toward intruders
than workers from Brazil. We characterized theauéir profiles of workers of colonies from
French Guiana and Brazil to examine the relatigndldtween chemical distances and the

patterns of aggression.
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MATERIALS & METHODS

Study Area

In Brazil, fieldwork was conducted in the CananBsuarine Lagoon Complex, located on
the southern coast of Sdo Paulo State. The regicndes three islands (Cardoso Island,
Cananéia Island and Comprida Island) surroundedhlaynels connected to sea (Schaeffer-
Novelli et al 1990). The predominant vegetation is Atlantic &€sbr with patches of
mangroves and restinga along the coast. The restorgst has an open canopy formed by 5
to 15 m tall trees growing on a sandy soil, andnalant bromeliads growing both on the
ground and as epiphytes (Barresal 1991). We studied two sites of restinga distant o
approximately 8 km, one was located in the Pargstadtial da llha do Cardoso (25°07'S;
47°92'W, hereafter Cardoso, abbreviated CAR) amdother in Cananéia Island (24°99'S;
47°93'W, abbreviated CAN). The climate is warm amgmid and the mean annual
temperature and rainfall are 20.9°C and 3000mnpeas/ely (Barroset al 1991). Our
fieldwork was performed in November 2011 at Cardasd in October 2012 at Cananéia. In
French Guiana, the study was conducted in the Re&d¢aturelle des Nouragues, a lowland
rain forest, in the northern part of the Amazom rfairest. Fieldwork was performed in two
sites in January 2012: Inselberg (4°05'N; 52°4BWhreviated INS) and Saut-Pararé/COPAS
(hereafter Pararé; 4°02'N; 52°41'W, abbreviated RAdtated approximately 6 km apart.
The vegetation is typical of the vast primary foraslow altitudes, with a few inclusions of
different vegetation types (palmitto-swamp fore$iemas forests and bamboo forests). The
climate is tropical humid, and is characterizedabgiry season (July—November) and a wet
season (December—June) interrupted by a shortafryos in March (Sarthou and Villiers
1998). Mean annual precipitation is 3,000 - 3,258.nThe daily mean temperature ranges
between 20.3 and 33.5°C.
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Figure 1. Location of zones and distances between zones, aitd between colonies within sites. In

bold are mentioned the different sites.

Nest collection

BecauseO. hastatushas a nocturnal foraging activity (Camargo andvéda 2011), nests
were collected during daytime to ensure the presericall colony members. In total, we
collected 49 nests dD. hastatus17 at Cardoso, 12 at Cananéia, 15 at Inselbedg5aat
Pararé. The spatial coordinates of all nests delleevere recorded using a GPS (Garmin
GPSmap 60CSx) (Figure 1). The composition of eastbny (number of dealate females,
winged males or females, workers, pupae and larvaes) determined immediately after
collection. In the field, ants were maintained lasptic bottles with damp tissue and were fed
with ant diet (Bhatkar and Whitcomb 1970). In tab,Icolonies were housed in large plastic
boxes containing dirt and were fed three times ekweith ant diet and common green bottle

flies (Lucilia sericatg.
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Dyadic encounters

We conducted dyadic encounters to assess aggrdsserbetween colonies. We considered
the following types of encounters:
- Intracolonial: two workers from the same colony
- Intercolonial: two workers from different colosie

i) Intra-site: two workers from different coloniegithin the same site (Cananéia,
Cardoso, Inselberg, Pararé)

i) Inter-sites: two workers from different colosidetween different sites within the
same geographical area (Canamaia&Cardoso, Inselbengs. Pararé)

iii) Inter-zones: two workers from different col@si between geographical areas
(Brazil vs. French Guiana)
- Interspecific: two workers from different speciese below)
In addition, we examined the influence of the slostaucture on aggression by testing

workers from different monogynous or polygynousooms.

The day before confrontations, we marked none,avri®th ants with a dot of colour paint
(Edding 750) on the abdomen. In pilot experiments we checket painting did not
influence the outcome of encounters. Ants were taaiad overnight in a plastic container
with damp tissue and synthetic ant diet. Dyadicoenters were performed in a circular arena
(5.5 cm diameter x 1.7 cm height). The arena wasrs¢ed in two halves with a piece of
cardboard inserted in slits made into the wall le¢é arena. Each individual was selected
haphazardly in the colony and gently depositedria balf of the arena. After a period of
acclimation of approximately five minutes, the tbsgan by gently sliding the cardboard.
Each trial lasted 10 minutes. The arenas were washth ethanol between trials. We
simultaneously recorded up to ten confrontationagua camera (Sony Handycam Full HD
7.1 megapixelsplaced above the arenas. Each worker was usedoaoky and the order of
dyads tested was determined randomly.

The social structure of all colonies 6 hastatusused in dyadic encounters were known
except for colonies collected in November 2012 atd8so where only a sample of workers
were collected on the surface of nests. In additimrkers ofO. hastatusvere tested against
workers from different, but sympatrispecies ofOdontomachusFor logistical reasons, no

interspecific confrontations were performed for sagbllected in Cananéia. We useéd
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chelifer at Cardoso an@®. haematodusn French Guiana. These two species share several
aggressive behaviours wit@. hastatus(mandibular strike, sting), which permits relevant
comparisons between inter and intraspecific en@antDyadic encounters within and
between sites were performed in the field (CarddSananéia, Inselberg, Pararé) but
confrontations between workers from different zor{Bsazil vs. French Guiana) were
performed in Toulouse in March 2012. We verifiedttthe maintenance of colonies in the
laboratory did not influence the outcomes of entexsn(data not shown). Blinded methods
were used to analyse video recordings except farspecific encounters where physical
differences between species were too obvious. Dhlewing interactions of increasing
aggression were scored: ignore or low antennatiendontacts in which neither ant showed
any interest) (score 1), moderate to vigorous aragon (score 2), backing off (score 3),
biting (score 4), mandible strike (forward lungec@mpanied by a fast closing of the
mandibles, score 5) and stinging (score 6). Scofe$ and 2 were considered as non-
aggressive while scores of 5 and 6 were regardédghy aggressive. The aggression score
assigned to each dyad was the strongest agonispitag (1 to 6) observed over 10 minutes.
Only a subset of the colonies collected in thedfighs used for dyadic encounters.

Eight to 12 replications were performed for eachnbimation tested except for interspecific
encounters (5 to 11 replications). A total of 12%hdic encounters was performed and

analysed.

Cuticular profiles

For each colony 00. hastatusused for the characterisation of the cuticular ifgsf three
workers were sacrificed and their thorax were mhiied into a 1 ml glass vial and soaked in
hexane (Sigma-Aldrich, HPLC quality) for five mimgt

The extract was transferred to another 2ml autokanwml and evaporated under nitrogen
stream. The dry residue was re-dissolved in 50ffHexane and stored at -18°C until the
beginning of the chemical analysis. GC-MS analygs performed on a mass spectrometer
ISQ™QD Single Quadrupole GC-MS System (Thermo Fisaentific Inc., Villebon sur
Yvette, France), fitted with a capillary column @Rk RTX-5MS 30 m x 0.25 mm, 0.25n
film thickness, 5 % diphenyl and 95 % dimethylpdlysane) and a splitless injector
(280°C). lonization was by electron impact (70edree temperature: 250°C). Helium was
the carrier gas (1,2 mL/min). The oven temperatvas maintained at 70°C after sample
injection (2ul), then programmed at 20°C/min to 180°C, then Bfi@/to 320°C and held for
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10 min. Samples were automatically injected usingaatosampler AS300 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Villebon sur Yvette, France). Feach GC sample, peak areas were calculated
by manual integration using Xcalibur 2.2 SP1 48twafe and were expressed as the
percentage of the total peak area.

In the analysis, we only considered cuticular coomais> 1% of the whole profile in at least
two samples. A total of 33 compounds were incluidetthie analyses. The relative abundance
of each compound was transformed before statista@hlysis using the log ratio
transformation (Aitchison 1986) using the formult &;=In[Yi;j/g(Yj)], where Z; is the
transformed area of pealfor antj, g(Yj) is the geometric mean area of all compounds of
individual j andYi;; is the untransformed area of paalor antj. One colony from Cardoso
(CAR19) showed an atypical cuticular profile in qumison to other colonies from Cardoso
and was not included in subsequent analysis. Nmteeher that the conclusions remained the
same if this colony was included in the analysetgddhot shown). In total, we analyzed the
cuticular profiles of 4 colonies from Pararé, 13ooges from Inselberg, 14 colonies (9
monogynous, 5 polygynous) from Cananéia and 24ngeda20 monogynous, 4 polygynous)
from Cardoso (note that we did not characterize phefiles of all colonies used for

behavioral assays).

Data analysis

All analyses were performed using R 3.2.0 (R Dgwelent Core Team 2015). To compare
the scores of aggression, we fitted a GLMM (funcgémerin package Ime4) with a Poisson
error distribution and colony identity as a randéantor. P-values were obtained with the
function Anova implemented in the packagar. We used Tukey post-hoc multiple
comparison-of-means tesgltft function inmultcomppackage) to test pairwise differences.
We ran a Partial Least Square Discriminant AnalyBIsSDA) implemented in the package
RVAideMemoire (Hervé 2014) to determine whether theicular profiles of workers
segregated between sites. We next performed a petional significance test based on
cross-model validation wusing the function MVA.tesinplement in the package
RVAideMemoire (n=999 permutations). We complementeds approach by using a
hierarchical cluster analysis on Manhattan chemiiatances between workers of the
different colonies. We used the packagmganto calculate the chemical distance between
colonies (Manhattan distances). Mantel permutatests (999 permutations) were used to

test the relationship between the matrices of cbaihand geographical distances between
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colonies. We used Spearman's rank correlations tesexamine the relationship between

aggression scores and geographical or chemicalndiss.

RESULTS

Dyadic encounters

The intensity of aggression did not differ depegdan the colonial social structure of the
interacting workers (CFA#0.04,df=2, P=0.98) but it varied between sites with individuals
originated from Cananéia being more aggressive @active here because it was mainly
antennations) than those from Cardoso $€Hi.38,df=1, P<0.001) (Figure 2). In subsequent
analyses, we pooled the scores obtained for momaggyand polygynous colonies from each

site in Brazil.

Cardoso (Brazil) Cananéia (Brazil)
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Figure 2. Plot of the scores of aggression for dyadic entars between workers from monogynous
or polygynous colonies in Brazil (MM: pairs of wenls from monogynous colonies, PP: pairs of
workers from polygynous colonies; MP: one workenfra monogynous colony and one worker from
a polygynous colony). The size of each dot is priigmaal to the number of occurrence of each score.
The green, orange and pink rectangles representabhai interactions (antennations), moderate

(backing-off, biting) and intense aggression (mbuatdr strike, sting), respectively.

Both in Brazil and French Guiana, the score of aggjon varied depending on the type of
encounters (French Guiana: &#269.36, df=4, P<0.001; Brazil: CH=422.15, df=4,
P<0.001). In French Guiana, workers from Inselbdrgvged higher level of aggression than
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workers from Pararé (Figure 3, Table 1). In Brambrkers from Cananéia were more
aggressive during intra-site encounters than werkem Cardoso. Although workers from
different sites displayed dissimilar levels of agggion toward non-nestmates, this difference
mostly relies on a variation in the intensity ofemation (low vs. vigorous antennation) and
workers rarely displayed the most aggressive belbasi(mandibular strike, sting). This
markedly contrasts with interactions with heteras$ijie where the intensity of aggression
was maximal (Figure 3, Table 1). Finally, the Iatgenge in the scores of aggression was
obtained for interactions between workers from p@s collected in French Guiana and

Brazil.
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Figure 3. Scores of aggression for dyadic encounters betwearkers. The size of each dot is
proportional to the number of occurrence of eactesdPAR, INS: encounters between workers from
two colonies collected in Pararé and Inselbergn&meGuiana), respectively. CAR, CAN: encounters
between workers from two colonies collected in ©aod and Cananéia (Brazil), respectively.
INS/PAR indicates encounters between one worken finselberg and one worker from Pararé.
CAN/CAR represents encounters between one worken f£ananéia and one worker from Cardoso.
Guiana/Brazil indicates encounters one worker fBrawil and one worker from French Guiana. The
green, orange and pink rectangles represent armaiaatigiractions (antennations), moderate (backing-

off, biting) and intense aggression (mandibulakefrsting), respectively.
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We next aimed at testing whether workers from HrgBaiana and Brazil displayed different
levels of aggression. For each zone (Brazil or éme@uiana), we pooled the scores obtained
for intra-site encounters (INS and PAR; CAR and GAWNe found a significant effect of the
type of encounters (intracolonial, intra-site, rdée and interspecific) on the intensity of
aggression (Ch#688.93, df=4, P<0.001) but no difference between Brazil and French
Guiana (Ch=0.02, df=2, P=0.89) (Figure 3). Overall, homospecific interactom O.

hastatuswvere amicable and show no difference between Baadi French Guiana.

Estimate SE z P
Intracolonial vs. INS 0.60 0.15 411 <0.001
Intracolonial vs. PAR 0.16 0.16 0.596 0.87
Intracolonial vs. INS/PAR 0.76 0.14 5.45 <0.001
<Zi Intracolonial vs. 1.50 0.11 13.46 <0.001
% Interspecific
g INS vs. PAR -0.43 0.17 -2.61 0.064
% INS vs. INS/PAR 0.16 0.14 1.14 0.77
E INS vs. Interspecific 0.90 0.12 7.77 <0.001
PAR vs. INS/PAR 0.60 0.16 3.69 0.002
PAR vs. Interspecific 1.34 0.14 9.58 <0.001
INS/PAR vs. Interspecific 0.75 0.11 6.79 <0.001
Intracolonial vs. CAN 0.38 0.09 4.16 <0.001
Intracolonial vs. CAR 0.05 0.09 0.56 0.98
Intracolonial vs. 0.45 0.12 3.75 0.002
CAR/CAN
Intracolonial vs. 1.40 0.08 16.83 <0.001
N Interspecific
'<\,:‘ CAN vs. CAR -0.32 0.09 -3.52 0.004
& CAN vs. CAR/CAN 0.07 0.11 0.58 0.98
CAN vs. Interspecific 1.02 0.08 12.90 <0.001
CAR vs. CAR/CAN 0.39 0.12 3.27 0.01
CAR vs. Interspecific 1.35 0.08 15.96 <0.001
CAR/CAN vs. 0.95 0.11 8.65 <0.001

Interspecific



CHAPITRE 1

Table 1.Summary of multiple comparisons of means for ttigedint categories of dyadic encounters

in Brazil and French Guiana.

Chemical analysis

The cuticular hydrocarbons @. hastatuscomprise a mixture of linear and methylated
alkanes, methylated alkenes and alcadiénes ramgingain length from 35 to 44 carbons.
Workers from Brazil and French Guiana mostly digpthquantitative differences with only
two compounds (out of 33) found on workers fromZrand two other hydrocarbons only
present on the cuticle of workers from French Gaigimilarly, one compound present on
workers from Cardoso was absent on ants from Camamé another compound found on
workers from Inselberg was absent on individuadenfiPararé (Figure 4). The proportion of
linear alkanes was five times larger on workersnf@razil (about 10%) than on individuals
from French Guiana (about 2%).
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Figure 4. Mean = SD of the percentage of cuticular compouondsolonies from Brazil (Cardoso:
N=24, Cananéia: N=14) and French Guiana (Pararét, Naselberg: N=13). Linear alkanes are

indicated on the x-axis.
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The multivariate analysis clearly discriminatedicuiar profiles between the different sites
with more than 93% of samples that were correcthassigned in the cross-model
classification (Figure 5). In Brazil, polygynousdamonogynous colonies did not segregate
(Figures 5, 6).
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Figure 5. PLSDA plot of the cuticular profiles of workenoi different sites. Symbols with a white
dot indicate polygynous colonies. Circles and segsiarepresent polygynous and monogynous

colonies, respectively.
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Figure 6. Hierarchical clustering analysis of the cuticypaofiles of workers from different colonies

and sites. The arrows indicate the polygynous deton

Location r P Distance (range) (km)
Inselberg 0.21 0.04 0.006 - 1.02
Pararé -0.43 0.95 0.03-1.69
Cananéia 0.14 0.14 0.004 - 0.30
Cardoso 0.002 0.44 0.003-0.71
French Guiana 0.75 0.001 0.006 - 5.77

Brazil 0.72 0.001 0.003-9.31
All colonies 0.89 0.001 0.003 - 3267

Table 2 Summary of Mantel permutation tests testing theretation between geographical and
chemical distances between pairs of colonies witlities (INS, PAR, CAN, CAR) or within zones
(INS/PAR, CAN/CAR) and between geographical loaai¢(BRA/GUY).

When considering all possible pairs of colonies Midrich we characterized the cuticular
profiles, we evidenced no significant relationshigtween the chemical and geographical
distances within site except for colonies from lhesy where a marginal difference was
detected (Table 2, Figure 7a). In contrast, chelndestance increased with geographical
distance when we considered all possible pairsotdnies within Brazil or within French
Guiana and all colonies sampled in both countiieble 2).
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Figure 7. Relationship between geographical and chemicsthtes for (a) all colonies and (b)

colonies used for behavioural assays.

When considering only the subset of colonies usethéhavioural assays, chemical distances
increased marginally with geographical distancear(tdl permutation test=0.65,P=0.05)
(Figure 7b). We next examined how aggression vawgt geographical and chemical
distances between pairs of colonies used for dyadicounters (Figure 8). Aggression
increased with geographical distances between msomhen interactions between workers
from Brazil and French Guiana were considered (@paa correlation testrho=0.59,
P<0.001) or not (Spearman correlation testo=0.34, P=0.03). Similarly, there was a
positive correlation between aggression and chdrdiseances when the encounters between
individuals from Brazil and French Guiana were umddd (Spearman correlation test:
rho=0.63,P<0.001) or not (Spearman correlation telst=0.37,P=0.02).

* INS/INS * INS/INS
* PAR/PAR * PAR/PAR
* INS/PAR * INS/PAR
* CAR/CAR * CAR/CAR
5 | CAN/CAN 5 CAN/CAN
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g 4 @ g 4 (¢
3 8 3 ]
5 5
2 ) 2 [
4 8 g L I
5 3 ° e 2 3 ° o
< e < e
[ ] [ ] S} [ ] e ®° [ ]
@ (©)
2 o 21 o
o) 6) ‘. o o @ °® @
o & ° © ® ®
° ) ® o
Sf o &y, e
(] ® ® (]
1- (] 1- (]

T T T T T 1 T T T T T T T T 1
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 4000.00 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Geographical distance (km) Chemical distance

Figure 8. Mean score of aggression as a function of thgrmgiical and chemical distances between
workers. Error bars are omitted for clarity. Theeayn, orange and pink rectangles represent amicable
interactions (antennations), moderate (backinglofing) and intense aggression (mandibular strike,

sting), respectively.

DISCUSSION

In this study, we investigated how the social streee of colonies and the distance between
nests influenced the behavioural responses of w®ikethe anO. hastatusduring pairwise
encounters. To our knowledge, no study examinedhtas recognition between colonies

96



CHAPITRE 1

across such a wide range of geographical distancasspecies displaying variations in its
social structure. In Brazil, where co-exist monogymd polygyny in the same population,
we found no influence of social structure on thtemsity of aggression between workers. The
absence of difference in the level of aggressiotwd&en monogynous and polygynous
colonies is consistent with the existence of sintlaicular profiles between colonies of both
social forms. In Brazil, the sites where nests voaigected were much more influential in the
discrimination between colonies than their sodialcure (Figure 5).

We obtained similar patterns of aggression in Braad French Guiana where colonies are
strictly monogynous. One conclusion of this studythat workers of. hastatusbehaved
amicably in presence of conspecifics. It could bguad that the behavioural assays using
pairwise encounters in neutral arena were not [deitto test nestmate recognition and the
presence of colonial cues setting the context cdwdde produced different outcomes
(Roulston et al. 2003, Buczkowski and Silverman3)0®owever we documented violent
and frequently fatal during heterospecific encotsiteetweerO. hastatusand other species
of trap-jaw ants@. haematodusr O. chelife)). In addition, we showed in a companion study
(see Chapter 2 of the present thesis) that theduattion of non-nestmate workers on intact
nests did not elicit strong aggression and thanalwere either antennated or gently grabbed
to be dropped off the nest. We are thus confidbiat the present results offered an
appropriate picture of nestmate recognitio®irhastatus

Keeping in mind that all cuticular compounds aré mecessarily informative, our chemical
analysis suggested that the blend of cuticular dgahbons contain sufficient information to
allow workers to evaluate their chemical distanestruders and to adjust their behaviour
accordingly. Although our analysis revealed that baction toward intruders increased with
chemical and geographical distances, this effectimoelied on an increase in the strength
of antennations but interactions rarely escalateduert aggression. In this chapter, we
estimated to what extent the cuticular profilesyJaetween colonies from similar or distant
sites. In the next chapter, we investigate the @aoigvariability in chemical cues within
colonies and between colonies in a monogynous papualin French Guiana.

A more comprehensive picture of the social orgdimeain O. hastatusincorporating the
ecological, morphometric and demographical datardesd above (Introduction, part Ill.a.),
the results of the present and two next chaptdidwiprovided in the general discussion of
this dissertation.
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RESUME

Chez les fourmis, la reconnaissance coloniale eedasgement sur la perception des
hydrocarbures cuticulaires. Dans le chapitre préc&dous avons caractérisé l'influence de
la distance chimique entre colonies de populatidestiques ou différentes sur les niveaux
d'agressivité. Dans ce chapitre, nous caractérikouariation au sein d'une colonie et entre
colonies d'une population monogyne de Guyane. Namalyse statistique révele
d'importantes variations dans les différentes elms$ructurales d'hydrocarbures cuticulaires
entre colonies. En particulier, la proportion cimles linéaires varie fortement entre les
colonies ce qui suggere leur implication potergieldns la reconnaissance coloniale bien que
cette classe de composés n'est généralement pasd@ée comme pouvant signaler
I'appartenance coloniale. En outre, notre étudestmd la présence d'une fraction importante
de méthyle-alcenes (30% du profil en hydrocarbugessont des composés rarement décrits

chez les fourmis.
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ABSTRACT

Nestmate recognition in ants involves cuticularrogadrbons. In the af@. hastatuswe used

a statistical approach to determine which struttalasses of cuticular hydrocarbons can
potentially be involved in nestmate discriminati@ur results indicated that alkanes, alkenes
and alkadienes show substantial variations betwetimies. Our analysis also revealed that

the cuticular profiles comprise several methyl-akk® which are generally rare in ants.

106



CHAPITRE 2

INTRODUCTION

In ants, communication heavily relies on chemidghals, in particular on cuticular profiles
(Blomquist and Bagneres 2010). Cuticular hydrocasbgenerally comprise a mixture of
hydrocarbons that can be divided into three mainctiral classes including-alkanes,
methyl-branched compounds and unsaturated compo(Blamquist 2010). Several models
have been proposed to explain nestmate recogratidrthey posit that the range of variation
in the cuticular profiles between colonies excetisrange of variation between colonies
(van Zweden and d'Ettorre 2010, Sturgis and Gog&fir?). Within colonies, the composition
of cuticular lipids also shows variations betweaproductive castes and task groups
(Wagner et al. 2001, Monnin 2006, Sturgis and Gor2612). Although several studies
demonstrated that hydrocarbons are involved innmegst recognition, relatively fewer work
attempted to identify which structural classes gtirbcarbons are involved. In the ant
Formica exsectaMartin et al. (2008) elegantly demonstrated tbaly the (Z9) alkene
fraction of the profiles encodes nestmate recogmitind that the alkane part plays no role in
this phenomenon. In contrast, Lucas et al. (200gyssted that internally branched methyl-
alkanes are involved in recognition in the Bathycondyla villosa

In Chapter 1, we were interested in differenceshm cuticular profiles ofDdontomachus
hastatusat the population level but we did not considex tAnge of variations in chemical
profiles within and between colonies within a p@idn. Here, we focused on a single
population in French Guiana, distinct from popua$ studied in Chapter 1. We used
statistical analysis, not bioassays, to identitycural classes of hydrocarbons that might

potentially be involved in nestmate recognitiorOrhastatus

MATERIALS & METHODS

In French Guiana, colonies @f. hastatugypically nest in root clusters of epiphytic plant
(Asplenium Cyclanthus Philodendron), in leaf litter accumulated in palm tregSgonoma
Astrocaryum Bactrig) or in structures built on branches or lianas tredaverage volume of
nests is about 8 liters (unpublished data). Weectdld 10 workers in 5 mature colonies at
Maman Lézard (5°06'N, 52°99'W) during a fieldwonkRrench Guiana in March 2015. The
nests were shaken to elicit the exit of severalkexs and to ensure that we did not collect
only foragers. The average distance between caomgs 65 m (min=17 m, max=119 m).
This site is distant of about 120 km from the figite of the Nouragues studied in the

previous chapter. Each worker was individuallyoduiced into a 2ml auto sampler vial and
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soaked in 0.5 ml of pentane (Merck®, Darmstadt,n@ery) for 10 minutes. The extract was
transferred to another 2ml autosampler vial angersied under nitrogen stream. The dry
residue was re-dissolved in 50 pl of hexane ancedtat -18°C until the beginning of the
chemical analysis. GC-MS analysis was performed amss spectrometer ISQ™QD Single
Quadrupole GC-MS System (Thermo Fisher Scientific.,| Villebon sur Yvette, France),
fitted with a capillary column (Restek RTX-5MS 30x%10.25 mm, 0.2fum film thickness, 5

% diphenyl and 95 % dimethylpolysiloxane) and atlgsis injector (280°C). lonization was
by electron impact (70eV, source temperature: 2h0H&lium was the carrier gas (1,2
mL/min). The oven temperature was maintained aC78@fter sample injection (gl), then
programmed at 20°C/min to 180°C, then 5°C/min t60°8and held for 10 min. Samples
were automatically injected using an autosampleB@S(Thermo Fisher Scientific Inc.,
Villebon sur Yvette, France). For each GC sampéakpareas were calculated by manual
integration using Xcalibur 2.2 SP1 48 software amie expressed as the percentage of the
total peak area. In the analysis, we only consitiergicular compounds 1% of the whole
profile in at least two samples. A total of 27 cauapds were included in the analysis. Note
that, at this stage, the identification of compaumlstill preliminary. This might explain the
existence of some discrepancies in the proportodretructural classes between the present
and next chapters.

All analyses were performed with R 3.2.1 (R Deveilept Core Team 2015). We compared
the average relative abundance of cuticular hydbores of each class (i.e. alkanes, mono-
methylalkanes, di-methylalkanes, alkenes, mono-peitenes and alkadienes) between
colonies with Kruskal-Wallis tests followed by pdwic Dunns' test. The relative abundance
of each compound was then transformed before tstatisanalysis using the log ratio
transformation (Aitchison 1986) using the formult &;=In[Yi;j/g(Y))], whereZ; is the
transformed area of pealfor antj, g(Yj) is the geometric mean area of all compounds of
individual j andY;; is the untransformed area of paafor antj. For each hydrocarbon, we
calculated the diagnostic power (DP) by dividing standard deviation among individuals
by the pooled standard deviation within coloniean(vZweden and d'Ettorre 2010).
Compounds with high DP scores are expected to dgg@yhinfluential in caste segregation.
We then used compounds with DP scores >2 to rumréiaPLeast Square Discriminant
Analysis (PLSDA) implemented in the package RVAideibire (Hervé 2014). We next
performed a permutational significance test basedcuwss model validation using the
function MVA.test implement in the package RVAidef@re (n=999 permutations).
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RESULTS & DISCUSSION

The cuticular profiles of workers @. hastatusomprised 27 cuticular hydrocarbons ranging
in chain length between 3£ to G and included alkanes, mono-methylalkanes, di-
methylalkanes, alkenes, mono-methylalkenes andd@&kas (Figure S1). The different
classes of cuticular compounds showed variatiohsd®n colonies (Figure 1).
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Figure 1. Box plot of the relative amount of cuticular hydaobons of different classes (i.e. alkanes,
mono-methylalkanes, di-methylalkanes, alkenes, nroathylalkenes and alkadienes). The horizontal
thick line and the square in each box representritb@ian and the mean, respectively. The box gives
the interquartile range. Lower (or higher) whisketends to the most extreme value within 1.5

interquartile ranges from the 1st (or 3rd) quartércles indicate outliers. The black square inhea
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box represents the mean. Different letters indicstiatistical differences (Kruskal-Wallis tests
followed by post-hoc Dunn's tesP<0.05). Colony 10: N=7 workers; colony 18: N=10 kens;

colony 28: N=10 workers; colony 30: N=10 workerstany 8: N=8 workers.

We next performed a PLS-DA on the cuticular compmisunvith the highest values of

Diagnostic Power (Table 1). Using the 7 cuticulampounds with values of the Diagnostic

Power above 2, the discriminant analysis partlyegated individuals belonging to the five
different colonies (error rate= 29%+0.001) (Figure 2).
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Figure 2. PLS-DA plot of the cuticular hydrocarbons with was of Diagnostic Power above 2 for

workers ofO. hastatusfrom five colonies collected at the Maman Lézafdefich Guiana). Inset:
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Identification Class RT  colony #1((N=7) colony #1¢(N=10) colony #2¢{ (N=10) colony #3((N=10) colony #8(N=10) DP
Tetracontane n-alkane 25.16 0.27 (0.16, 0.46 0.29 (0.21, 0.41 0.43(0.3,0.74 2.75(1.31,4.01 0.28 (0.17,0.36 2.89
Dotetracontane n-alkane 28.05 5.57 (3.32, 7.04 9.13(5.31, 11.34 3.18 (1.5, 6.12 12.9 (7.42, 16.54 10.84 (8.51,15.18 2.1

total=5.84 total=9.42 total=3.61 total=15.65 total=11.12
13- and 11- Methylheptatriacontane methyl alkane ~ 21.48 5.67 (4.17, 8.36 4.11 (3.2, 6.65 7.67(3.23,12.3 2.02 (1.25,4.38 3.87(2.4,5.05 151
13-, 15- and 17- Methylnonatriaconta methyl alkkane ~ 24.01 16.25 (14.94,19.9 16.94 (15.04,19.23  21.12 (18.86, 23.83 13.7 (10.14, 18.42 17.6 (13.83,19.96 1.63
13-, 15- and 17-Methylhentetracontar methyl alkkane ~ 27.51 1.9 (1.65, 2.08 3.41 (1.75, 3.9 2.42 (152, 3.63 4.73 (3.72,6.02 3.45(2.16,466 1.8
23.82 24.46 31.21 20.45 24.92
13,x-Dimethylheptatriacontane dimethyl alkane 21.78 1.37 (0.94, 1.89 1 (0.62, 1.99) 1.36 (0.78, 2.34. 0.53(0.39, 0.8 0.96 (0.72,1.18 1.36
S S RITEHE I SRS (O o e PR 0.85(0.71,1.18  0.69 (0.57, 1.15 1.11(0.67, 1.43 0.43 (0.32, 0.87 0.65(0.48,0.8 161
and 1.Methvlnctatriacontar)
X,12-Dimethylnonatriacontane dimethyl alkane 24.41 16.56 (10.58, 20.27 16.79 (13.51, 19.31 9.46 (5.52, 14.08 16.41 (13.06, 21.81 22.09 (17.01, 26.59 1.71
4,x- Dimethyldotetracontane dimethyl alkane 29.14 0.2 (0.15, 0.28' 0.22 (0.12, 0.3 0.22 (0.12, 0.31 1.19 (0.34, 1.85 0.24 (0.18, 0.32 2
13, x-Dimethyltetratetracontane dimethyl alkane 33.17 0.39 (0.28, 0.5' 0.6 (0.29, 0.89' 0.27 (0.11, 0.49 1.15 (0.68, 1.52 0.61 (0.46,0.93 2.15
total=19.37 total=19.29 total=12.42 total=19.72 total=24.57
Tetratetracontene n-alkene 30.94 1.2 (0.45, 1.88’ 1.84(0.33,2.73 1.19 (0.73,2.1 3.48(2.03,5.11 1.65(1.4,229 1.7
x-Methylnonatriaconterte methyl alkene 23.22 9.2 (7.51, 11.13 5.8 (4.76, 9.64 10.15 (6.05, 14.62 3.34(2.28,5.42 4.56 (2.74,5.67 1.89
x-Methylnonatriacontene? methyl alkene ~ 23.4 3.44 (3.09, 3.69 2.59 (2.09, 3.22 4.65 (3.19, 6.47 1.42 (1.04, 2.05 2.6 (1.75,329 2.07
x-Methyloctatriacontene methyl alkene 23.64 0.57 (0.48, 0.65 0.57 (0.44, 1.04 0.66 (0.39, 0.92 0.38 (0.27, 0.61 0.53 (0.45, 0.69 1.2
x-Methylnonatriacontene methyl alkene  23.72 0.54 (0.41, 0.78 0.59 (0.4, 1.45' 0.97 (0.42, 1.37 0.29 (0.11, 0.82 0.4 (0.26,0.66 1.34
x-Methyltetracontene methyl alkene  24.65 0.6 (0.53, 0.7) 0.63(0.41, 1.3 0.75 (0.6, 0.86' 1.23(0.69, 2.73 0.57 (0.5,0.69 1.25
x-Methylhentetracontene methyl alkene ~ 26.42 5.97 (5.28, 8.57 6.44 (2.45, 7.97 5.65 (4.56, 6.92 7.53 (4.89, 10.25 5.47 (4.39,6.98 1.13
x-Methyldotetracontene methyl alkene  26.71 0.48 (0.24, 1.1 0.81(0.24, 1.15 0.58 (0.29, 0.97 0.94 (0.39, 1.7, 0.67 (0.41,1.19 1.08
x-Methylhentetracontere methyl alkene  26.98 1.93(1.67,2.23 2.08 (1.7, 2.38 1.9 (1.36, 2.34 2.2 (1.59, 2.82 1.75(1.44,233 1.1
x-MethylhentetraconteRe methyl alkene 27.15 2.83(2.51, 3.26 3.49 (1.82,4.53 3.53(2.79, 4.26 3.53(2.83,4.86 3.33(2.8,4.01 1.07
x-Methyltetratetracontene methyl alkene 31.68 1.21 (1.06, 1.41 1.67 (0.97, 2.01 0.98 (0.61, 1.71 2.4 (2.2,2.69) 1.54(1.28,1.92 2.28
unknown methyl alkene  31.84 0.53 (0.25, 0.79 0.79 (0.37, 1.09 0.51(0.35, 0.73 1.19 (1, 1.48) 0.72 (0.53,1.04 1.72
total=27.29 total=25.47 total=30.33 total=24.44 total=22.14
Nonatriacontadiene n-alkadiene 23.01 2.09(1.81, 2.49 1.31(0.94, 3.13 1.47 (0.77, 2.13 0.51 (0.35, 0.84 1.03(0.84,1.29 1.59
Hentetracontadiefe n-alkadiene 25.98 1.61 (1.15, 1.97 1.33(0.98, 1.78 1.68 (1.3,2.12, 1.1 (0.66, 1.6) 1.08 (0.73,1.22 1.37
Hentetracontadiené n-alkadiene 26.19 10.67 (9.6, 11.66 8.88 (7.91,9.94 9.16 (7.27, 12.07 5.63 (4.57, 7.08 6.38 (5.02, 7.4 2.15
Tetratetracontadiefe n-alkadiene 30.31 1.35(1.06, 1.75 1.44 (1.16,1.73 1.37 (1, 1.69) 2.07 (1.6, 247 1.36(1.27,1.48 1.62
Tetratetracontadiefe n-alkadiene 30.58 3.47 (2.41,4.25 3.96 (2.33,4.74 3.34 (2.56,4.31 4.36 (3.67,5.16 3.08(2.73,3.3 1.25
total=19.19 total=16.92 total=17.02 total=13.67 total=12.92

Table 1.Mean (minimum, maximum) relative abundance ofauléir compounds for each caste. Superscript nunitéirst column indicate compounds
differing in double bond position. ‘X’ indicate wmtain methyl group position. The positions of deubonds in alkenes and alkadienes and their
stereochemistry are not known. DP: values of Diagod®?ower. Compounds highlighted in bold wereinet@d for discriminant analysis (PLS-DA).RT:
Retention Time (minutes).
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Our analysis revealed substantial variations infthetion of different structural classes of
hydrocarbons between colonies (Figure 1). We foumgl alkadiene (hentracontadiene), two
methylalkanes (4,x-dimethyldotetracontane; 13, mathyltetratretacontane) and one
methylalkene (x-methyltetratetracontene) among tigdrocarbons with the highest
diagnostic power. Branched and unsaturated comgoamedconsidered to be good candidates
for nestmate recognition because their structuierothe potential to generate a diversity of
combinations that are useful for discrimination (Naet al. 2009b). We also found that two
linear alkanes (tetracontane and dodetetracontase) highly variable between colonies and
that one alkane (tetracontane) was the hydrocavkitim the highest score of diagnostic
power. It could be argued that workers collectiorthe field might have been biased toward
foragers in some colonies and that this could exple range of variations between colonies
in their relative abundance of alkanes. We canrolude this hypothesis but we vigorously
shook colonies to ensure that we collect a reptasea set of workers including foragers
and non-foragers. The difference in the fractioralnes between colonies might provide
indirect lines of evidence that they participateéstmate recognition i@. hastatusOne the
one hand however, the traditional view is thatdinalkanes are unlikely to be involved in
nestmate recognition. Indeed, these hydrocarboms kalieved to primarily prevent
individuals from water loss notably and their quiéed vary with environmental factors
(Martin and Drijhout 2009a, Wagner et al. 2001). #héngs stand now, n-alkanes are
considered to advertise task specialization sudbraging (Greene and Gordon 2003, Martin
and Drijhout 2009b). On the other hand, we repopieyiously (see Chapter 1) the existence
of important differences in the relative abundarmfelinear alkanes between colonies
collected in Brazil and French Guiana. Interestinglyadic encounters between workers
from Brazil and French Guiana showed the highestesc of aggression. Evidently, the
putative role of alkanes in nestmate recognitiomitsvempirical investigation and we are
planning in a near future to manipulate the cusicgrofiles of workers by adding synthetic
n-alkanes to test explicitly this assumption.

In ants, branched alkenes are very rare and theg been reported in a very few species
(Martin and Drijhout 2009b). In the primitive aNbthomyrmecia macropabout 65% of the
hydrocarbons profiles are branched alkenes (Braval. €990) and this fraction can rise up
to 98% in the an€Camponotus rufifemufMenzel et al. 2008). The average cuticular peofil
of workers inO. hastatuscomprises 11 methyl-alkenes, which correspondeamately to

25-30% of hydrocarbons. We detected no differencethie fraction of methyl-alkenes
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between colonies but, interestingly, one methykeatk (x-methyltetratetracontene) had the
second highest score of Diagnostic Power. In a evatpye study of fertility signals of three
species ofodontomachugO. ruginodis, O relictus, O. haematoguSmith et al. (2016) did
not detect any branched alkenes in cuticular @efiBoth inN. macropsandC. rufifemur
methylalkenes occurred at chain length greater 88anarbons. Similarly, the profile @.
hastatuscomprises long chain hydrocarbons (>C33) whileo@dontomachuspecies have
shorter cuticular compounds (<C33) (Smith et all8)0 One can speculate that a critical
length chain might be required to allow the synithe$ methylalkenes (see also Matrtin et al.
2009b). In any case, to our knowledge, the putdiimetion of this structural class is not
known and not discussed in the literature.

In conclusion, this study provided a descriptiorthed variation in cuticular profiles between
colonies ofO. hastatusUsing a statistical approach, we identified saaedidate molecules
that could be involved in nestmate recognition. Téwastence of relatively tolerant
behaviours during pairwise encounters despitendisttuticular profiles between colonies
and populations (Chapter 1), the presence of |dragnchydrocarbons and the existence of
rare compounds make. hastatusan intriguing and interesting model that clearbserves

further empirical attention.
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RESUME

La fermeture coloniale constitue une caractéristigmportante des sociétés d'insectes
eusociaux permettant aux colonies de préserverihé@grité génétigue en reconnaissant et
évincant les individus non apparentés. Il est prgde les individus résidents modulent leur
réponse comportementale en fonction du potentmbrricteur des intrus. Chez les espéces
monogynes, le maintien de la structure sociale ssiiee d'expulser tout individu
potentiellement reproducteur, notamment de jeugiees cherchant a établir leur colonie.
L’objectif du présent chapitre est d'étudier lesamsmes comportementaux et les modalités
de communication impligués dans la reconnaissante l'aeceptation d'individus
conspeécifiques non apparentés par les ouvriereolbmies monogynes ché&2. hastatus
Nous avons réalisé des expériences d’introducsan,le terrain et en laboratoire, afin de
caractériser la réaction des ouvrieres lors derdggmtation d’individus étrangers issus de
castes différentes et possédant divers degrés wiéitée Au laboratoire, nous avons
egalement étudié l'influence relative du comportetret des indices chimiques fournis par
les hydrocarbures cuticulaires sur la réaction amtementale des individus. Nos résultats
montrent que les ouvrieres de colonies matures gyes modulent I'intensité de leur
agressivité vis-a-vis des individus introduits endtion de la caste et du statut de fertilité de
ces derniers. Les reines fondatrices sont violemmtaquées tandis que les reines matures
étrangeres ne sont jamais récipiendaires d’actesistgjues. En introduisant des individus
vigiles ou anesthésiés, nous montrons que la odaatomportementale des individus
résidents semble déclenchée majoritairement par iddices chimiques et que le
comportement des individus introduits ne joue quiie marginal. En outre, nos résultats
indiquent que la variabilité dans la réponse congmoentale est moindre lors de
confrontations avec des reines matures ou dessréomelatrices. L’analyse des profils en
hydrocarbures cuticulaires revele I'existence d'sigeature chimique caractéristique de la
caste. Cette étude confirme que les ouvriéres giemtr reconnaitre chaque caste par sa
signature chimique et ainsi diriger spécifiquenment agressivité vers les reines fondatrices

qui menacent l'intégrité génétique de leur nid.
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Caste discrimination in ants: what role for behavigal and chemical cues?
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!Centre de Recherches sur la Cognition Animale, i@atté Biologie Intégrative, Université

de Toulouse, CNRS, UPS, France
2ENFA - Evolution et Diversité Biologique, Universitle Toulouse, CNRS, UPS, France
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ABSTRACT

In social insects, the maintenance of genetic golategrity requires resident workers to
recognize any intruder with a reproductive potdraied to behave appropriately to minimize
fitness costs. In this study, our objective wasdentify the relative contribution of the
behavioral patterns and chemical cues of intruaatk different fertility status on their
likelihood of being accepted in monogynous colonigsing the ponerine a@dontomachus
hastatusas a model organism, we introduced non-nestmat&esgrfounding queens and
heterospecific workers on intact nests in the fisMe demonstrated that resident workers
were more aggressive toward founding queens thamartb non-nestmates workers
originating from the same or a distant populatioab experiments showed that the patterns
of aggression did not differ substantially betwegilled and live ants, which suggests that
chemical cues alone allow caste discrimination. Elav, the absence of behavioral cues
produced more variable results in the outcome tractions. We also showed that resident
workers readily accepted non-nestmate mature quédre analysis of cuticular profiles
revealed that individuals belonging to differenstes and fertility status have contrasted
chemical signatures. Overall, our study revealet thorkers exhibit a graded behavioral
response depending on the reproductive status toiders. We discussed the observed
variation in the extent of aggression in relatiorthe potential fithess costs associated with

acceptance or rejection error of individuals difigrin fertility status.

Keywords: aggressiveness, ant, caste, cuticular hydrocarbentiity, monogyny.
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INTRODUCTION

In insect societies, worker aggression allows de®mo prevent the intrusion of undesirable
individuals, being they conspecifics or heterosfjiexi The necessity to recognize intruders is
strengthened when colonies face reproductive iddals that can have negative effects on
the fitness of colony members by depressing ingéist-genetic relatedness (Heinze and Keller
2000). Workers of resident colonies are thus exgokedb display the highest level of
aggression toward individuals with a reproductiweeptial that could jeopardize the fitness
of colony members.
In ants, most studies that investigated nestmategretion focused on interactions between
individuals from the worker caste and it is gerlgradmitted that nestmate recognition
involves a comparison between the chemical profifean intruder and the internal
representation of an individual's own odour, angmatch leading to rejection (Sturgis and
Gordon 2012). Earlier work also examined, albeitatdesser extent, how workers in
established colonies react to the presence ofiadditreproductives differing in their fertility
status (youngs mature queens) and relatedness to resident calorkers (Fortelius et al.
1993, Stuart et al. 1993, Evans 1996, Sundstronv,19@nder Meer and Porter 2001,
Kikuchi et al. 2007, Cournault and de Biseau 20B8yza et al. 2005, Holzer et al. 2008,
Zinck et al. 2009, Moore and Liebig 2010, Meuni¢raé 2011, Chernenko et al. 2012,
Bernadou et al. 2015). These studies reported astirig results on the rate of acceptance of
additional queens that likely rely on differencessocial structures. Indeed, the authors
generally deployed a comparative approach betweenogynous (i.e. one queen) and
polygynous (i.e. several queens) colonies belondmgsocially polymorphic species or
facultative polygynous populations. I truncorumfor instance, workers from monogynous
colonies are about three times more aggressivertowaung queens than workers from
polygynous colonies (Sundstrom 1997). This cordgraath F. selysiwhere workers from
monogynous and polygynous colonies showed siméeellof acceptance of non-nestmate
young females (Meunier et al. 2011). A single stgdyfar examined how a monogynous
species react to the intrusion of reproductives vdifferent fertility status and provided
evidence that workers similarly attack non-nestmatekers and low fertility queens but
readily accept unrelated mature queens (Moore &tuld 2010).
Cuticular hydrocarbons in social insects encodearety of information used in a social
context to discriminate nestmates and non-nestnwatés recognize castes (Blomquist and
Bagnéres 2010, Sturgis and Gordon 2012). The peooepf the chemical signature of
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reproductive females plays a key role in the respoof colony members toward intruders
and a wealth of experimental studies demonstréi&icthe status of fertility of individuals are
encoded in their cuticular profiles (Monnin 2006elig 2010). However, the motor display
of intruders could provide additional cues thatldaalso participate to the discrimination of
reproductives differing in fertility. Indeed, eai work showed that maturation in
reproductive females is accompanied by importaahgks in their geotactic, phototactic and
locomotor behaviors (Lone et al. 2012, Bernadoutdeithze 2013).

In this context, we combined fieldwork and laborgtexperiments to disentangle the relative
influence of the behavioral and chemical cues dfutiers on the response of resident
workers and to determine whether resident workesdutated their response depending on
the castes and fertility status of intruders. Wek&d onOdontomachus hastatBabricius),
which is an arboreal and nocturnal ponerine antispeliving in tropical rainforests of
Central and South America (Camargo and Oliveira220ih this species, queens (head size
1.8 mm) are larger than workers (head size5 mm) and the average colony size is about
200 workers. The presence of winged females in maatalonies suggests the existence of
mating flights. We studied populations from FrenGliiana where all queenright nests
collected over years (>200, unpublished data) coatha single queen (note that facultative
polygyny has been reported in southeast Brazik.pds., Oliveira et al. 2011). We collected
intact nests on which we deposited nestmate ormesimate workers, founding queens (i.e.
young queens with eggs but no worker) and heteoifspevorkers. Under the assumption
that resident workers actively contribute to thentemance of colony genetic structure, we
predicted that foundresses would be recipient eftighest level of aggression. Because the
reaction towards intruders could depend on thdwab®ral patterns and cuticular signatures,
we confronted in the laboratory resident workerbv® or chilled ants of different castes and
fertility status, including mature queens, to idigrthe relative contribution of behavioral and
chemical cues on their response (Gamboa et al.)1%9duticular cues were sufficient for
caste discrimination, we predicted live and chillesuders to be recipient of similar patterns
of aggression. In parallel, we characterized thicolar profiles of individuals using gas
chromatography coupled with mass spectrometryhdflevel of aggression experienced by
individuals depended on their castes and fertdigtus, we expected a strong chemical caste-
signature that would limit recognition errors arlbwa workers to display an unambiguous

response toward intruders.
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MATERIALS & METHODS

Collection sites

In French Guiana, colonies @f. hastatugypically nest in root clusters of epiphytic plant
(Asplenium Cyclanthus Philodendron), in leaf litter accumulated in palm tregSgonoma
Astrocaryum Bactrig) or in structures built on branches or lianas tredaverage volume of
nests is about 8 liters (unpublished data). Foundureens are found in moss on tree bark or
at the basis of epiphytic plants. We studied twpybations distant of approximately 80 km
(Grand Laussat: 5°42'N, 53°61'W and Maman Lézar@6'Bl, 52°99'W). The spatial
coordinates of all nests and foundations were dmmbrusing a GPS (Garmin GPSmap
60CSX).

Interactions on intact nests

We first aimed at testing the response of estaddigtolonies to intruders of different castes.
In 2014, we collected 26 foundresses (i.e. femath rood but no worker) and 10 intact
mature nests from each population. During nesecttin, we took special care to preserve
nest structure. The whole nests were maintainea large dark plastic bag (volume: 150
liters) until the beginning of the experiments anchaximum of 24 hours elapsed between
nest collection and behavioral tests. Experimengsewperformed in the field station to
facilitate observation and recording of interactiand also because we tested the response
toward intruders from both populations on each r(iese below). The size of resident
colonies (assessed upon completion of behaviosté$)telid not differ between nests from
each population (mean + SD: 111 + 65 workessmean = SD: 165 + 70 workerg}tést:
t16=1.82,P=0.09).

Each trial consisted in the introduction of one antthe nest surface of a resident colony.
Before the beginning of a trial we hanged the me#t a rope and we marked the ants to be
introduced with a dot of paint on the back of tleadh After one hour of acclimation, we
gently introduced on each nest, sequentially andamdom order, one ant of the following
five categories:

- a nestmate worker (n=20),

- a foundress from the same population (n=20),

- a non-nestmate worker from the same populaticeredfter, intra-site non-nestmate)
(n=20),
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- a non-nestmate worker from the other populatiberdafter, inter-site non-nestmate)
(n=20),

- a worker from a different species (hereafteretwpecific worker) (n=20). We used the
sympatric ant specieSdontomachus mayiecause it shares the same behavioral repertoire
than O. hastatus which allows relevant comparisons between inter mtra specific

encounters

We used ants only once. We waited than residenkevsrcalmed down and reentered the
nest before presenting the next intruder. Ants wireed for 5 minutes with Sony

Handycam Full HD 7.1 megapixels. The following naietions of increasing aggression were
scored: ignore or antennation (score 1), holdingjg and transport of an individual without
any attempt to sting, score 2) (Movie 1, Electro8igpplementary Materials), mandibular
strike (forward lunge accompanied by a fast closignandibles, score 3) and stinging
(score 4) (Movie 2, Electronic Supplementary Matisii If no interaction occurred during

the first 5 minutes (14% of trials), ants were left the nest for 5 additional minutes. The
highest level of aggression observed gave the safdrgeraction. Because intruders differed
in size and morphology, blinded methods were n&du® score interactions. Ants that
entered the nest (2 nestmates, 2 intra-site nomagss, 2 foundresses) or that did not
interact (2 heterospecific workers, 2 foundresdesitra-site non-nestmate, 3 inter-site non-

nestmate) were discarded from the analysis.

Dyadic encounters in the laboratory

This experiment aimed at assessing the respeabintiloution of chemical and behavioral

cues emitted by the intruders on the responsesidert workers. In 2015, we collected 38
founding queens and 19 queenright colonies froms#me populations than in 2014. In the
lab, foundresses and colonies were housed in plbaskes (17 x 12 x 6.5 cm) containing a
layer of dirt and paper towels at 25°C and 60-70%&Rd they were fed three times a week
with ant diet (Bhatkar and Whitcomb 1970). Circutaeces of filter papers (diameter: 5.5
cm) were placed in the nests for 24 h before thygnioéng of behavioral trials. We conducted

dyadic encounters to assess aggression betweemnresiteent worker and one intruder.

Encounters with a single worker were performed bseaonly one individual generally

interacted with intruders on intact nests. Encagnteere performed in a circular plastic

arena (diameter: 5.5 cm, height: 1.7 cm) coverea Inansparent plastic lid to prevent ants
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from escaping. The arena was grounded with a médéer paper marked by nestmates of
the resident worker. The resident worker was intoedl in the arena for acclimation during 5
minutes. In the meantime, the intruder was chibgdplacing it at -20°C for 2 minutes and
then on ice for 3 minutes. Live intruders were exposed to cold and were maintained in a
plastic vial for 5 minutes prior their introductian the arena. The intruder was gently
deposited in the center of the arena through alshadé drilled in the lid of the arena.
Interactions were recorded using a camera (Sonylytam Full HD 7.1 megapixelplaced
above the arena. Because cooled ants woke upyapiélonly considered the first minute of
each encounter. During field experiments, intrudersld escape and several minutes were
sometimes required to observe interactions witldeses workers. In the lab, one-minute test
was sufficient to assess aggression scores bed¢hassmall size of the arena prevented
intruder's flight and forced interactions. Residewntkers and intruders were used only once
each and the order of dyads tested was determaretbmly. Dyadic encounters in the lab
were conducted two months after fieldwork.

We tested the response to the introduction of anrede worker, a foundress and a non-
nestmate worker from the other population and akemfrom a different but sympatric
species Qdontomachus haematodu# the field, it was not possible to test thaattgon of
resident to the introduction of mature queens b&zaollecting queens would have required
us to destroy their nests. In the lab however,rdelbowere maintained in artificial nests and it
was possible to isolate queens. Therefore, weddstev resident workers reacted to the
introduction of a non-nestmate queen from a matoteny from the other population. The
age of mature queens was unknown. We used the seatee than described above to score

aggression. In total, 9 to 17 replicates were paréal for each condition.

Chemical analysis

A SPME fibre (100um polydimethylsiloxane; Supelco Inc., Bellefonted, PUSA) was
gently rubbed on the gaster for 2 min and thenntadly desorbed for 5 min in the injection
port of a mass spectrometer ISQ™QD Single Quadeu-MS System (Thermo Fisher
Scientific Inc., Villebon sur Yvette, France), étt with a capillary column (Restek RTX-
5MS 30 m x 0.25 mm, 0.25um film thickness, 5 % diphenyl and 95 %
dimethylpolysiloxane) and a splitless injector (280 lonization was by electron impact
(70eV, source temperature: 250°C). Helium was theier gas (1,2 mL/min). The oven

temperature was maintained at 70°C after samplection (2 ul), then programmed at
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20°C/min to 180°C, then 5°C/min to 320°C and held 0 min. For each GC sample, peak
areas were calculated by manual integration usioglibur 2.2 SP1 48 software and were
expressed as the percentage of the total peak ldyelmocarbons were identified by their
mass spectra and their retention indices. Theivelatbundance of each compound was
transformed before analysis using the log ratingf@mation after adding a constant value of
0.001 to each relative peak area (Aitchison 1986).characterized the cuticular profiles of
individuals one month after the completion of fietwk. By analogy with an earlier study
comparing cuticular profiles between castes in d\wpecies oOdontomachuswe included

in the analysis compounds present in >70% of iodiais in either caste (foundresses,
gueens, workers) (Table 1) (Smith et al. 2016)tdtal, we analyzed the profiles of 12
workers (one worker per colony, 8 colonies from rerd_aussat and 4 Maman Lézard,
respectively), 25 foundresses (8 from Grand Laussad 17 from Maman Lézard,
respectively and 14 queens (11 from Grand LausshBgrom Maman Lézard, respectively)

that were used in the experiments described above.

Statistical analysis

All analyses were performed with R 3.2.1 (R Deveilept Core Team 2015). For field and
lab experiments, we compared the frequencies ofi eaore of aggression between the
different categories of intruders using Fisheraatxests. We correctétivalues for multiple
comparisons using Benjamini and Hochberg correctimth non-adjusted and adjusteed
values are reported in Appendix 1). Fisher's etests were also used to compare aggression
scores between live and chilled individuals (thatreely low sample size and the structure
of datasets precluded the use of statistical testeal with the issue of pseudo replication
that could arise from the repeated use of residelunies). We ran a Partial Least Square
Discriminant Analysis (PLSDA) (Barker and RayendD2p implemented in the package
RVAideMemoire (Hervé 2014) to determine whether keos, foundresses and mature
gueens could be separated on the basis of thesutart profiles. We assessed statistical
significance by performing a permutational test9@8 permutations) based on M-fold cross
validation using the function MVA.test implementedthe package RVAideMemoire. An
error rate (%) was calculated to determine the raoguof discrimination by averaging the
number of misclassifications (NMC) from each of tklesteps of the cross-validation. A
similar approach was used in workers to determihether the cuticular profiles workers

segregated between the two populations.
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RESULTS

When intruders were deposited on intact nests,ldhel of aggression differed markedly
between the categories of intruders (Fig. 1). Redidvorkers were not more aggressive
toward non-nestmate workers from the same site tosrard workers from the other
population. Resident workers were more aggressiward foundresses than toward non-
nestmate workers from the same or the other papualathe level of aggression was also
different between foundresses and heterospecifikave and foundresses were stung more
frequently (about 60% vs. 10% of interactions, eespely). Heterospecific workers were
mostly recipient of mandibular strikes (Fig.1). tine lab, we found similar patterns of
aggression between chilled and live intruders drel dcores of aggression also differed
between the categories of intruders (Fig. 2) Both &nd chilled founding queens were more
attacked than heterospecific workers. This stromgiytrasted with mature queens than were

largely tolerated by resident workers (Fig. 3).

Ignore Holding Strike - Sting
a a a b c
0 I - —
80
>
(&)
o
= 60 —
O
(O]
S
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40 —
20 —
0~ Nestmate Intra-site Inter-site Intra-site Heterospecific
(N=18) non-nestmate non-nestmate foundress worker
(N=17) (N=17) (N=16) (N=18)

Figure 1. Frequencies of each score of aggression towandtesduced ant of different castes on
intact nests. Different letters indicate statidtidifferences (Fisher exact tests followed by Benja

and Hochberg correction, see appendix).
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We detected no difference in aggression scoresdagtwhilled and live nestmate workers
(Fisher exact tesP=1), founding queens (Fisher exact t€t0.09) or mature queens (Fisher
exact testP=1) (Fig. 2). In contrast, resident workers wergenaggressive toward live inter-

site non-nestmates (Fisher exact td3t0.007) and toward live heterospecific workers
(Fisher exact tesP=0.04) (Fig. 2). In the field and in presence @tlintruders in the lab, it

is worth noting that holding (score=2) was only @tved for homospecific workers or queens
but never for foundresses or heterospecific worleard that live or chilled non-nestmate

gueens were antennated and, at one exceptionywéreynot attacked.
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Live intruders
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Figure 2. Frequencies of each score of aggression towaicttaauced live or chilled ant of different
castes and fertility status in the laboratory. &t letters indicate statistical differences I{Ers
exact tests followed by Benjamini and Hochberg exiion, see appendix). Same color legends as in

Fig. 1.
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Figure 3. Representative chromatographs of cuticular pmfeworker, founding queen and mature
queen. See Table 1 for identities of the numberak@ The compounds specific to each caste are
highlighted in red bold.

The cuticular hydrocarbons @f. hastatucomprise a mixture of linear and branched (one or

two methyl groups) alkanes, alkenes and alkadieaeging in chain length from 35 to 45
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carbons. About 20% (17 out of 83) of compounds veeramon to all individuals (Figure, 3,
Table 1). Twelve hydrocarbons were only found imnfding queens and 25 were exclusive to
mature queens. The multivariate analysis clearkcrdninated the cuticular profiles of
workers, foundresses and queens with all samplesatly reassigned in the cross-validation
model (error rate=0%42<0.001, Fig. 4). This contrasted with the abserfcdistrimination

between the profiles of workers from the two popiales (error rate=27%7=0.10).
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Figure 4. PLS-DA plot of the cuticular profiles of workefsundresses and queensfhastatus

Table 1. Mean (minimum, maximum) relative abundance ofauléir compounds for each caste and
percentage of each class of hydrocarbons for eastie.cSuperscript numbers in first column indicate
compounds differing in double bond position. ‘xdioate uncertain methyl group positior?: the
positions of double bonds in alkenes and alkadieses their stereochemistry are not known
(numbers indicate different compounds). Kl: Kovatidices. Compounds highlighted in bold were
found exclusively in foundresses (*: extrapolatdduking an external standard ranging from &
N-Cag).

Identification Class Workers Foundresses Queens Kl
(N=12) (N=25) (N=14)
1 13- and 11-Methylpentatriacontane methyl alkane  .83(0.16, 4.62) 0.28 (0.03, 1.5) 0.06 (0.01, 0.38)3527
2 Hexatriacontadiede alkadiene 0(0,0) 0(0,0) 0.06 (0.01, 0.35) 352¢
3 5,x-Dimethylpentatriacontane dimethyl alkane 0020.23) 0.02 (0, 0.07) 0(0,0) 3544
4 x-Methylpentatriacontane methyl alkane 0(0,0) 0(0,0) 0.04 (0.01, 0.11) 3548
5 x-Methylpentatriacontene methyl alkene 0.27 (@5 0.01 (0, 0.08) 0(0,0) 354¢
6 5-Methylpentatriacontane methyl alkane 0(0,0) 08 (0.01, 0.25) 0(0,0) 3574
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Heptatriacontadiehe
x-Methylhexatriacontene

13- and 11- Methylhexatriacontane
Heptatriacontadiefe
HexatriacontadieRe
Heptatriacontere
Heptatriaconterie
Heptatriacontane
x-Methylheptatriacontené
x-Methylheptatriacontene
x-Methylheptatriacontefe
13-Methylheptatriacontane
Octatriacontadiene
x-Methylheptatriacontane
x-Methylheptatriacontefie
13,x-Dimethylheptatriacontane
x-Methyloctatriaconterie
Octatriacontene
5-Methylheptatriacontane
x-Methylheptatriacontefe
Octatriacontane
Nonatriacontadiefe
x-Methyloctatriaconterie
x,15-Dimethyloctatriacontane
Nonatriacontadiefe
Nonatriacontadiefe
Nonatriaconterte
x-Methyloctatriaconterie
Nonatriaconterte
Nonatriacontane
x-Methyloctatriaconterie
x-Methylnonatriacontefie
Tetracontadiefe

15- and 17- Methylnonatriacontane
Tetracontadiere
x,12-Dimethylnonatriacontane
x-Methylnonatriaconteie
x-Methylnonatriacontené
x-Methylnonatriacontane
Tetraconterie
5,x-Dimethylnonatriacontane
x-Methylnonatriacontefie
Tetraconterfe
x-Methyltetracontene
Tetracontane
4-Methyltetracontene
5,x-Dimethyltetracontane
5-Methyltetracontene
Hentetracontadiehe
Hentetracontadiehe
Hentetracontene
x-Methylhentetracontane
Dotetraconterie
x-Methylhentetracontehe
x-Methylhentetracontehe
x-Methylhentetracontefe
Dotetracontadiefie
4-Methylhentetracontene
13,x-Dimethylhentetracontane

methyl alkene
n-alkane
alkadiene
methyl alkene
dimethyl a¢kan
alkadiene
alkadiene
alkene
alkene
n-alkane
methyl alkene
methyl alkene
methyl alkene
methyl alkane
alkadiene
methyl alkane
methyl alkene
dimethyl alkane
methyl alkene
alkene
methyl alkane
methyl alkene
n-alkane
alkadiene
methyl alkene
dimethyl alkane
alkadiene
alkadiene
alkene
methyl alkene
alkene
n-alkane
methyl alkene
methyl alkene
alkadiene

methyl alkane 25.27 (20.41, 29.62)

alkadiene
dimethyl alkane
methyl alkene
methyl alkene
methyl alkane
alkene
dimethyl alkane
methyl alkene
alkene
methyl alkene
n-alkane
methyl alkene
dimethyl alkane
methyl alkene
alkadiene
alkadiene
alkene
methyl alkane
alkene
methyl alkene
methyl alkene
methyl alkene
alkadiene
methyl alkene
dimethyl alkane
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0 (0, 0)
0.5 (0, 2.72)

0 (0, 0)

0 (0, 0)
0.18 (0.05, 0.48)
0 (0, 0)
0.2 (0.03, 0.76)
0.36 (0.04, 1.04)
0.43 (0.07, 1.19)
0.22 (0.04, 0.69)
0 (0, 0)
0 (0, 0)

0 (0, 0)

7.084213.69)
0 (0, 0)

0 (0, 0)

0 (0, 0)
441(0.46, 3.28)
0.66 (0.14, 4.41)

0 (0, 0)

0 (0, 0)

0 (0, 0)
0.82 (0.04, 5.89)

0 (0, 0)

0 (0, 0)
31(@.78, 2.11)
0.18 (0, 0.4)

1.91 (0.56, 4.03)
3.47 (2.22, 5.37)
1.91 (1.11, 3.25)
3.1 (1.01, 5.75)

0 (0, 0)

0.85 (0.22, 1.78)
0.53 (0, 1.39)
0 (0, 0)

0 (0, 0)
5405.41, 18.44)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
0.51 (95
0 (0, 0)
0®56.36)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
1.82 (0.26, 6.43)
0 (0, 0)
0.75100.99)
0 (0, 0)
0.6 (0, 1.38)
7.24 (1.89, 12.7)
5.61 (2.38, 9.44)
0 (0, 0)
0.94 (0.3, 1.56)
0 (0, 0)
1.75 (0.59, 3.32)
1.54 (0.91, 3.52)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
352134, 10.01)
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(0,00)
0.08 (0.02, 0.23)
0.01 (0, 0.03)
(0,00)
0.24 (0.04, 0.8)
0.09 (0.01, 0.44)
0.14 (0.01, 0.96)
2.5 (0.39, 5.83)
0.28 (0.01, 1.79)
0 (0, 0)

0.24 (0.04, 0.83)
0.35 (0.05, 1.24)
0 (0, 0)

6.98 (3.29, 11.6)

0 (0, 0)
5.23 (2.52, 7.6)
2.37 (0.88, 4.11)
0 (0, 0)
0.45 (0, 1)
0 (0, 0)

5.64 (2.53, 10.51)

0 (0, 0)
6.05 (2.58, 8.61)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
2.5 (1.21, 3.66)
424 (2.37,6.71)
2.81(1.79, 4.43)
4.87 (1.33, 15.85)

2.97 (0.79, 9.74) 2.71 (1.31, 4.26)

1.12 (0.36, 1.91)

0 (0, 0)

4.06 (1.72, 5.62)
2.28 (1.38, 3.55)
0 (0, 0)
10.35 (6.25, 15.98)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
3.78 (2.34, 6.24)
1.62 (0.82, 2.7)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
6.24 (3.39, 9.54)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
000
6.09 (3.57, 11.35)

0 (0, 0)

0 (0, 0)
0.39.14, 0.7)
3.68 (1.81, 7.76)
2.48 (1.59, 4.01)

0.71 (0.26, 1.51)
.24 (0, 0.8)
0 (0, 0)
0 (0, 0)
1.88 (0.86, 2.93)
0.83 (0.12, 2.09)
0 (0, 0)
9 (0.1, 2.78)
0.79 (0.31, 1.47)

0.03 (0.01,0.09) 3580
000,00 360z

1.14 (0.15, B.24 3604
2.22(0.87,5.94) 361F
0(0,0) 3625

0.05 (0.016p) 3647
®jo, 365¢
0.73502.12) 3669
1.02 (0.0952.5 3682

0.46 (0.07, 1.32) 3697
0(0,0) 370:
0(0,0) 3707

0.57 (0.14, 1.78) 3709

7.14 (2.2, 15.08) 372¢

A47%3.45,7.61) 3733
0 (0, 0) 373¢
1.1580%32) 3746

0 (0, 0) 3752
00{0, 376¢
0.52901.16) 3771
0(0,0) 377¢
1.14 (0.43, 2.07) 3782
0§0,0 380¢

11.27 (6.9, 14.75)3804
3.8 (1.45, 7.63) 3818

0 (0, 0) 382¢
0.684p1.58) 3833
1427,2.99) 384¢
523,8.27) 3870

3874
4.27535.15) 388¢
0.9 (0.44,1.21) 3899

0(0,0) 3901

6qQ, 1.4) 3911
1.23 (0.47, 2.56) 391¢
9.67 (612599) 3925
6 (3.64,9.64) 3938

0(0,0) 3947
0.71(0,3.25) 3950

0 (0, 0) 395;
0 (0, 0) 3965

0.75 (0.46, 1.05) 3967

0 (0, 0) 397¢

0.9 (0.4,1.65) 3982
0.54 (0.21, 1.01) 398¢

9.51 (5.53, 16.05) 4004*

®jo, 400¢*
0.13(0,0.23) 4020*
0.21 (0.12, 0.32) 4033*
000,00  403¢
1.57%02.87) 4062*
31885, 6.06) 407¢
2.8 (1.24, .69 4095*
00,00  4112*
0.75 (0.35, 1.29)41 1 E*
0.76 (0.33, 1.23)4129*
0(0,0) 413£*
0(0,0) 4141*
1.6 (0.89, 2.19) 415C*
0(0,0) 4159*
1.01 (0.34, 1.811165*
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68 Dotetracontadiee alkadiene 0(0,0) 0(0,0) 0.69 (0.15, 1.74)4176*
69 Dotetraconterte alkene 0(0,0) 0.45(0.17, 1.16) 0.27 (0, 1.26) 4192
70 x,12-Dimethyldotetracontane dimethyl alkane 5.23 (1.82, 10.01) 0(0,0) 0.13(0,0.73) 4196*
71 Tritetracontadiene! alkadiene 0(0,0) 0.23 (0, 0.43) 0(0,0) A202*
72 5,x-Dimethyldotetracontane dimethyl alkane 0 (M) 1.99 (0.56, 4.96) 0(0,0) 4231*
73 Tritetracontene alkene 0(0,0) 0(0,0) 0.35(0.1,1.07) 4238*
74 Tritetracontadierte alkadiene 0(0,0) 0(0,0) 0.83(0.14, 3.14) A25¢*
75 4,x- Dimethyldotetracontane dimethyl alkane 0.47 (0.09, 1.88) 0.62 (0.18, 1.61) 0.19 (0, 0.81) 4263*
76 Tetratetracontadiehe alkadiene 0.56 (0.23, 1.05) 0.36 (0.09, 0.78) 0.48 (0.1371.2 4327
77 Tetratetracontadiehe alkadiene 2.31 (0.89, 4.45) 0.28 (0.06, 0.86) 1.34 (0.65) 2.3 4345*
78 Tetratetracontene alkene 1.11 (0.25, 2.2) 0.01 (0, 0.11) 0.32(0.13, 0.78)436*
79 Pentatetracontadiene alkadiene 0(0,0) 0(0,0) 0.24 (0.09, 0.64) 4402*
80 x-Methyltetratetracontehe methyl alkene 0.94 (0.3, 1.79) 0.19 (0.05, 0.41) 0(0,0) 4405*
81 x-Methyltetratetracontehe methyl alkene 0(0,0) 0(0,0) 0.22 (0.06, 0.64) 4427*
82 x-Methyltetratetracontefe methyl alkene 0.56 (0.26, 1.16) 0(0,0) 0(0,0) 4480*
83 5,x- Dimethylpentatetracontane dimethyl alkane @0, 0) 0.09 (0.03, 0.3) 0 (0, 0) 452 %
%ofeachclassof  \yorkers Foundresses Queens
hydrocarbons

alkane 3.36 12.22 1.36

methyl alkane 33.7 28.8 16.91

dimethyl alkane 25.92 12.49 1.54

alkene 15.02 9.94 17.63

methyl alkene 9.01 22.19 24.61

alkadiene 13 14.32 37.94

DISCUSSION

In this study, we examined the relative contribaitad chemical and behavioral cues on caste
discrimination in the anD. hastatusWe showed that resident workers responded diftgre
to the introduction of intruders of different castand reproductive status. They fiercely
attacked foundresses but they were highly toletaward non-nestmate mature queens. At
the exception of encounters with inter-site nortmeses, we provided evidence that chilled
intruders tended to experience similar levels ofjragsion than live individuals, which
suggests thahe decision of resident workers to behave aggrelysprobably relies on the
perception of the chemical signatures of intruders.

We found thatO. hastatuspossesses relatively uncommon cuticular compouwitts very
long chained hydrocarbons in comparison to thecgtpcompounds reported in many ant
species (Martin and Drijfhout 2009, but see Meretehl. 2008). In particular, queens ©f
hastatuswere characterized by high amounts of specifitkaehene (about 38% of cuticular
profiles) and both founding and mature queens stoavligh proportion of methylalkenes
(about 20%), which are relatively rare in ants (titeaand Drijfhout 2009).In the field,
workers displayed no difference in aggressivenegsrésence of conspecific non-nestmate
workers from either population, which is consisterith the lack of discrimination in the
cuticular profiles between individuals from eacte simportantly, our analysis revealed both
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guantitative and qualitative differences in cutamudignatures between workers, founding and
mature queens. Several compounds were only fodhdren founding or mature queens and
represent candidate molecules that could spedifiedivertise caste and fertility status (Table
1). Future experiments should deploy bioassaysirgt €onfirm that hydrocarbons are
actually used by ants to discriminate castes aprd th attempt identifying what cuticular
compounds advertise the fertility status of fougdamd mature queens (Smith et al. 2012).
The modulation of the behavioral response of regiderkers toward intruders of different
categories provides indirect support to the hypsithéhat individuals respond to specific
compounds bear by intruders, and not simply topreeption of unfamiliar profiles. First,
workers did not simply react to the chemical dis&ato intruders to reach their decision to
attack. Indeed, the chemical distance from workersature queens considering all cuticular
hydrocarbons was greater than to foundresses budbtimer were never attacked. This might
suggest that a set of compounds, specific to easte cis involved in the highest aggression
toward founding queens and the highest toleranearth mature queens. We also found that
the frequency of mandibular strikes was almostnées more important for heterospecific
workers than for founding queens (all data poo&&#o vs. 15 %, respectively). Conversely,
founding queens were almost four times more likelype stung than heterospecific workers
(55%vs 15%, respectively). Resident workers thus atteohpd kill foundresses while they
mostly tended to expel, more or less aggressivedierospecific workers. In addition, it is
worth noting that mandibular strikes are generaligd to bounce intruders away from nests
(Carlin and Gladstein 1989) and expose workersess$ Irisk than sting attempts where
individuals are also vulnerable to reciprocal stimgptably from foundresses. Resident
workers may thus modulate their aggressive dispépending on the fitness consequences of
accepting intruders. The cost of accepting foundingens, because of their reproductive
potential, is magnified in comparison to non-nesén@nspecific or heterospecific workers.
Our results thus matched the prediction that residerkers would display highly aggressive
responses to prevent the intrusion of these praispequeens, which could jeopardize the
genetic integrity of colonies (Reeve 1989). In EtrerGuiana, the density d. hastatus
colonies approximates 25 nests per hectare and &latfunests contained gynes (mean=14
gynes, range: 1 - 80). It thus does not seem upliteat resident workers of established
colonies regularly encounter foundresses seekisijeato establish their colonies and that
they developed strategies to eliminate supernumeegroductives. The response of resident

workers toward live intruders tended to be morenst in the lab than in the field. One likely
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hypothesis is that testing ants in arenas prevethtexh to escape and this can potentially
result in an escalation of aggressive behaviorhodigh no major influence of chilling on the
patterns of aggression between intruders was @eteate noticed that anesthesia tended to
reduce the intensity of agonistic interactions dhdt resident workers displayed more
variable response to chilled than to live foundesssn a comparative methodological study
on aggression bioassays in ants, Roulston et @3{2already documented that pairing one
live and one dead individual yield inconsistentutess This does not necessarily imply that
individuals failed to discriminate conspecificsaastes but rather that workers could display
variable aggressive response threshold to inaninmataders, as immobile aliens do no
represent an immediate threat.

When resident workers were faced to non-nestmataremgueens, we observed the highest
degree of tolerance and the lowest level of vammin acceptance rate. In other species,
foreign mature queens are aggresstachiycondyla luteipesikuchi et al. 2007 Tapinoma
erraticum and Linepithema humil€ournault and de Biseau 2009). The existenceuoh s
contrasting patterns raises the question of detengniunder what circumstances should
workers discriminate nestmate from non-nestmatemggielt should first be mentioned that
these studies were conducted on species diffenirtgair social structures. The life-history
traits accompanying polygyny could influence théabee between the costs and benefits
associated to the acceptance of additional reptveiscand could impose constraints on
recognition systems that are absent in monogynpesies (Bourke and Franks 1995).
Nevertheless, nesting strategy might constituteotrial factor explaining the different
responses to queens across species. BdtbmileandT. erraticumattack alien queens and,
among common features, both species occupy instabkts and frequently emigrate
(Meudec 1978, Heller and Gordon 2006). Frequent-mesing likely increases the
opportunities of encountering alien colonies. Tbauld explain the need for workers to
discriminate between nestmate and non-nestmatenge® thus the existence of aggression
directed toward mature reproductives in these sgedlthough relocation in response to
nest degradation can occur @ hastatus(pers. obs.), interactions between workers and
unrelated mature queens are probably an exceptewaadt in the field. Therefore, workers
are not predicted to have evolved abilities to rilisinate between related and unrelated
mature queens as the potential costs associateakctmgnition failure can have fatal
consequences for their colonies (Reeve 1989). Alaimeasoning also likely explains the
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tolerance expressed by resident workers towardynightile queens irC. floridanus(Moore
and Liebig 2010).

Aggression toward individuals with a reproductivetgntial is also involved in worker
policing, where individuals attempting to lay eggse aggressed or killed by nestmate
workers (lwanishi et al. 2003, Kawabata et al. J0@®veral studies have demonstrated the
existence of qualitative and/or quantitative diéfieces in the chemical signatures between
gueens and reproductive workers (Dietmann et @52@mith et al. 2008, 2012). Across
species, it thus appears that the cuticular poblefounding queens or reproductive workers
are distinct from those of queens. However, itas known whether reproductive workers in
gueenless colonies and foundresses from the saewgespadvertise similarly their fertility
status and are recipient of comparable level ofeggion. This would be worth investigating
to determine whether workers use the same infoomaéind obey similar rules across
contexts to control reproduction and maintain gersttucture within colonies.

In 2010, Moore and Liebig advanced three hypothdsesxplain the tolerance of non-
nestmate high fertility queen but the rejectioan? fertility queens in monogynous colonies
of C. floridanus They proposed that such pattern could resuleeftiom the lack of colonial
cues involved in nestmate recognition in highlytiferqueens, from the fact that a strong
fertility signal masks colony-membership cues @t thorkers prioritize fertility signal over
colonial cues in their decision to accept or rejaatintruder. In their study, the cuticular
profiles of lowly fertile queens and workers showexddifference and the authors privileged
the hypothesis that fertility signaling interferesth the perception of colonial cues. In
contrast, the cuticular profiles of workers, foumgliand mature queens are clearly
distinguishable inO. hastatusand workers adopt a different response to eache.chst
addition, and more generally, the maintenance afioggny implies that workers reject any
non-nestmate prospective reproductives but aldaltles oppose the adoption of foundresses
originating from their own colonies. Because wosk&nom monogynous colonies should
show no kin discrimination to decide or not to ¢wany additional reproductive, they are
expected to respond aggressively to the typicahdlef cuticular compounds bear by
founding queens, irrespective of their colonialcué/e thus propose that resident workers
should prioritize cues advertising fertility statoser colonial cues to allow colonies to
preserve genetic structure while minimizing erriorgecognition and its associated fitness

costs.
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In conclusion, our study provided evidence thaidess workers of colonies display a
gradual response to intruders differing in theirtiliey status and it also suggested that
cuticular profiles are likely involved in caste disnination. In ants, it is admitted that
monogyny is the ancestral social structure andpbbtgyny via the re-adoption of founding
gueens by established nests evolved several tifheghes et al. 2008, Boomsma et al. 2014).
Under a proximal perspective, the acceptance cérswpnerary females implies a shift in the
production of cuticular chemicals by reproductiaesl/or in the processing of olfactory cues
by resident workers in response to environmentahsttaints. The development of
comparative approaches in socially polymorphic ggewhere monogynous and polygynous
social forms co-exist in the same population shquée fruitful to provide insights into the
necessary changes in recognition systems that threvgansition from single queen to multi-
gueens colonies (Trible and Ross 2016).
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Appendix: Results of Fisher exact tests to compare theu&eges of the scores of

aggression between treatment. non-adjustedP-values; Pa: adjusted P-values after

Benjamini and Hochberg correction.

A) Interactions of intact nests (Figure 1)

Nestmate Intra site Inter site Intra site
worker non-nestmate worker| non-nestmate worker foundresses
P=0.14
Intra site non-nestmate worker
Pa=0.15
P=0.06 P=0.71
Inter site non-nestmate worker
Pa=0.07 Pa=0.71
) P<0.001 P<0.001 P=0.006
Intra site foundress
Pa<0.001 Pa<0.001 Pa=0.009
B P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001
Heterospecific worker
Pa<0.001 Pa<0.001 Pa<0.001 Pa<0.001
B) Dyadic interactions with live intruders (Figu2g
Nestmate Inter site Inter site Heterospecific
worker non-nestmate worker foundress worker
) P=0.002
Inter site non-nestmate worker
Pa=0.003
P<0.001 P=0.21
Inter site foundress
Pa<0.001 Pa=0.23
N P<0.001 P<0.001 P=0.001
Heterospecific worker
Pa<0.001 Pa<0.001 Pa=0.002
) P=0.48 P<0.001 P<0.001 P<0.001
Inter site non-nestmate queen
Pa=0.48 Pa<0.001 Pa=0.001 Pa<0.001
C) Dyadic interactions with chilled intruders (FrgL2)
Nestmate Inter site Inter site Heterospecific
worker non-nestmate worker foundress worker
) P=0.037
Inter site non-nestmate worker
Pa=0.046
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) P=0.025 P=0.08
Inter site foundress
Pa=0.037 Pa=0.09
B P<0.001 P=0.003 P<0.001
Heterospecific worker
Pa<0.001 Pa=0.005 Pa=0.001
) P=0.21 P=0.01 P=0.002 P<0.001
Inter site non-nestmate queen
Pa=0.21 Pa=0.019 Pa=0.005 Pa<0.001

Electronic Supplementary Materials

Movie 1: Movie of the introduction of a non-nestmate intit@-svorker (marked with a white
dot on the head) on a monogynous colony (durafibrsec).

Movie 2: Movie of the introduction of a founding queen (medkwith a white dot on the

head) on a monogynous colony (duration: 19 sec).
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RESUME

Chez les fourmis, la perception par les ouvriéres iddices ou signaux émis par les reines
induisent des réactions comportementales (soumisstmmportement de soin) et/ou
physiologiques (restriction de la reproduction) cfigues qui contribuent a la division du
travail reproductif au sein des colonies. Cependanhature des composés percus par les
reines et régulant les interactions sociales au deila caste reprodutrice a été relativement
peu étudiée. Les reines fondatrices constituentmaéle pertinent pour aborder cette
problématique. En effet, chez de nombreuses espexesines récemment fécondées peuvent
s'associer et coopérer pour fonder une nouvellen@l (pléométrose). Au début de la
fondation, les reines interagissent paisiblementmbes peuvent initier ultérieurement des
relations agonistiques conduisant a la survie diumgue reine.

Ce chapitre est consacré a |'étude des interactatre reines fondatrices chez la fourmi
Lasius niger Nous avons confronté des reines de statuts tktdéegquivalents ou différents.
En utilisant l'agressivitt comme réponse, Nous avaesté linfluence de [état
physiologique, reflété par les hydrocarbures cidices, des réserves lipidiques et de la taille
des individus sur la nature des interactions sesidles résultats indiquent que I'agressivité
des reines dépend de leur propre état physiologaude I'état physiologique des reines
rivales. Notre étude suggere en outre que I'esbmate la fertilité des individus pourrait

reposer sur la perception des hydrocarbures catresl
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ABSTRACT

In animals, the progress and outcomes of contestde influenced by an individual's own
condition, its opponent's condition or a combinatxd both. The use of chemical information
to assess the quality of rivals has been underatardespite its central role in the regulation
of social interactions in many taxa. Here, we stddpairwise contests between founding
gueens of the arntasius nigerto investigate whether the decision to engagegonistic
interactions relies on self or mutual assessmentee@s modulated their aggressive
behaviours depending both on their own status hea bpponent's status. We showed no
influence of lipid stores or size on the onset ights. However, differences in cuticular
chemical signatures linked to fertility status aately predicted the probability of behaving
aggressively in pairs. Our study thus suggestsatiatjueens could rely on mutual assessment

via chemical cues to make informed decisions abght initiation.

Keywords: aggression, contests, cuticular hydrocarbongliigcues
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INTRODUCTION

Animal contests occur when individuals attempt tonopolise a resource such as a mate,
prey or shelter. To limit costly fights, individgalkcan estimate their own condition (self
assessment) or compare their condition relativelyheir rivals' one (mutual assessment)
based on a variety of traits including body sizeaponry, metabolic rate or energetic stores
(Arnott and Elwood, 2009; Hardy and Briffa, 201Besearch on arthropod contests largely
focused on visual, auditory and/or vibratory cueghe detriment of understanding the role of
chemical cues despite their importance in the edgur of interactions (Hardy and Briffa,
2013). Though some studies examined how chemiaéased during fight impact the
progress and outcomes of contests (Goubault e2@06), the constitutive expression of
chemical cues and their putative role in the denio engage in aggressive interactions still
remains an open question.

Social insects are relevant models to addressgbi® since their behaviours heavily rely on
chemical communication, which conveys a diversitinbbormation (Blomquist and Bagneres,
2010). Many studies highlighted that breeders dtbeetheir status of fertility with cuticular
hydrocarbons and that these compounds are invalvethe regulation of reproductive
division of labor within colonies (Monnin, 2006;dhig, 2010). Colony foundation represents
a critical stage where conflicts are intense amdegales aiming at monopolising
reproduction. Competition leading to queen selectian notably arise in species reproducing
by colony fission and in associations of foundingegns (Cronin and Monnin, 2009). In
several ant species, young mated queens can &tivad their colony alone or cooperatively
with other queens (pleometrosis) (Bernasconi anasSinann, 1999). Upon the emergence of
the first workers, queens in most pleometrotic eisgions engage in fatal fights and all but
one queen perish. lmasius nigey aggression between reproductives is believee teaisive
for determining which queen survives and the ingolent of workers in fights may only
have a marginal influence on the outcome of quetatson (Sommer and Hélldobler, 1995;
Aron et al., 2009). Across species, earlier wordvetd that several factors including queens’
initial mass, weight loss during foundation, bodses productivity and proximity to the brood
influence survival (Aron et al. 2009; Balas and A&da 1996; Bernasconi and Keller, 1996,
1998; Sommer and Hdlldobler, 1995). If these stigie@vided insights into the mechanisms
driving the loss of cooperation in pleometrotic aasations, they did not inform on the

behavioural rules and information used by queerssaid fighting.
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The benefit of cooperative foundation lies mostiythe production of a larger worker force
that allows incipient colonies to be more efficiettbrood raiding and better resist attacks
(Bernasconi and Strassmann, 1999). In pleometastsociations, highly fertile queens are
predicted to attack lowly fertile queens as thgyesent potential competitors that do not pay
the costs of cooperation and increase their chan€esinning fights by retaining their
resources.

Here, we paired founding queenslofniger differing in fertility to investigate which factsr
best predicted the onset of aggressive interactdfesasked whether the decision to behave
aggressively relies on energetic stores, on arssssnt of morphological traits and chemical

signatures of participants, or on a combinatiothete factors.

MATERIALS & METHODS

Queens were collected after nuptial flight on 2OL5 at two locations separated by 40 km
(43°17'N, 1°13'E and 43°33'N, 1°28'E, Haute-Garoiimance) and were housed individually
in glass tubes. We aimed at obtaining queens thffein their fertility status by exposing
them at two temperatures: half of the queens wkxeed into a climate dark room (25°C)
(highly fertile queens, N=80) and the other halfevemaintained in a cooled incubator at 5°C
to delay ovarian activation (lowly fertile queeh&;80). No queens laid eggs during their stay
at 5°C.

After 30 days, lowly fertile queens were removeahirthe incubator and placed into a dark
room at 25°C for 72 hours. Upon their removal frimeubator, lowly fertile queens laid eggs.
Forty-eight hours before starting experiments, ibenber of eggs produced over 24 h was
counted in a random subset of 25 lowly and 25 kidattile queens. We also counted the
total number of brood items (eggs, larvae and cospgroduced by each queen. We
compared the number of brood items ughtgsts on square-root transformed data.
Behavioural trials consisted in dyadic encountersvben a dead (hereafter, stimulus) and a
living queen (hereafter, focal) that were condudedng daytime under red light in a half-
circular arena (height: 0.5 cm, diameter: 3 cmnf@mting a live to a dead queen is the only
way to evaluate a queen's decision to attack withlbe confounding effect of her rival
fighting. Half of the queens in each treatment whephazardly selected and killed by
freezing. A maximal delay of 30 minutes was permitbetween queen's sacrifice and her
introduction in the arena. The assignment of quéetween treatments (low or high fertility,

focal or stimulus queens) was balanced betweenlatbmous and each pair comprised queens
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from each population. The focal queen was introduast into the arena and after 5 min of
acclimation the stimulus queen was gently addetig@éens were tested once. Arenas were
video-recorded with a camera (Sony® Handycam HDRS%®. All video-recordings were
analysed blindly to treatment. We recorded the Wielia of the focal queen for 5 minutes
after the first contact with the stimulus queenbifary score of aggression was used with
0=no aggressive interactions and l=presence ofeag@e interactions (biting and gaster
flexion). Aggression between treatments was contpaiith ax>-test followed by a multiple
comparison test (Zar, 1999).

We then assessed body size by measuring head (mdthmum width across the eyes) to the
nearest 18mm using a stereomicroscope Nikon SMZ1000 at a ifiegtion of 40X. We
assessed energetic stores by measuring internals lim thorax and abdomen using
chloroform bathgdifference between dry weight before and afteoifbrm baths gives the
amount of lipids, Bazazi et al., 2016). Lipid s®and head size were compared using a two-
way ANOVA on square root transformed data.

Testing our hypotheses required to characterisectieenical signature of each queen. Ant
bodies were individually soaked in 0.5 ml of pestdNlerck®, Darmstadt, Germany) for 10
minutes (Blomquist, 2010). GC-MS analysis was penesd on a mass spectrometer
ISQ™QD Single Quadrupole GC-MS System (Thermo FKisBeientific), fitted with a
capillary column (Restek RTX-5MS 30 m x 0.25 mn250um film thickness, 5% diphenyl
and 95% dimethylpolysiloxane) and a splitless tgeq280°C). Oven temperature was
maintained at 70°C after sample injectiony{®, then programmed at 20°C/min to 180°C,
then 5°C/min to 320°C and held for 5 min. Peak @argare calculated by manual integration
using Xcalibur 2.2 SP1 48 software. A total of 4&ltocarbons, identified by mass spectra
and retention indices, were used in the analyssblel'S1, Fig. S1). For each individual, we
calculated the relative abundance of each compbymtividing the area of each peak by total
area of all peaks. Ten pairs for which the analgsithe cuticular hydrocarbons of one queen
failed were discarded?eak areas were log normalized after adding a aonsalue of 0.001
(Aitchison, 1986).We ran a first discriminant analysis (PLSDA) (Her2814) to identify
which cuticular compounds contributed most towagpdstitioning lowly and highly fertile
gueens. Queen’s fertility signature was obtainedddgcting compounds with VIP (Variable
Important in Projection) scores above 1 (i.e. conmais highly influential in discrimination)
to run an additional PLSDA. For each queen, weutaled the Cartesian distance between
her coordinates on the PLSDA and the coordinatélseotentroid for all highly fertile queens
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(Fig. S2). A large distance reveals an importaffedince between the chemical profile of a
gueen and the typical signature associated with Fegtility. We next conducted a binary
logistic regression to predict aggression pattePredictors were head size, lipid stores
(normalised by head size), the distance of eackmteethe typical high fertility signature and
the relevant interactions. The response variable pvasence or absence of aggression. We
next ran an additional logistic regression usinty amgnificant predictors to calculate odds-
ratio.

We performed an additional experiment to deterntime influence of cold treatmerty
comparing lowly fertile queens that experiencedor cold exposure. We collected queens
after nuptial flights on June 2016 at the sametiona than queens collected in 2015. Upon
collection, queens were placed individually in glagbes for 72 hours in the climate room
(25°C). We counted egg production over 24 hoursrgkperiment and we tested 21 pairs of
these lowly fertile queens that did not experienoll exposure to assess aggression. The
cuticular profiles of a random subset of 12 quefems) each population were analysed. All
analyses were performed with R 3.2.1 (R Developn@ote Team, 2015)Results are

reported as mean * SD.

RESULTS & DISCUSSION

We verified that queens assigned to lowly and lyidéttility treatments differed in fertility.
Over 24 hours, lowly fertile queens laid fewer eg¢iggn highly fertile queens (lowly fertile
queens: 4.2+2.7, N=25, highly fertile queens: 18.8£N=25;t-test: t4g=4.75, P<0.001). In
total, lowly fertile queens produced less broodnge(8.5+4.8, N=66) than highly fertile
queens (76.6+18.3, N=72)-test: t13=33.33, P<0.001). We next determined whether
aggression varied between treatments. In our styagens started to lay eggs alone before
being paired. This absence of early social expeei@ontrasts with natural conditions where
gueens associate immediately after mating and wespaculate that this explains the high
level of aggression. Nevertheless, we found thategas modulated their aggressive
behaviours depending on both their own status dmir trival's status yf=9.89, df=3,
P=0.019) with highly fertile queens being twice maggressive toward lowly fertile stimulus
gueens than lowly fertile queens toward highlyilierstimulus queens (multiple comparison
test: q=4.80, k=4, P<0.01) (Fig. 1). Lipid storeffeded between lowly (7.13+1.25 mg,
N=66) and highly (2.67£0.82 mg, N=72) fertile queefh 13~602.62, P<0.001) but not
between focal (4.73+2.39 mg, N=69) and stimulu8{#2.56 mg, N=69) queensi(fz=0.30,
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Figure 1. Proportion of aggressive contests between focalstintulus queens as function of their
fertility.

P=0.58). Head size did not vary with fertility sta(F 134~0.39, P=0.53) or between focal and
stimulus queens (f3+0.51, P=0.47).

Because differences between lowly and highly ®igiieens could result from cold exposure
and not from difference in fertility, we performesh additional experiment. We found no
difference in egg number produced by lowly fertjieeens that experienced cold (8.5+4.8,
N=66) or not (9.9+4.83, N=42)-{est: 10s=1.51, P=0.13). Also, aggression did not differ
between pairs of lowly fertile queens exposed ttd ¢60%, N=16) or not (71%, N=21)
(x=0.13, d=1, P=0.72). Finally, the discriminant analysis cuticular profiles separated
gueens depending on their fertility status and etected no difference between lowly fertile
gueens that were exposed or not to cold (Fig. Bjs Tndicates that the differences in

behavioural patterns and cuticular profiles obsgtwetween lowly and highly fertile queens
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Figure 2. Discriminant analysis of cuticular profiles of loménd highly fertile queen3he circle red

cross is the centroid of highly fertile queens aepresents the typical signature of a high feytilit
status.

resulted from differences in fertility, not fromIdo Overall, our results showed that queens
used information about their own condition and thiefals' status to engage in aggression,
thus providing support for the hypothesis that raltassessment participated to their
decision. Using a logistic regression, we then arath which factors best predicted focal
gueens' aggressiveness. We found no influenceidfdtores or head size on the likelihood to
engage in aggression (Table 1). Fertility distanoésqueens were highly significant
predictors of aggression: the probability of foqakens of behaving aggressively decreased
with their chemical distance to highly fertile segare 3=-0.53+0.22, odds-ratio [95% ClIJ:
0.59[0.37, 0.88]), and reciprocally, the probaypibf stimulus queens of being attacked
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Table 1.Binary logistic regression of the relative influenaf lipid stores, size and chemical profiles

of queens on the proportion of aggressive intavasti

Predictors Deviance df Residual P
deviance
Size of focal queens 1.27 67 89.09 0.26

Size of stimulus queens 0.01 66 89.08 0.9

Profiles of focal queens 9.65 65 79.43 0.00z2

Profiles of stimulus queens 7.39 64 72.03 0.00:

Lipid stores of focal queens 0.02 63 72.01 0.8

Lipid stores of stimulus queens 0.19 62 71.82 0.6
Size of focal queens Size of stimulus queens 0.67 61 71.16 0.41
Profiles of focal queens Profiles of stimulus queens 0.08 60 71.08 0.78
Lipid stores of focal queen§Lipid stores of stimulus queens  0.06 59 71.02 0.81
Size of focal queens Profiles of stimulus queens 0.29 58 70.73 0.59
Size of focal queens Lipid stores of stimulus queens 0.68 57 70.04 0.41
Size of stimulus queensProfiles of focal queens 0.06 56 69.98 0.81
Size of stimulus queensLipid stores of focal queens 0.90 55 69.08 0.34
Profiles of focal queens Lipid stores of stimulus queens 0.64 54 68.44 0.43
Profiles of stimulus queensLipid stores of focal queens 0.09 53 68.35 0.76

increased with their chemical distance to highlstilee signature §=0.54+0.25, odds-ratio

[95% CI]: 1.72 [1.08, 2.95]).

In ants, the traditional view is that nestmate gettion involves a comparison between the

chemical profile of an intruder and the interngdresentation of an individual's own odour,

any mismatch leading to rejection (Blomquist andgmares, 2010). In this context,

aggression in workers generally increases with otendistance (Martin et al., 2012). If

gueens based their decision on an 'absolute \@lgbemical distance, similar aggressiveness

would have been predicted in pairwise contestslumvg lowly and highly fertile queens,

irrespective of the actual fertility status of tfeeal and stimulus individuals. Such pattern

was not found in our study where aggression diffenarkedly when lowly and highly fertile

gueens were tested as stimulus and focal indivsdddlis provides indirect lines of evidence

that queens could use chemical cues and comparddtigity status to initiate aggression.
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Our study provided additional support to earliedfngs that hydrocarbons could be used as
reproductive signals ih. niger. However, the putative compounds likely resporesitar
mutual assessment between queens were not the aarttose experimentally identified
previously (Holman et al. 2010a, b). One major etdhce concerns 3-MeC31 that was
considered to advertise queen's quality but thatfaand here to only have a minor influence
in comparison to other more explanatory compoudale S1). Such discrepancy opens
interesting avenues for future research to increase understanding of reproductive
signalling inL. niger and, more generally, to investigate whether similampounds play
similar roles across contexts.

In pleometrotic associations, queens are usuallglated and overt fighting is expected
because they cannot gain inclusive fithess by getha contest (Cronin and Monnin, 2010).
The fact that the cuticular profiles of queens associated with their fertility and, possibly,
with their decision to behave aggressively suggtss queens could use chemical signals
advertising reproductive state to adopt strategiagimizing their fithess. Under an ultimate
perspective, we can speculate that the onset bisfigetween queens differing in fertility
results from reduced benefits of accepting lowkil individuals since they produce few or
no brood but still represent a potential competdiaring the elimination phase. Similar
patterns were reported in wasps where individualgedising high quality using visual
signals were more likely to challenge rivals andividuals of low advertised quality were
more likely to be aggressed (Tibbetts et al., 2010)

In conclusion, our study suggested that cuticulgnaures conveying information about
fertility status could be involved in mutual assaeesat. This opens interesting avenues for
future research aiming at understanding how chdnalgas contribute to the regulation of

interactions between reproductives and, eventuialgueen selection in social insects.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Table S1. Compounds in the cuticular extracts of geens. VIP (Variable Importance in
Projection) scores (1st and 2nd component) of eastpound on each component of the
discriminant analysis (PLS-DA). Compounds highlaghtn bold were retained in the analysis (a
VIP score >1 denotes a highly influential compoimthe discrimination between lowly and

highly fertile queens). Kl: Kovat's index.

VIP Score
Peak Compound Kl Comp.1 Comp.2
1 n-C27 2695 1.52 1.44
2 3-MeC27 2769 1.86 1.75
3 5,9-diMeC27 2777 1.45 14
4 n-C28 2794 0.04 0.36
5 5,9-diMeC28 2875 2.06 1.97
6 n-C29 2895 0.32 0.55
7 7-19-/11-/ 13- 2926 0.12 0.15
and 15-MeGs
8 11-MeC29 2946 1.41 1.33
9 7,11-/9,15-and 2959 0.12 0.48
11,15-diMeGo
10 7-MeC29 2964 0.21 0.2
11 3-MeC29 2969 0.75 0.73
12 5,15-diMeC29 2975 0.63 0.6
13 X,15-diMeGeo 2987 0.91 0.89
14 n-C30 3002 1.11 1.05
15 12,14-diMeC30 3025 0.33 0.32
16 12,14-diMeC30 3029 0.54 0.65
17 10,14-diMeC30 3055 0.18 0.57
18 C31:1 3074 1.47 1.41
19 n-C31 3095 2.16 2.09
20 9-/11-/13-and 3127 0.45 0.61
15-MeC
21 9,x-diMeG1 3152 0.29 0.27
22 7,17-/9,15-/ 3160 0.72 0.85
9,17-/ 11,15- and
13,17-diMeG:
23 7-MeC31 3164 0.1 0.32
24 3-MeC31 3171 0.9 0.96
25 5,13-and 5,17- 3176 0.59 0.56
diMeCa1
26 7,13,17- 3189 0.7 0.75
triMeC31
27 3,9-/ 3,11-/ 3,13- 3200 0.47 0.62
/ 3,15- and 3,19-
diMeCa1
28 10-/ 14- and 15- 3224 1.11 1.17
MeCs2
29 4-MeC32 and 3253 1.39 1.41
10,14-diMeGz
30 7-19-/11-/ 13-/ 3326 1.43 1.42

15-/17- and 19-
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MeCss
31 11,15-/ 13,17- 3352 0.65 0.64
and 15,19-
diMeCas
32 9,15- and 11,17- 3357 2 1.89
diMeCass
33 5,13-5,17- 3373 0.04 0.18
diMeC33
34 2-MeC33 3386 0.78 0.74
35 n-C34 3399 0.1 0.58
36 17-MeC34 3422 1.02 0.98
37 10-MeC34 3453 0.89 0.97
38 13-MeC35 3523 0.68 0.88
39 12-MeC35 3548 0.03 0.12
40 9-/ 11-MeC35 3555 0.88 0.88
41 13,x-diMeGs 3566 0.51 0.5
42 9-/ 11-MeC37 3749 1.05 1
20

O Lowly fertile (n=66)
O Highly fertile (n=72)

15 | ﬂ‘
|
(D)
e
=
5
S 10 - i
2
ks
& ;
f
5 + b i
0 - ['H’%?B[I-Jmm%’@ﬂjﬂa]ﬂ:]@@ﬂ:]@[ﬂg [ﬂ[ﬂjﬂjﬂjﬂjmﬂj@m@@@@ﬂjm[ﬂ

Compounds

Figure S1.Relative abundance (mean = SE) of hydrocarbonkay and highly fertile queens. The

identity of each compound is reported in Table S1.
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Lowly fertile queens

QO Focal queens

A Stimulus queens

‘ A Highly fertile

ueens
~ d, q
o
£ A
8 ‘ I, . +: centroid of highly fertile queens
d;: distance to high fertility centroid for queen i
‘ A d;: distance to high fertility centroid for queen j

Comp 1

Figure S2.Schematic explanation of how the distance of eagen to high fertility signature was
determined. The distanckis the distance of the focal queeio the centroid of highly fertile queens
and the distanceg is the distance of the stimulus qugéa the centroid of highly fertile queens.
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RESUME

Chez les fourmis, il est largement admis que |laguion des lipides cuticulaires participe a
la régulation des interactions sociales entre sasteau sein des castes. Dans le chapitre
précédent, nous avons proposé que la modulationimdesactions sociales entre reines
fondatrices pourrait dépendre de la perceptionoeposés cuticulaires signalant leur état de
fertilité.

L'objectif de ce chapitre est de caractériser &gmcités de perception des reined.deiger

aux composés cuticulaires. Nous avons développéappeoche d'antennoélectrographie
couplée a la chromatographie en phase gazeusedafimesurer l'activité électrique des
antennes suite a la présentation des composéfilucpticulaire des reines. Les résultats de
ces travaux sont peu informatifs en raison deilddantensité des signaux enregistrés et de

I'extréme variabilité des réponses obtenues.
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ABSTRACT

In the antLasius nigey young queens can associate to found new colbniethe cooperation
ceases when the first workers hatch from their onscand queens engage in lethal fights.
Only one queen survives and monopolizes reproduct@rlier work showed that group-
founding queens can adjust their egg laying rateaasinction of the number of co-
foundresses and their relative body mass. Althadhghmechanisms associated to the loss of
cooperation in pleometrotic associations receiveehton, behavioural rules used by queens
to initiate fighting are still poorly understooda Lasius niger queens can signal their
reproductive state to workers via the productiospcific cuticular hydrocarbons that act as
primer pheromones inhibiting the ovarian developimanworkers. In addition, the same
pheromonal bouquet induced self-inhibition of egghhg in queens. This mechanism is
believed to provide a negative feedback allowingeqs to regulate their oviposition rate.
These findings indicate that queens can be impdmtepieen-produced pheromones.

In this work we investigated the ability of quedonsperceive fertility signals produced by
other queens. We used Gas Chromatography couptadaigctroAntennographic Detection
(GC-EAD) to record the response of a founding giseamtenna to founding queen’s
cuticular hydrocarbons. Unfortunately, we did notceed in recording consistent responses

from antenna and we obtained very weak signals.
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INTRODUCTION

Communication in insects heavily relies on olfasticGome species evolved impressive
organs to perceive the semio-chemicals producetbhgpecifics. In moths for instance, the
male has prominent antennae to detect female'soplogres and can detect very small
concentrations that are processed by a male-spdwifiin structure, the macroglomerular
complex (Matsumoto & Hildebrand 1981). The chemesey apparatus of males is very
sensitive and responds within millisecond timesdaldiny variations in the pheromonal
gradient induced by the stochastic movements dfowair (Vickers et al. 2001). After
processing the pheromone, the male displays a ipeawpwind flight to trace female’s
location and mate (Cardé & Mafra-Neto 1997). Intao} insects, chemical communication
between conspecifics is generally limited to matiigis markedly contrasts with social
insects where chemical communication plays a crucdike in social organization and is
involved in several contexts including, for instapnmestmate recognition or collective
foraging (Wyatt 2003). In social insects, commutiara notably relies on the production of
cuticular hydrocarbons, which are present in thestnextern layer of the cuticle, and that
primarily protect individuals from desiccation (Lkay 1980, Bagnéres & Blomquist 2010).
The olfactory system of insects can roughly be d#di in two parts: the peripheral
chemosensory apparatus found in the antenna andtéggating centers located in the brain.
Each antenna contains several categories of sensits; the sensilla, that are involved in
different sensorial modalities including mechanceqdion, hygro-reception, gustative and
chemical reception (Mclver 1975). In ants, two tymé sensillapasiconicaandtrichodeg
have a multi-porous structure allowing the uptakehemicals present in the environment
and they are considered to act as chemoreceptach. $&nsilla comprises dozens to hundreds
of dendrites expressing different types of olfagt@ceptors (OR) that are specific to families
of odorants (Hallem et coll. 2006). The axons d&dbry neurons form two olfactory tracts
that project to olfactory lobes in the brain. Thigactory information is then processed
through a network of interneurons and projectionraoes that emit axons to higher brain
centers for further processing and integration. Basonicasensilla are good candidates for
processing the social information conveyed by aertaticular hydrocarbons (Nishikawa et
al. 2012, Sharma et al. 2015).

The ability of colony members to detect the preseat a functional reproductive is an
important trait shaping social organization in aalonies. Indeed, an efficient reproductive

division of work requires queens to signal theitili¢y to workers. The advertisement of
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fertility involves specific cuticular hydrocarbormoduced by queens and perceived by
workers (Monnin 2006, Liebig 2010, Van OystaeyemaleR014). In the artasius nigerfor
instance, fertile queens produce large amounts red outicular hydrocarbon, the 3-
methylhentriacontane (3-Meg that is perceived by workers’ antennae and thiabits their
ovarian development. This represents one of thestedies that directly test the response of
workers to a putative fertility pheromone emitteddueens in ants. Indeed, several studies
evidenced differences in the cuticular profileswesn reproductive and non-reproductive
individuals but relatively few work investigated ether workers can perceive these
compounds. In addition, the sensitivity of the queethemselves has been largely overlooked.
This is however an important question, if one wantsainderstand the regulation of social
interactions between reproductives, and possibdyetvolution of multi-queens societies in
social insects.

Indeed, the breeding system in ants is charactebyethe recurrent occurrence of obligate
multiple-queen colonies in comparison to other aoklymenoptera (Boomsma et al. 2014,
Boulay et al. 2014). Multiple-queen associationof® a continuum ranging from species
sharing evenly reproduction to species where remtoh is skewed between females
leading eventually to functional monogyny (i.e. e&l queens are mated but one produces
most brood that develop into adult females) (Bougk&ranks 1995). The partitioning of
reproduction between females can result from diaggression (Ortius & Heinze 1999) or
egg cannibalism (policing, Monnin & Peeters 199Kkuta & Tsuji 1999). Ortius & Heinze
(1999) showed that queens in the polygynous Laptothoraxsp. usually fight over the
reproductive function after hibernation unless oh¢hem is allowed to develop her ovaries
before her contestants. In this case, the morgefepieen occupies peacefully theank in

the reproductive hierarchy and produces most obtbed. This suggests that queens can not
only signal their fertility status but that othemens can perceive these signals and adjust
their own reproductive share accordingly.

In the antL. niger, queens can associate during foundation (Sommeiddobler 1995).
The initial cooperation between queens observedngluthe incipient stages of colony
foundation ceases when the first workers emerge fileeir cocoons. At this time, queens
engage in lethal fights and all but one queen pesisHolman et al. (2010a) demonstrated
that queens winning fights produce larger amouftspecific compounds than their dead
competitors. Among these compounds, the 3-Bes€ignals queens’ productivity and

prevents workers from reproducing (Holman et all@f). In a subsequent study, these
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authors also showed that 3-MgGlightly depress egg-laying activity in queens IfHan et

al. 2012).

In the previous chapter we proposed that mutuassssent based on chemical signals can
explain the behavioral patterns observed betweerergu differing in fertility status. We
identified several compounds that accurately ptedi¢he level of aggression observed in
pairwise encounters. To go further in our undeditam of the underlying mechanisms, we
aimed at testing the perceptive abilities of qudgnexamining whether queens’ antennae are
effectively sensitive to these hydrocarbons. A oese of queens to such compounds would
bring support to our hypothesis that reproductnas use chemical cues to assess the fertility
status of rival queens and adjust their aggressisigonse accordingly.

Electroantennography represents one relevant agiptoainvestigate perceptive abilities in
insects. The antenna is cut off and mounted betwserelectrodes while a specific device
pulses an airstream enriched with odorants. Thenaat remains alive several hours and
sensilla can respond to the active compounds fachwimey are tuned. The overall response
of all sensilla activated by the odorant produaesnarease in the intensity of the amplified
electric signal. This technique can be coupled s Chromatography (GC) to test blends
of compounds such as cuticular profiles. The wiwoitecular profile of an insect is injected
into the chromatograph, one half is detected byctirematograph’s detector and the other
half is pulsed into a glass pipe within a humidiferstream that goes directly to the antenna.
This technique allows stimulating sequentially thetenna with each compound of the
profile. By recording the response of the antermmafich compound, it is possible to identify
which molecules specifically trigger a responseisTtechnique called GC-EAD (Gas
Chromatography with Electro-Antennography Detedtibas been rarely used in ants. GC-
EAD is a qualitative technique that only permitsdietermine to which compound(s) in the
chemical blend the antenna is sensitive but it oabe used to develop quantitative approach
to determine how the antenna responds to diffeygeantities of the same compound. To our
knowledge, only one study, performed in theoponera(formerly Pachycondylainversa
used this approach to test the response of worketanae to the cuticular profile of queens
(d’Ettorre et al. 2004). The authors elegantly skdwhat the antennae respond strongly to
one compound in the queen’s profile (3,11-dimetbgthcosane, 3,11-diMef}, which
concentration is correlated with her fertility. i important to note that GC-EAD is a

gualitative method (presence or absence of respinsaticular compounds). Despite this
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limitation, GC-EAD is relevant to explore the segy of antennae to cuticular compounds
and it thus represents a first step to identifydid@te compounds perceived by queens.

In this context, the main objective of the presgtidy was to use GC-EAD to investigate
how queens responded to fertility signals dependmgheir own status of fertility in the ant
L. niger. Because GC-EAD is not available in Toulouse, pligol for a research grant to
collaborate with Pr Ayasse (Ulm University, Germgrwho is an internationally recognized
expert in chemical ecology in insects. We firstteédsthe reaction of workers' antennae to
workers' and queens' profiles to confirm that waewalso able to detect a response of
workers to queens’ compounds as demonstrated im&tokt al. (2010b). We next explored
the response of lowly fertile founding queens te tthemical signature of highly fertile
founding queens. Unfortunately, we were not abliesb the response of highly fertile queens

because of the too short duration of my stay (8kajem Germany.

MATERIALS & METHODS

Ant collection and housing

Founding queens dfasius nigerwere collected after their nuptial flight on J@@15. For
this study, we tested lowly fertile queens (N=1hart were maintained in the cooled
incubator at 5°C until the beginning of the expeann (November 2015) (for details see
Chapter 3). We used the cuticular extracts of lyighitile queens that were sacrificed after
the completion of the experiments described inptteeious chapter. We also aimed at testing
workers from mature colonies (not minim workersduced by founding queens). We thus
collected large queenright colonies lof niger at Marquefave (43°18' N, 1°15' E, Haute-
Garonne, France) in October 2015. In the laboratoojonies were maintained in large
plastic box which walls were coated with Flfoto prevent ants from escaping. Ants were
fed three times a week with artificial food (Bhatkad Whitcomb 1970).

Preparation of extracts of queens and workers

Queens' bodies were individually introduced in@nd vial and soaked in 0.25 ml of pentane
(Merck®, Darmstadt, Germany) for 10 minutes. Th&aot was transferred into a 2 ml vial
and evaporated under a gentle nitrogen streamQlapter 3). To increase the concentration
of cuticular hydrocarbons used to stimulate antenmge pooled the extracts of six queens

into a 2 ml vial. Cuticular profiles of workers veeobtained by soaking 30 individuals in 0.25
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ml of pentane during 3 minutes. Both queens’ andkers’ extracts were gently evaporated

under nitrogen stream until we obtained 30ul sohsi

Detection of cuticular hydrocarbons using GC-EAD

A HP6890 gas chromatograph (Hewlett-Packard) eguaippith a DB5-MS column (30 X
0.32 mm inner diameter, 0.25 um film, J&W Sciegtifrolsom, Ca, USA) was used. Helium
was the carrier gas. Temperature increased frono 310°C at 10°C.mifh A splitter (spit
ratio 1:1) conveyed the extract into the GC oufléle outgoing extract was directed towards
a glass pipe (@ = 1cm, 10cm) carrying a purified homidified airstream. The extract was
blown directly on the excised antenna. The sulgeatitenna was carefully excised and the
tip of the antenna was quickly cut off. The anterwaas mounted between two glass
electrodes filled with insect Ringer solution. Tdrgenna’s base was connected to a grounded
Ag — AgCl wire whereas the antenna’s tip was coteteeia an interface box (i.e. an
amplifier) to a signal acquisition device (IDAC;8lec, Hilversum, The Netherlands) for
signal transfer to a PC. The flame ionisation deteand the EAD signals were recorded
simultaneously using GCEAD 2014 software. A tothl169 and 86 compounds observed
consistently in queens’ and workers’ cuticular pesf (respectively) were used in the
analysis. We identified the major cuticular hydmioas using their retention indices and on
the basis of previous studies (Lenoir et al. 2D8er & d’Ettorre 2009) (Table S1). We
tested each antenna as many times as possibleudgethe antenna contains mechano-
sensorial sensilla, we blew an air puff betweennthal stimulations to ensure that the
antenna was still responding and alive. In totaladtennae of workers (50 runs) were tested
with workers’ extracts. We tested 6 antennae okexs (12 runs) and 11 antennae of queens

(34 runs) with fertile queens’ extracts.

Data analysis

Runs were analysed using GC-EAD 2014 by visualeéogpn. We searched for EAD peaks
that were consistently present in several runstier same antenna and between different
antennae. To remove the baseline noise, the diffetms using used the same extract were
rescaled and then pooled. For each extract, waneloktaan averaged FID and an averaged
corresponding EAD. Averaged signals were were obthiusing R 3.2.1 (R Development
Core Team 2015).
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RESULTS

Response of worker’s antenna to workers’ extract

When testing workers’ antennae to workers’ extraats obtained a weak response for 6
peaks among which one was unidentified. Workerdermma apparently responded to
nonacosane (fg, 7 responses out of 50 runs), a mix of methylnosane (x-,y-Megs; 7
responses out of 50 runs), 5-methylnonacosane G:1€ responses out of 50 runs; see
Figure 1), 5,15-dimethylnonacosane (5,15-diMg6 responses out of 50 runs), an unknown
methylated alkane of 31 carbons (10 responses fob® ouns) and 3-methylhentriacontane

(3-MeGsy; 6 responses out of 50 runs).

Response of worker’s antenna to highly fertile thog queens' extract

When we tested the response of workers’ antennagidens’ extract, we obtained a weak
response for 3 peaks. One unknown compound of s triggered a response in 2 out of
12 runs. The two other compounds triggered a respam 3 out of 12 runs. Although the
identity of these two compounds remains to be comdd, we suspect that they were the same
compounds that triggered a response in workersfiler(b,15-diMeGg and the unknown

compound with 31 carbons).

Response of lowly fertile queen’s antenna to hifgniiyle queens' extract

We finally tested the response of queens’ antetmagieens’ extract. We obtained a weak
response for 10 peaks. Queens responded to 7 pemhls that could not be identified.
Queens’ antennae also responded to 5,15-dimethgibegane (5,15-diMe& 3 responses
out of 34 runs), nonacosanex{{4 responses out of 34 runs) and 5,15-dimethy#dontane

(5,15-diMeGs3; 3 responses out of 34 runs) (Figure 2).

DISCUSSION

We did not manage to obtain repeatable and consistsponses within castes and most of
responses were of weak amplitude. Overall, workansl queens' antennae responded to 6
and 10 compounds, respectively. The antennae okesmorand queens responded to
nonacosane and also to two dimethylalkanes diffjenmchain length (C29s C33). The
antennae of workers reacted to 3-methylhentriacen{@-MeG1) from workers’ extract but

not from queens’ extract. The low sample size (@mmae for this condition) is one possible
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reason that might explain this discrepancy. UsiddoEHolman et al. (2010b) were able to
use synthetic 3-Mefz and such approach probably improved the qualitywofkers’
response. Additionally, we observed no consistespanses of queens to 3-MeC31 although
this compound correlates with queens’ fertility (Man et al. 2010a) and inhibits both on
workers’ and queens’ ovarian development (Holmaal.e2010a, 2012). It is worth stressing
that queens can use different signals than wotkeassess fertility status (Smith et al. 2011).
Whether this also applies to niger awaits investigation. In any case, none of thecalar
hydrocarbons identified in the previous chaptepatative compounds potentially involved
in mutual assessment in queens triggered resparggeeens’ antenna. However, GC-EAD is
a difficult technique and it often requires weeksnonths to optimise the optimal operative
conditions, which strongly vary between species. listebelow some factors that could be

improved and/or explain the lack of results.

Extract 30 workers — Worker’s antenna

FID " f= il
...'\,.f--fﬂ\'\.,/l Wuﬁ lL
v Ww .w ,-/
EAD

| L .l |IMIIIIIi :l L ' ' M/ WI III|u|| I il.ll."l.?ll Ilili \
_r\\i W |-'|,| I \_, S "V ‘ I Vi k{\f :
N‘\w M w_,'r\..h N -/,.w‘ ‘.-'v' _fm \fw “W

Figure 1. Response of a worker’s antenna to a workers’ eixtiidne black line (FID) represents the
detection of cuticular hydrocarbons by the chromitph. The blue line (EAD) is the response of the
tested antenna to the extract. The black arrowcatds the 5-methylnonacosane (5-MigCwhich

triggers a strong response in the antenna ofékted worker.
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One advantage of GC-EAD is that complex blendsoofimounds can be tested without the
need of synthetizing or purchasing hydrocarbons @awback however is that, depending
on the temperature programme used to volatise kbgdoons, compounds with close
retention times come out from the chromatograpth@atsame time and reaches the antenna
simultaneously. The temporal resolution of stimolatmay not be satisfactory and can lead
to inconsistent conclusions. Another potential éssalates to the quantity of chemicals
reaching the antenna. The displacement of compoumttsee column of the chromatograph
requires high temperatures (up to 300°C) to vadatichemicals. The drastic diminution of
temperature at the end of the column can induaadensation of the heavier compounds in
the glass pipe and such compounds cannot reacintbana, or in very low quantity. In
niger, heavy hydrocarbons (>30 carbons) represent &ib@b of cuticular profiles. Finally,
the preparation the antenna represents one of st entical step of GC-EAD. Mounting
antenna between two glass electrodes requiresnguatid bathing the tip of the antenna in a
Ringer solution. However, théasiconicasensilla, which are sensitive to hydrocarbons
(Ozaki et al. 2005), are highly concentrated at rthast distal segments of the antenna
(Renthal et al. 2003, Nakanishi et al. 2009 anddvy =t al. 2010).

In conclusion, we did not succeed in recording &iest responses to cuticular compounds
in workers and queens and we should think of atisra methods in the future. The
identifying the cuticular compounds perceived bgens is necessary to deploy bioassays to
directly test our hypotheses of mutual assessnmefdunding queens. We believe that this
issue still deserves attention and that this woildrease our understanding of the

mechanisms involved in the regulation of sociatiattions between reproductives in ants.
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Extract fertile queens - Queen’s antenna (Average)
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Figure 2. Averaged response of queens’ antennae to a questrsict. The black line (FID)
represents the detection of cuticular hydrocarlimynthe chromatograph. The blue line (EAD) is the
averaged response (N=34) of the tested antennhe wame extract. The black star indicates a peak
that could erroneously be interpreted as a respouistnis was baseline noise and it was not refeate

for different runs. The EAD line shows no respookgqueens’ antennae.
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Figure S1. Cuticular profile of workers of the athiasius nlger(N 30 workers). Compounds are
identified in Table S1.

Figure S2. Cuticular profile of fertile founding queens ofethant Lasius niger(N=6 queens).
Compounds are identified in Table S1.

180



CHAPITRE 5

Table S1.Cuticular hydrocarbons present on the cuticulevofkers and queens of the drdsius
niger and responses triggered by each compound in amtehimdividuals from those two castes.
Queens’ and workers’ cuticular extracts contairesl game compounds in different proportions. In
bold are indicated the compounds that triggeredatgully a response in different workers’ or queens’

antennae. x,y: undetermined methyl positions (ttwex and y positions differ between compounds).

Antenna response

Peak Compound Workers Queens
1 3-MeGs 0 0
2 unknown 2 4
3 unknown 2 3
4 n-CGz 3 0
5 5,15-diMeGy 0 3
6 unknown 2 0
7 unknown 2 2
38 unknown 3 0
9 unknown 4 3

10 unknown 4 1

11 Nn-Czg 7 4

12 unknown 4 0

13 11-/15-MeGo 6 0

14 5-MeGyo 9 2

15 9,11-/9,13-/9,15-diMegs 5 0

16 5,15-diMeGg 6 3

17 10-/12-/14-MeGo 2 0

18 unknown 4 1

19 unknown 2 2

20 unknown 1 2

21 8,12-/8,14-diMeGp 4 1

22 unknown 5 0

23 Cs1a 2 2

24 4,12-/4,14-diMeGo 0 1

25 unknown 2 2

26 n-Cs1 1 1
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X,Y,Z-triMeGso
9-/11-/13-/115-MeG;
5-MeGs;

unknown

9,11-/9,13-/9,15-diMe&
3-MeC31 + 5,13-/5,15-
diMeC31

unknown
5,9,11-triMeGs
10-/12-/14-MeGy
unknown
10,14-/10,19-diMe&
unknown

unknown

unknown

unknown

unknown
4,8,12-triMeC32 + 9-/11-
/13-/15-/17-MeGs

unknown
X,y-diMeCss
X,y-diMeCs3
unknown
5,15-diMeGs
unknown

x,y-diMe034 ( 7)

unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown
unknown

unknown
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unknown
unknown
unknown
unknown

unknown
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DISCUSSION

Durant cette these nous nous sommes intéressésmaéganismes de communication
impliqués dans I'apparition et le maintien de l'angsation sociale chez les fourmis. Dans
une premiere partie nous avons étudié les procedsuseconnaissance coloniale et de
reconnaissance de la caste et du statut reprodudter la fourmiOdontomachu$astatus
Nous avons également décrit I'écologie chimique zcl@ hastatus et identifié des
hydrocarbures cuticulaires constituant de potentieindidats pour signaler I'appartenance
coloniale et le statut reproducteur des individus.

Dans une seconde partie, nous nous sommes inter@ssénteractions entre reproducteurs.
Nous avons démontré que des reines fondatricesla@sasniger modulent leur agressivité
envers d’autres reines en fonction de leur propae de fertilité et de celui de leur rivale.
Parallélement, nous avons identifié des hydrocaswandidats potentiellement impliqués
dans ce phénomene d'estimation de la fertilité titsda Enfin nous avons réalisé des
expériences pour confirmer que les reines fondetrgont bien en mesure de percevoir les

hydrocarbures cuticulaires produits par d'autresese

|. ANALYSE DE LA CHIMIE CUTICULAIRE ET PERSPECTIVES

Durant ce travail de these, nous avons effectuéadal/ses préliminaires et novatrices sur
I'écologie chimique che®. hastatusNous avons montré que chez cette espéce, ld profi
hydrocarbures cuticulaires est conservé entre rdiffés populations méme pour des
distances géographiques importantes (plus de 30@@nétres séparent les populations
brésiliennes et guyanaises). D’autre part, noussgva également que le profil ne variait pas
en fonction de I'organisation sociale au BrésilnBaes chapitres 2 et 3, nous avons étudié
les variations du profil en hydrocarbures entrei@s et entre castes et individus de statuts
reproducteurs différents. Nos résultats indiquen©ghastatuspossede de grandes quantités
de méthylalcenes, composés rares chez les fourtmderg la fonction reste a déterminer
(Blomquist & Bagneres 2010; Martin & Drijfhout 2009Ces composés, présentant de
longues chaines carbonées (>33 carbones), peuvewlifficiles a déterminer et ces résultats
nécessitent des analyses ultérieures pour confilan@esence de tels composés (F. Menzel,
communication personnelle). Nous avons égalemenitrdoque les différentes castes
(ouvrieres et reines) possedent des profils caiattiies dont il sera nécessaire de définir
finement les spécificités par la suite. Les reimeatures semblent se différencier de
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'ensemble des autres individus par la producti@cediénes dont certains sont spécifiques
de ce groupe. De plus, dans le chapitre 2, noussanwontré que les alcanes linéaires
pourraient représenter de bons candidats pour ueditjappartenance coloniale ché€x
hastatuscar la concentration relative de cette classeevfartement entre les colonies.
Parallelement, nous avons observé des variatiopsriantes du profil en hydrocarbures chez
des reines fondatrices desius nigerdont la fertilité augmente au cours de la fondatio
Dans ce contexte également, la concentration daicgralcanes linéaires semble fortement
corrélée a I'état de fertilité des reines.

ChezO. hastatuset L. niger, il est maintenant nécessaire de développer aesdsiais pour
tester les fonctions que nous avons suggerées lpsualcadiénes et les alcanes linéaires.
L'objectif des bio-essais consiste a appliquer dopment des composés candidats
synthétiques sur certains individus et d’obseneerréaction comportementale d’autres
individus. Les alcanes linéaires étant disponibl@ss le commerce, il sera donc possible de
mener des expériences dans un futur proche poarndiéer s’ils jouent effectivement un
réle dans la reconnaissance coloniale dBehastatuset/ou s'’ils sont percus et interprétés
comme des composés signalant la fertilité chezré@ses fondatrices dé. niger. La
possibilité de mener des bio-essais pour test@netion potentielle des alcadienes dans le
signalement de la fertilité ch€ hastatusreprésentera un travail plus fastidieux. En dést
alcadiénes sont des hydrocarbures insaturés (mesiendeux doubles liaisons au sein de la
chaine carbonée) et il est donc nécessaire desgeales analyses complémentaires pour
déterminer I'emplacement de ces doubles liaisongr mmnnaitre lidentité précise des
différents composés. Enfin, il est important deenofue le processus de synthése de
nouveaux hydrocarbures peut constituer un traeaipiexe, nécessitant des connaissances et

des moyens financiers conséquents.

I.A. Etude des phéromones de reine ch&dontomachushastatus

La grande quantité d’hydrocarbures appartenantctatse des alcadienes chez les individus
reproducteurs ainsi que l'absence de certains decomposés chez les ouvriéres et les
fondatrices peut suggérer un rble de cette classetwrale dans le signalement de I'état de
fertilité chezO. hastatus Le fait que I'on observe d'importantes différes@pantitatives et

gualitatives du profil en hydrocarbures entre lemes fondatrices et les reines matures
indique que la différence de fertilité entre cesndgroupes est certainement importante.

Nous n’avons pas comparé les capacités de ponte exd deux types de reines mais nous
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avons vu qu'elles possédaient des développemenmtseas tres différents (Berthelot M2R
2013). Une question majeure a laquelle nous devrépsndre, est de déterminer les
différences en terme de physiologie reproductivéeesignalement chimique entre des reines
fondatrices de Guyane peu fertiles et des reinesrdonnées au sein de colonies polygynes
brésiliennes. En effet, ces deux catégories deesedevraient étre caractérisées par une
fertilité faible (hypothése vérifiable en compardes taux de ponte) et donc devraient
exprimer des profils cuticulaires similaires. Enfipour étre en mesure d'apprécier les
changements induits par le développement ovariaums devrons étudier la reproduction chez
des ouvrieres placées sans leur reine pour leungige de développer leurs ovaires. Nous
pourrons alors identifier les hydrocarbures cutites reflétant spécifiguement le
développement des ovaires en comparant le profitate ouvrieres avec celui de reines
matures.

Afin de décrypter les mécanismes de communicatlimique entre castes et au sein des
castes, il est impératif de développer une analggaillée du comportement des individus.
Lors de nos expériences, nous n‘avons quantifiélegiscores d’agressivité les plus élevés
durant les interactions. Nous n’avons pas carag&diécisément les différentes séquences
comportementales lors des rencontres entres oesrientre reines fondatrices et ouvrieres
ou entre reines matures et ouvrieres. De méme, mawusns pas collecté de données sur le
comportement entre les ouvriéres et les reines desmgolonies non manipulées (c'est-a-dire
en dehors des périodes ou ont été réalisées lexiempes d'introduction). Quantifier le
comportement des reines et des ouvriéres et lesaations entre ces deux castes par des
observations comportementales et des analysesédeaux d'interactions sociales est une
nécessité pour cibler les effets potentiels de gghénes de reine. En effet, rechercher un
composé ou un ensemble de composés produits perites et entrainant un effietleaser
chez les ouvrieres nécessite en amont d’étre enurmede définir précisément le
comportement des ouvrieres lorsqu’elles sont egraction ou a proximité de la reine. Par
exemple, chez plusieurs especes de fourmis, ledéoey sont attirées par les composés
chimiques émis par la reine et forment une sort dertege »retinug autour d’elle. Ce
comportement est trés facilement observable damddedations de asius niger. Chez
Solenopsisnvicta, les ouvriéres sont attirées et s’agregent audeun reine lorsque celle-ci
est placée en dehors de son nid. Chez cette esfgmajcation sur un leurre de trois
alcaloides produits par les reines dans leur glangeison (Rocca et coll. 1983a, 1983b;

Vander Meer et coll. 1980) permet de déclenchetdgralité des comportements stéréotypés
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des ouvrieres spécifiguement exprimés en présehoe deine fertile (Glancey et coll.
1984). Il est peu probable que les phéromones idese&hezO. hastatus si elles existent
bien, produisent des effets similaires (attracgbmagrégation ou formation d’'un « cortége »)
car un tel effet est facilement identifiable etnilest pas observé chez les Ponérines.
Cependant, il est possible que les reines déclehcimecomportement de soumission chez les
ouvriéeres, similaire a celui décrit chez d’autrepexes dddontomachugSmith et coll. 2012;
Smith et coll. 2016). Il est donc nécessaire d@tfer une étude fine du comportement chez
O. hastatuspour identifier les effets de la présence d'unieeresur le comportement des
ouvriéres. En combinant I'étude précise et quaitéale la chimie cuticulaire (extractions a
I’hexane d’individus issus de différentes castés)ne analyse fine du comportement et de la
physiologie reproductive des individus, nous serems mesure d’isoler des composes
cuticulaires potentiellement impligués dans la camimation du statut de fertilité ch&z

hastatus

[.B. Etude du signal de fertilité chezZ.asiusniger

Dans le chapitre 4, nous avons montré dherger que les variations de |'état de fertilité des
reines fondatrices se reflétent fortement dans peafil chimique et sont associées a des
augmentations ou a des diminutions de l'abondagle¢éive des composés cuticulaires. En
utilisant une approche statistique, nous avons raamqie les composés qui permettent de
ségréger les reines de différents états de matwéductive sont de bons prédicteurs de
I'agressivité des reines focales. Ce résultat suggee les reines pourraient donc se baser sur
les variations de ces composés pour estimer Ligtéur rivale et ajuster leur comportement.
Parmi les hydrocarbures cuticulaires principalemeamiiqués dans le changement du profil
au cours de la maturation reproductive, on trodaas I'ordre décroissant en fonction de leur
importance : I'hentriacontane (ref}, le 5,9-diméthyloctacosane (5,9-diMg; un mélange

de deux diméthyltritriacontanes (9,15- et 11,17-¢liyk), le 3-méthylheptacosane (3-
MeC27), I'heptacosane (n:g et un heptacosene {Ci). Ces composés appartiennent a
'ensemble des classes structurales des hydroemhdentifiées chek. niger, il nous est
donc impossible de dire si une classe particulesteimpliquée dans le signalement de la
fertilité chez les reines de cette espéce. Pagridenposés décrits ci-dessus, certains ont déja
été repérés comme étant de bon candidats poulesidadertilité chez les reines de niger
(n-CGay, n-G7, 3-MeC27, diMe@Gs) (Holman et coll. 2010a). Nous ne retrouvons passd

notre analyse le 3-méthylhentriacontane (3-MeC&di)a été décrit chdz niger comme une
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phéromone de reine contrélant la reproduction daszouvriéres (Holman et coll. 2010b).
Cependant, il n'est pas nécessairement préditegum&mes composés soient impliqués pour
signaler la fertilité des reines et réguler I'aitéweproductrice des ouvrieres.

Un résultat inattendu de nos travaux lsasiusniger est que la concentration relative d’aucun
des composeés cuticulaires identifiés n’est finenvemntélée a I'activité de ponte individuelle
des reines, reflet de la fertilité (donnés non méed). Bien que les reines faiblement ou
hautement fertiles difféerent dans la proportioratige de certains composés cuticulaires,
aucune corrélation entre le nombre d'ceufs pondukepaeines peu fertiles ou par les reines
tres fertiles et les composés cuticulaires n'a tpel @ise en évidence. En d'autres termes,
aucun composeé cuticulaire ne semble avoir une utsol suffisante pour permettre une
évaluation précise de la fertilité des reines. Aites profil en hydrocarbures cuticulaires
pourrait indiquer I'état global de maturité reprotive d’'une reine mais pas sa productivité.
Dans les conditions naturelles, les reines ne gasitsupposées présenter des variations dans
leur fertilité aussi importantes que celles quesnauons créées experimentalement. Il serait
donc nécessaire qu’elles puissent baser leur egtimede la fertilité d’'une rivale sur un
composé signalant précisément son état de fertiliest possible qu’il y ait un délai entre la
modification du profil en hydrocarbures et la protkité instantanée de la reine (voir
Cuvillier-Hot et coll. 2005) qui pourrait expliqudiabsence de relation entre le nombre
d'ceufs pondus et la concentration en HCC. Malgiéhportance de la découverte
d’hydrocarbures jouant le réle de phéromones deesechez asiusniger, les différentes
études concernées n'ont pas explicitement abortié geestion. Dans leur étude réalisée en
2010(a), Holman et coll. montrent que la concemmnaten 3-methylhentriacontane (3-
MeC31), I'hydrocarbure responsable du contréleadesproduction chez les ouvriereslde
niger, n’est pas corrélée a la productivité chez lese®i Ces considérations mettent en
lumiere une ambiguité qui existe dans le lien entyerocarbures cuticulaires et
fonctionnement du systeme reproductif. Chez cestagspeces, on constate une corrélation
forte entre la quantité de certains hydrocarbunas la cuticule d’'un individu et son
développement ovarien (Yagound et coll. 2014). Ddlasitres cas, les résultats sont plus
mitigés : on constate un lien entre état de reptolu et concentration de certains HCC mais
I'état de reproduction n’est pas clairement dééinreprésente un statut global plutét qu’un
état de fertilité précis (comme le taux de ponte peemple). Cette ambiguité résulte
probablement de I'existence de différents moyemns estimer la fertilité (Cini et coll. 2013).

Pour lever cette ambiguité, il sera nécessaire aermdiner quel aspect de la fertilité est
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refléeté par les concentrations des hydrocarburesaelent a la maturité reproductive des
reines chez.. niger. Pour cela, il sera nécessaire de comparer lasipales variables liées

au fonctionnement de I'appareil reproducteur poétedniner celles qui sont corrélées aux
hydrocarbures cuticulaires. Parmi ces variablepeat citer I'état de développement ovarien
(taille des ovaires, nombre d’ovocytes matures)téeix d’hormones liées a la reproduction
comme I'hormone juvénile ou les ecdystéroides, ksix de neuromodulateurs

(principalement les amines biogénes) et le tauxpalete mesuré sur une longue période
(plusieurs semaines avec une précision de I'ordruar) en corrigeant pour le cannibalisme

des ceufs.

[I. INTERACTIONS ENTRE REINES CHEZ LASIUS NIGER

Nous avons vu dans la partie précédente que etdertilité pourrait potentiellement étre
encodé par certains hydrocarbures cuticulaireslakses différentes ch&z. hastatuset L.
niger. L’'objectif des chapitres 4 et 5 était d’étudi@ichpacité de reines a percevoir et évaluer
I'état de fertilité d’autres reines. Nous avonslégent fait I'hnypothése que I'état de fertilité
d’'une reine pouvait modifier sa capacité a peraegtibu a réagir aux signaux produits par
une autre reine. Pour cela il nous était imposgihiéliser Odontomachusastatuscomme
modele d’étude car les expériences envisagéesreaguieun nombre conséquent d’'individus
reproducteurs. Nous avons donc testé nos hypotlebsedes reines fondatrices de la fourmi

Lasiusniger.

Dans le chapitre 4, nous avons montré que la mraatomportementale d’'une reine
fondatrice del. niger confrontée a une autre reine dépend a la foiséti Ide maturation
reproductive de I'individu focal et de celui de sopposante. En effet, les reines en fin de
fondation, qui possédent un taux de ponte pluséélsent plus souvent agressives que les
reines testées au début de la fondation, possématdux de ponte moins élevé (Figure 1,
article 2). D’autre part, I'agressivité d’'une reifgcale est également dépendante de la
maturité reproductive de la reine a laquelle effiea@nfrontée. Les reines non matures sont
plus fréquemment la cible d’agressions que lessematures. Il n'y a pas d'interaction entre
I'état de la reine focale et celui de son opposatds reines peu fertiles et fertiles réagissent
de maniére similaire a I'état de fertilité de leaypposante, a I'exception de la proportion
d'individus agressifs plus élevée chez les reinealés fertiles.
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Dans la discussion du chapitre 4, nous justifiansésultat par I'écologie des fondations chez
Lasius niger. En effet, une contrainte majeure a laquelle smmfrontées les fondations
indépendantes est la productivité : le nombre di@wes produites par les reines influence
fortement la probabilité de survie de la colonier{tner & Holldobler 1995). De ce fait, les
reines subissent une forte pression pour prodwesealivrieres en grande quantité sachant
gu'en fondation claustrale, 'augmentation de ladurctivité entraine nécessairement un
affaiblissement de la reine qui utilise uniquemers propres réserves pour €lever son
couvain. Durant le processus de fondation, leseseperdent entre 30 et 40% de leur poids
initial (Aron et coll. 2009; Balas & Adams 1996; rBmer & Holldobler 1995). Le fait de
fonder une colonie collectivement avec d’autred&drices permet aux reines de partager le
co(t associé a la fondation claustrale tout en ysaght une quantité plus importante
d’ouvriéres. On constate généralement une baissa geoductivité individuelle des reines
lorsqu’elles fondent un nid en pléométrose. Ceperdane co-fondatrice peu productive
constitue un handicap pour une fondatrice focaleetle devra assurer I'essentiel de la
production d’ouvrieres pour assurer la survie dedbnie et parallelement conserver des
ressources pour la phase de réduction de reingi A reine non fertile pourrait représenter
une forme de parasitisme social et les fondatnmsraient avoir développé des capacités
pour discriminer les reines fertiles des indivighes! fertiles en vue d’éviter d’étre exploitées
durant le processus de fondation pléométrotique.

La proportion importante de reines agressives semsémble des traitements dans
'expérience présentée dans le chapitre 4 constituaspect important a discuter. En effet,
pour le traitement comprenant la proportion minegnale paires agressives nous avons
observé une agression chez environ 40% des paoéisgnviron 7 paires sur 18). Nous
expliquons cette forte occurrence d’agressivitéaituque les reines testées ont déja débuté le
processus de ponte lors des rencontres et pourdoac ne plus tolérer I'intrusion d’autres
reines fondatrices a partir du début de la phaseimbsition (i.e. un a deux jours apres le vol
nuptial). Nous avons effectué des expériencesmiridires sur I'influence de I'expérience
sociale précoce chez les fondatrices en compdeaessivité en fin de fondation entre des
reines issues de fondations haplo- ou pléométresigues résultats de cette expérience ne
montrent pas d’'influence de I'expérience sociakecpce sur I'agressivité exprimée en fin de
fondation (voir aussi Dreier & D’Ettorre 2013).dét donc possible que les reines fondatrices
possédent une fenétre de tolérance quelque hepres la vol nuptial ou il leur est possible

de s’associer a une autre reine. Lorsque les fdndatcommencent a pondre dans leur
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retraite, il se pourrait qu’elles ne tolerent pllistrusion d’autres reines qui pourrait

représenter une menace pour leur couvain.

[Il. L'ORGANISATION SOCIALE D’'O. HASTATUS

[lI.LA. Polymorphisme social et/ou polygynie facultative

Le polymorphisme social est caractérisé par lagméss de colonies monogynes et polygynes
au sein d’'une méme espece. Théoriguement, le pophisone social différe de la polygynie
facultative par le fait que les colonies sont mogmag obligatoires dans le premier cas alors
gue la monogynie peut mener a de la polygynie skaicadans le second cas. Chez certaines
especes, il semble exister une séparation fortegude par un flux de génes réduit, entre les
formes monogyne et polygyne (polymorphisme socigghoemaker & Ross 1996,
Goropashnaya et coll. 2001, Gyllenstrand et cd3 Schlick-Steiner et coll. 2007). A
l'inverse, on observe un flux de genes constanmkedas deux formes indiquant une flexibilité
dans l'organisation sociale a I'échelle populatelien chez d’autres espéces (polygynie
facultative) (Chapuisat et coll. 2004, DeHeer & lbtas 2004, Seppa et coll. 2004, Bargum et
coll. 2007, Purcell & Chapuisat 2011). Il est diiié d’établir une différence claire entre
polymorphisme social et polygynie facultative cartaines espéces semblent présenter les
caractéristiques des deux phénomenes comme laiféiammica selysi{Purcell & Chapuisat
2011). Il est possible que les espéces montraniplasticité dans leur organisation sociale
constituent une étape intermédiaire pouvant évolaes une différenciation génétique entre
formes sociales caractérisant un polymorphismetstfiux de genes réduit entre formes
sociales).O. hastatusreprésente un modele intéressant car on obserwestament du
polymorphisme social entre le Brésil et la Guyaragaise alors qu’au Brésil, la structure
sociale serait flexible et pourrait s’apparentdeda polygynie facultative.

[11.B. Polygynieversusmonogynie chezO. hastatus

Le type d'organisation sociale est généralementrétiora un ensemble de traits
caractéristiques regroupé sous le nom de syndrdenpdlygynie ou de monogynie).

Un trait caractéristique de la polygynie est l#idaieduite des reines associée a un poids plus
faible (moins de ressources lipidiques) en comparaide la taille et du poids importants

observés chez les reines monogynes (Heinze & Kab&0). La taille des reines semble
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attribuable a un effet de la mére ou a un caraggénétique cheEormicaselysi(Meunier &
Chapuisat 2009) tandis que le poids des reines Shienopsisnvicta dépend fortement de
I'environnement social (colonie dans laquelle iae@eeffectue son développement imaginale)
avec une faible interaction due au génotype (KelleRoss 1993). CheD. hastatus les
reines brésiliennes issues de colonies polygyne®migpas significativement plus petites que
des reines issues de colonies monogynes, la temdpre 'on observe allant bien dans ce
sens (voir Introduction partie 1ll.A). Cependanteunifférence de taille mesurée par
I'estimation de la taille de la téte n’est pas @nent représentative du poids des individus.
ChezS invicta, les reines issues des deux formes sociales feaiif pas dans leur taille
(estimée par la taille du thorax), cependant legereissues de colonies monogynes sont bien
plus lourdes et possedent plus de réserves limdiqquue les reines issues de colonies
polygynes (Keller & Ross 1993). Il sera donc néaeesde comparer les réserves lipidiques
des reines entre les deux formes sociales €hdmstatuspour déterminer si I'organisation
sociale influence ce trait. D’autre part, les rsime colonies polygynes sont souvent moins
fertiles et moins longévives que les reines de ek monogynes (Fletcher et coll. 1980;
Vander Meer et coll. 1992). Nous n'avons pas ceé@stie différence de fertilité entre les
reines breésiliennes ou guyanaises (observatioropeetie, non quantifiée et réalisée sur un
échantillon faible). Les colonies @’ hastatusétant délicate a maintenir en élevage et la
longévité des individus en laboratoire n’étant pgzrésentative de celle observable sur le
terrain, nous ne disposons pas de données suélasge de vie des reines.

Autre caractéristique des colonies polygynes : riises ont tendance a disperser plus
localement et a se reproduire dans leur colonigigifee (Rissing & Pollock 1988).
Néanmoins, une étude génétique chez la fourmitimement polygynd-ormicaselysia
montré que la polygynie ne semble pas affectectiérma de dispersion des reines chez cette
espéece (Chapuisat et coll. 2004). Les auteurs papg@omme explication que I'influence de
'organisation sociale sur la structuration génétiqde la population pourrait relativement
faible chez les espéces maintenant une plastioitéale au sein d’'une méme population
(comme les especes facultativement polygynes).etais donc intéressant d'étudier les
stratégies de dispersion des reines entre les ieslonrésiliennes et guyanaises pour
déterminer si la polygynie facultative au Brésil earactérisée par une proportion mixte de
reines dispersantes et non-dispersantes et la momogn Guyane par une dispersion
obligatoire (Figure 12). Cependant, le faible noendiindividus sexués produits dans les

colonies rend difficile le suivi de la dispersiahy(a une forte probabilité pour qu’il n’y ait
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pas d’essaimage massif ch@zhastatu3. D’autre part, pour caractériser la structureiaec

au Brésil, il est nécessaire de déterminer laioglatle parenté entre reines au sein des
colonies polygynes pour savoir si la polygynie déride I'adoption d’individus
majoritairement apparentés. La ré-adoption de seiiles par une colonie mature est un
phénomene courant dans le cadre de la polygynadace.

Dans un second temps, il est également importantéaleser des expériences d’introduction
de fondatrices au sein des colonies brésiliennesves de comparer la réponse
comportementale des ouvriéres a celles des ousrieeGuyane lors d’'une simulation de
polygynie secondaire. Il est possible de formuléfédentes prédictions. Si les colonies
brésiliennes monogynes et polygynes se comporiégtednment lors de I'introduction de
reines, alors on peut imaginer Qu’hastatusest une espéce socialement polymorphe au
Brésil. En revanche, si les colonies brésiliennesntnent une tolérance vis-a-vis de
lintroduction de jeunes reines fondatrices indé@nment de leur forme sociale, cela
suggererait fortement que cette espece est fawveltaént polygyne au Brésil.

En déterminant un ensemble de margqueurs micrasadefolymorphes che®. hastatus
nous pourrions estimer la relation de parenté eintlevidus. Ainsi, lors des expériences
d’introduction de jeunes reines au Brésil, nousiomgr la possibilité de déterminex
posteriorila relation de parenté entre les individus intréglet les individus appartenant aux
colonies résidentes. Cela nous permettrait aloméderminer comment la parenté génétique

influence le fait qu’une reine soit acceptée pardavrieres d’'une colonie mature.

[1I.C. Déterminants de la monogynie en Guyane francaise

Quelle que soit la structure sociale chl@zhastatus il semble nécessaire de comprendre
pourquoi les colonies guyanaises n’atteignent jaré@iat polygyne. Nous pouvons proposer
deux hypotheses, non mutuellement exclusives, xpliqeieraient la présence de polygynie
au Brésil et son absence en Guyane francaise.

Dans un premier scénario, I'organisation socialend’ population pourrait étre déterminée
par la stratégie de dispersion des fondatricesften, si en Guyane les fondatrices ne tentent
pas de s’introduire dans les nids matures tandésleur homologues brésiliennes utilisent
effectivement cette stratégie de fondation, celaurqait expliquer les différences
d’organisation sociale observées entre le BrésilaeGuyane. Nous avons effectué des
expériences préliminaires montrant que les reimesldtrices en Guyane ne semblent ni

attirees ni repoussées par un milieu marqué parcofeie résidente. Dans un second
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scénario, les reines pourraient posséder la mém@epsion a tenter d’entrer dans un nid
mature dans les deux populations mais leur capacstétablir effectivement au sein de ces
nids serait entierement déterminée par le compemnémt la tolérance vis-a-vis d’intrus des
ouvriéres résidentes de ces colonies. On pourlais aupposer qu'au Brésil, les reines
fondatrices soient tolérées par les ouvrieres e@sad (peut-étre différemment en fonction de
leur apparentement avec ces ouvrieres) mais quigrarie, les ouvrieres résidentes soient
totalement intolérantes a la présence d’'une rainddtrice, que celle-ci leur soit apparentée
ou non.

Ainsi, pour permettre de mieux comprendre les ddtants de I'organisation sociale chez
O. hastatus nous proposons d’effectuer des expériences cdementales d’introduction de
reines fondatrices, en contrdlant le facteur d'app@ment génétique entre individus
introduits et résidents, pour comparer la tolérate® ouvrieres résidentes de nids matures
entre le Brésil et la Guyane. De telles expériemaamettraient de tester I'hypothese que le
comportement des ouvrieres est effectivement reside du maintien de la monogynie en
Guyane frangaise. Durant ces expériences il separatif de contréler, dans la mesure du
possible, I'age des reines fondatrices ('age pusdmination). En effet, le développement de
la fertilité chez ces reines déclenche nécessairedes changements dans le profil en HCC.
Ainsi, deux reines fondatrices d’age difféerent paient donc posséder des profils en
hydrocarbures différents et de ce fait déclenchrer réaction comportementale différente
chez les ouvriéres.

Un dernier scénario qui pourrait également menge & polygynie au Brésil est celui de la
fondation pléométrotique qui aboutirait a de laypghie primaire. Ce scénario a été décrit
chez la Ponérindleoponera(anciennemenlPachycondylfinversaou deux a quatre reines
fondatrices peuvent s'associer (Trunzer et col8l9Ce scénario nous semble fortement
improbable du fait que la polygynie primaire estpenomene rare. Les fondations sont
délicates a localiser au Brésil, ainsi nous n’avoas d’observations concernant le nombre de
reines au sein des fondations brésiliennes. En i&ules fondations collectées (au total N =
68) étaient strictement haplométrotiques.

La Figure 12 reprend ces difféerents scénarios epgse une synthese expliquant les
mécanismes du maintien de I'organisation socialBrésil et en Guyane Francaise. D’aprés
nos diverses observations et expériences réalikgasaintien de la monogynie en Guyane

semble principalement dd a I'intolérance des ougsévis-a-vis de reines fondatrices et la
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polygynie au Brésil semble étre déterminée qudégmalement par la ré-adoption de jeunes
reines fondatrices par leurs colonies natales.

Cependant, si cette prédiction est vérifiée, ilageensuite nécessaire de comprendre les
facteurs sous-tendant une telle différence computgale entre ouvrieres du Brésil et de
Guyane. En effet, la différence de structure sediaplique nécessairement une modification
des processus de communication entre individus.sDas deux scénarios principaux
proposés ci-dessus (si on met de c6té la poséilukt polygynie primaire), la divergence
d’organisation sociale est due soit a une difféeedans la capacité des fondatrices a
percevoir les indices fournis par des congénéengte(@ent des colonies matures en Guyane
et pas au Brésil) soit a une modification de l&rahce des ouvriéres vis-a-vis des reines
fondatrices. Il est donc indispensable de compendmment s’opere cette modification des

processus de perception et d’intégration de I'imfation sociale.
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Figure 12 Différents scénarios proposés pour expliquer Baigation sociale che2dontomachus
hastatusen fonction de la population (Brésil/Guyane Fraseg Les deux encadrés en gris définissent
les deux scénarios principaux envisagés. Le presténario (en haut) est celui reposant sur la
décision des ouvrieres d’accepter ou non des rdovedatrices dispersantes en tant que nouveaux
individus reproducteurs, c’est I'hypothese formulées de la thése. L'évaluation de cette hypothése
nécessite de réaliser des expériences d’'adoptioriges au Brésil (suggéré par I'encadré en haut a
droite). L'encadré du dessous propose une hypotladteenative qui n’exclut pas le scénario
précédent : I'organisation sociale pourrait dépendes capacités/modes de dispersion des reines
fondatrices qui pourraient différer entre les pagiohs guyanaise et brésilienne. Enfin, I'encadré e
orange propose une derniére hypothése qui n'atgaestée che®. hastatusqui est la polygynie

primaire (voir le texte).

V. PROCESSUSDE COMMUNICATION

Les expériences de comportement que nous avonséesiche®D. hastatusindiquent que

les ouvrieres réagissent differemment vis-a-visudf@res provenant de colonies et de sites

différents (articles 1 et 2). De méme nous avonsitr@oqu’elles sont en mesure de

discriminer les individus appartenant a différertastes (article 2). Dans le chapitre 3, nous

avons démontré que la réaction comportementaleodeseres est principalement affectée
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par la chimie de lindividu introduit (Figure 2,tete 2). La chimie cuticulaire varie en
fonction des sites et des zones mais les plus gsawdriations du profil en hydrocarbures
sont celles qui différencient les castes et legdints états de fertilité (chapitre 2 et 3).
Cependant, I'organisation sociale ne semble pasreligr de différence dans la chimie
cuticulaire des colonies (chapitre 1). On obsenes dariations plus subtiles mais
significatives entre différentes colonies au sewndméme site (chapitre 2). De maniere
générale, nos données sur les profils en hydromeshauticulaires correspondent a ce qui est
décrit dans la littérature : les castes differerntteeelles par des différences quantitatives et
surtout qualitatives, le signal colonial est trestainement encodé par des différences
guantitatives et les individus fertiles (reines unas) sont caractérisés par la production de

nombreux hydrocarbures insaturés (doublement irsmtlans notre cas).

IV.A. Agressivité, fermeture coloniale et forme sociale

L’'agressivité entre colonies n’est pas trés éleskiez O. hastatusen comparaison d’autres
especes chez lesquelles des ouvriéres issues deiesoldifférentes s’engagent dans des
combats Iétaux (Dahbi et coll. 1996). Cependarsilnécessaire de discuter des différentes
méthodes utilisées dans les chapitres 1 et 3 pmdieé I'agressivité. En effet, dans le
premier chapitre, I'agressivité entre coloniestétasuréee lors de rencontres dyadiques entre
deux ouvrieres dans une boite de Pétri. Le miliededaction était donc un milieu neutre et

il N’y avait pas d’asymétrie entre les deux ouwsrc’est-a-dire que chacun des deux
individus se trouvait dans le méme contexte. Eamekie, dans le chapitre 3 seule la réponse
comportementale des ouvrieres résidentes étaitnaimseet ces derniéres rencontraient
l'individu introduit sur leur nid ou dans une botte Pétri dont le fond était recouvert d’'un
papier filtre imprégné de I'odeur de la colonieidégte. Dans ce cas, les ouvriéres résidentes
étaient placées dans un contexte de défense deitkiaice a une intrusion.

Le contexte des rencontres, social et/ou enviroeméah influence fortement I'issue des
interactions chez les fourmis (Buczkowski & Silvemm2005; Roulston et coll. 2003). Une
aréne vierge mime une rencontre en dehors du nidoatexte neutre, par exemple entre
deux fourrageuses. A I'opposé, l'introduction dumdividu sur un nid étranger ou dans une
boite contenant les indices chimiques corresponaamt nid étranger simule le contexte de
défense du nid chez les ouvriéres résidentes. Ds, plabsence d’agressivité lors des
rencontres en arene neutre n'implique pas une absda reconnaissance des individus

étrangers puisqu’on observe pour certains site$ @ CAN) une différence significative
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dans le type d’antennations effectuées par lesiénegr (lentes ou rapides) (voir chapitre 1,
Figure 3 et Tableau 1) (voir Bjorkman-Chiswell etl c2008).

Les ouvrieres @. hastatusfourragent individuellement dans un rayon de quelmeétres
autour de leur nid (Camargo & Oliveira 2012), ailes rencontres entre deux fourrageuses
doivent étre des évenements rares dans un enviramteaussi complexe que la forét
guyanaise. On peut donc faire I'hnypothese que Uesiéres se tolérent dans le cas ou elles se
croisent puisque la compétition devrait étre retatient faible entre les nids. Dans ce cadre,
'absence d’agression est bénéfique pour les dewiares sauf potentiellement si I'une

d’elles se trouve a proximité de son nid.

IV.B. Discrimination des castes et du statut de fertilité

Une question majeure est d'identifier les signatilisés par les ouvrieres pour identifier les
reines fondatrices. Les analyses chimiques montyelt ces reines n'ont pas un profil
intermédiaire entre les ouvrieres et les reinesureat Les alcadienes qui caractérisent le
profil cuticulaire des reines ne sont pas présém8me en quantité moindre) chez les
fondatrices. Cela peut indiquer qu’il y a une gewddférence de maturité reproductive entre
ces deux groupes. Une étude préliminaire du dépelmpnt ovarien chez ces reines a en
effet révélé d'importantes différences dans lddsitles ovaires entre les reines fondatrices et
les reines matures (Berthelot M2R 2013).

Une gquestion essentielle qui n'a pas encore é@detoent résolue dans le domaine des
signaux de fertilité chez les fourmis est de comgre comment les individus parviennent a
signaler a la fois une information coloniale, quipliquent une conservation du signal entre
membres de la colonie, et une information sur talité caractérisée par une différence forte
du signal entre membres de la méme colonie postddarétats de fertilité différents (Hefetz
2007; Le Conte & Hefetz 2008; Moore & Liebig 201Qne réponse a cette question est
partiellement apportée par Martin et coll. (2008) groposent que des informations de
nature différente (e.g. fertilité et appartenancdomiale) pourraient étre encodées par
différentes classes d’hydrocarbures. Les procedsusosynthese de composés appartenant a
des classes différentes étant relativement indegregadil n’y aurait ainsi pas d’interférence
dans la production de composés signalant difféseinfermations. Nos résultats des analyses
de la chimie cuticulaire che. hastatusmontrent que I'information concernant la maturité
reproductive (et donc le statut de reine fertil®umait étre encodée par la quantité

d’alcadienes qui représentent la classe majoritaireprofil en hydrocarbures des reines.
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Cependant, les ouvrieres présentent également ldeslieames sur leur cuticule et la
concentration relative de ces composés, comme defiealcanes linéaires, semble variable
entre les colonies (chapitre 2). Ainsi il est pblsique les alcadiénes soient également
impliqués dans la reconnaissance coloniale dBezastatus(méme si cela reste trés
hypothétique). Etant donné que les alcadiénes figogdar les reines sont spécifiques a ce
groupe d’individus, il est probable que le signalrdaturité reproductive soit encodé par des
variations qualitatives de ces composés entre ithasweproducteurs et non reproducteurs. A
l'inverse, les ouvrieres possedent les mémes hgdoaces entre les différentes colonies et
les variations dans les concentrations en alcagige I'on observe sont principalement
guantitatives. De ce fait, certains alcadienes nagemt servir dans le signalement de
'appartenance coloniale au travers de différertpeamtitatives entre les colonies tandis que
la production d'alcadienes spécifiques aux reinesliguerait I'état de maturation
reproductive. Le fait que les ouvrieres réagissentnaniéere similaire face a leur propre mere
ou a une reine mature étrangere tend a confirrhgpdthese que les alcadienes représentent
un signal de la maturité reproductrice indépendantrde I'appartenance coloniale ou de
I'appartenance a une population spécifique (cha@itr voir aussi Smith et coll. 2013).

IV.C. Interactions entre reines : retour vers de la monognie ?

L’'organisation sociale d’'une colonie dépend égalgndes interactions entre les reines. Nous
avons vu précédemment que cli@zhastatusdes reines matures interagissent avec d’autres
reines matures et établissent des relations derdmoeé mais n’interagissent pas avec des
reines peu fertiles (i.e. des fondatrices) (Beah®2R 2013).

Ce résultat nous amene a la question suivante memmndes reines issues d’une population
qui semble strictement monogyne et qui n'ont ceemient jamais interagi avec une autre
reine apres avoir été fécondées (pas de fondatibamgtrotique) sont-elles capables
d’exprimer des comportements de dominance propresanes de colonie polygynes ? Ici
nous ne pouvons que spéculer sur les causes d’'phéeomene. Tout d’abord, il est possible
gue la population guyanaise ne soit pas complétemenogyne obligatoire et qu'il y ait
encore de la plasticité dans I'organisation soaie colonies. Cette hypothése nous semble
relativement improbable car dans ce cas, nousraid@ au moins observer quelque cas de
polygynie en Guyane. Une seconde hypothese, ptussible, est que la polygynie au Brésil
dérive de comportements ancestraux de dominance emdividus reproducteurs. Ces

comportements seraient exprimés par I'ensembleimttigidus, indépendamment de leur
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organisation sociale et pourraient étre égalemegemts chez les ouvriéres. Notre modéle
d’étude appartient a la sous-famille des Ponéricersctérisée par des reines peu spécialisées
en comparaison des reines d’autres espéces etegsaouwlrieres qui ont généralement
conservé un fort potentiel de reproduction. Dansaetexte, il est courant d’observer des
conflits entre castes et au sein des castes. Aessinteractions de dominance entre reines
monogynes pourraient étre des comportements sggétinitialement impliqués dans la
résolution des conflits de reproduction entre reiaeouvriéres et qui auraient été cooptés
pour réguler la reproduction entre reines dansdésnies polygynes. Oliveira et coll. (2011)
ont observé des reines effectuer des comportendenttominance vis-a-vis d’ouvrieres au
sein d’'une colonie monogyne et de deux colonieggyoles au Brésil. Les auteurs décrivent
ces interactions comme similaires a celles obsergéte reines dans les colonies polygynes.
Ces observations, bien qu’anecdotiques, vont daseris de notre hypothése.

Enfin, une derniere hypothése serait que la polgyyuisse étre I'état ancestral ch@z
hastatuset que la monogynie soit un caractere deérivé. €gfdiquerait alors que les reines
au sein de colonies monogynes aient conservé kmpacité a exprimer des relations de
dominance lorsqu’elles sont confrontées a d’autegses. La réversion d’'un état polygyne
vers un état monogyne est considérée comme pelalgeolchez les fourmis du fait des
modifications associées a la polygynie chez leseeiPar exemple, I'impossibilité de fonder
une colonie de maniére solitaire ou la faible empés de vie des reines chez les especes
polygynes rendent difficile un retour vers la moymig qui est souvent associée a une
fondation indépendante et a un faible renouvelldrdes reines au sein des colonies (et donc
une espérance de vie importante de la reine). Ugquancas avéré de réversion vers de la
monogynie a été documenté, au sein du g€ardiocondyla(Schrempf & Heinze 2007). Ce
groupe comprend des espéces monogynes qui somtiappie maniére secondaire. Chez ces
especes, les reines ont conservé des caractéestapl reines d’especes polygynes comme
'accouplement au sein du nid natal, la fondation nlaustrale due a des réserves lipidiques
faibles et une espérance de vie relativement cqanteomparaison de reines monogynes du
genreTemnothoraxprésentant une taille équivalente et des colamieseffectifs similaires).
Les auteurs précisent que d'autres cas de révensgma de la monogynie ont tres
probablement eu lieu chez les Formicidés. En padiic ils mentionnent les fourmis
esclavagistes qui présentent de la monogynie a@jolslles sont issues de clades ou les
espéeces sont majoritairement polygynes. D’autrg pafa réversion vers la monogynie est

principalement empéchée par l'incapacité des repuggynes a ré-évoluer les caracteres
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associés a la monogynie (fondation indépendanteeedule vie €levée), les especes
socialement plastiques chez lesquelles les reiaderthe sociale alternatives ne présentent
pas de différences marquées pourraient plus faeiérmnasculer de la polygynie vers de la
monogynie. CheD. hastatus les différences morphologiques entre reines semlaller a

linverse du syndrome de polygynie : les reinesigssde colonies monogynes sont plus
petites que leur homologues polygynes. Ainsi, tlpEssible que les reines au Brésil aient la
capacité de fonder de maniere solitaire et qu'aliiésent alternativement cette stratégie
ainsi que celle consistant a se faire adopter ewtifin du contexte auquel elles sont

confrontées (capacité individuelle de la reine,ditons environnementales).

Une deuxieme gquestion que pose les résultats dmmFrs entre reines guyanaises est de
déterminer pourquoi les reines matures n’expringag de comportements de dominance
lorsqu’elles sont confrontées a des reines formkriSi les comportements de dominance
entre reines sont effectivement dérivés d’intecadistéréotypées qui permettent a la reine
d’asseoir son statut de reproductrice vis-a-vis alegiéres, alors on s’attend a ce que les
reines matures monogynes de Guyane exercent lenindoce sur les fondatrices qui sont en
plein développement de leur ovaires. Premiérembmst possible que nous n'ayons pas
observé assez de rencontres entre reines maturendatrices pour détecter un
comportement deolicing (i.e. un comportement agonistique ayant pour butégeimer la
reproduction chez un autre individu). Une alten@fplus intéressante serait que les reines
matures pourraient utiliser des interactions adgmpuies uniquement envers une compétitrice
menacante, c’est-a-dire possédant une fertilitévatgnte, alors qu’elles ne réagiraient pas
face a une compétitrice peu menacante car ayanfaille fertilité. Cette hypothese est en
accord avec nos résultats. Tout d’abord, une réentle étrangére est acceptée par des
ouvriéres et donc elle peut effectivement entrece@mpétition avec la reine résidente pour
obtenir des soins de la part des ouvriéres. D’'godire, a l'inverse, une reine fondatrice est
violemment attaquée par les ouvriéres, donc laergiature n'a pas « besoin » (ou plutdt n'a
pas l'occasion) de réguler la reproduction de cddtaiere (voir également Cuvillier-Hot et
coll. 2005). Enfin, une derniére possibilité sergite les reines fertiles produisent des
phéromones qui inhibent le développement ovarieguet cette action soit suffisante pour
contréler le comportement reproducteur d’'une foncktfaiblement fertile. Les reines
matures n’utiliseraient dans ce cas des relatiomsdominance qu'avec d’autres reines

matures pour éviter d’étre elles-mémes inhibéedgsaphéromones produites par ces autres
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reines. Lommelen et coll. (2010) montrent un phé&ensimilaire chezZGnamptogenys
striatula: les gamergateqouvrieres reproductrices) n'utilisent des intéiats agonistiques
que lorsqu’ils sont confrontés a un individu ddiliée équivalente et utilisent un signalement
chimique pour asseoir leur statut reproducteurawigs des individus moins fertiles ou

stériles.
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CONCLUSIONS

Ce travail de thése montre Qudontomachus$astatusprésente une structure sociale idéale
pour étudier les déterminants proximaux de la giéstsociale chez les fourmis. Un élément
important qui apportera de nombreuses réponsedanss des interrogations soulevées dans
cette discussion sera I'étude de la structure ggreetes colonies brésiliennes et guyanaises
d’O. hastatus Nous avons déja initié ces travaux grace a leixgion d’'une banque de
marqueurs microsatellites. L'étude de I'écologiardhue initi€ée durant cette thése ouvre des
pistes intéressantes dans I'étude du réle des bgrbares cuticulaires dans les processus de
communication notamment avec la découverte de ceéyprares (les méthylalcenes) dont le
réle biologique reste a déterminer.

En conclusion, ce travail exploratoire chez uneeespeu connue ouvre plusieurs pistes de
recherche intéressantes qui devraient significaterd accroitre notre compréhension des

processus régulant les transitions entre difféneivesaux d'organisation sociale.
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Abstract

In ants, the number of reproductive within the colony is a highly plastic trait between and
within species and even at the population level. The shift from one (monogyny) towards
severa! (polygyny) reproductive monopolising the réproductive function of the colony
represents a major transition in the evolution of sociality. The five chapters of the present
thesis are devoted to the study of the communication processes involved in the transition
between the two major social organisation systems (monogyny and polygyny) using as a
main model the ant Odontomachus hastatus. These works, which combine behavioural and
electrophysiological studies as weil as chemical analyses, suggest that communication

processes via chemical information strongly determine the social organisation of the colony.

Keywords: agonistic behaviours, cuticular hydrocarbons, perception, chemical eues, queens
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