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Résumé

Chez les fourmis, comme chez tous les insectes, la température affecte directement de nombreux traits a
toutes les étapes du développement, entrainant des conséquences importantes au niveau écologique. Faire
face a des températures extrémes est crucial pour ces organismes ce qui a conduit a la mise en place de
diverses adaptations comportementales, physiologiques et morphologiques. Les especes distribuées le long de
gradients environnementaux sont soumises a des pressions de sélection variables entre les populations. La
sélection naturelle peut ainsi favoriser de traits adaptatifs qui procurent un avantage localement. La plasticité
phénotypique constitue quant a elle, un mécanisme de réponse extrémement rapide permettant I'ajustement
des traits a des changements brusques de I'environnement. Contrairement a la sélection naturelle, cette
plasticité peut étre mise en place en une seule génération et peut ainsi s’avérer particulierement importante

dans un contexte de changement climatique.

Les principaux objectifs de cette these ont été, premierement, de déterminer I'impact du choix
méthodologique sur les tests de résistance a la température chez les fourmis. D’autre part, nous avons cherché
a déterminer chez la fourmi thermophile Aphaenogaster iberica des variations phénotypiques le long d’un
gradient altitudinal au Sud de I'Espagne allant de 100 a 2000 m. Pour cela, des analyses comportementales,
physiologiques, morphologiques et moléculaires ont été réalisées afin de déterminer des différences dans les
traits impliqués dans la résistance a la température. Finalement, nous avons cherché a déterminer le degré de
plasticité des caractéres physiologiques et morphologiques face a une augmentation des températures chez

Aphaenogaster senilis.

Notre étude a mis en évidence une grande diversité méthodologique employée dans les tests de
résistance a la température chez les fourmis. Ces diverses méthodes n’étant pas équivalentes, il n’est pas
possible de fixer un seul et unique protocole mais celui-ci va dépendre de 'espéce étudiée et de la question
posée. L’étude de la variabilité phénotypique le long d’un gradient altitudinal a mis en évidence une plasticité
comportementale importante: les ouvrieres situées a moyenne altitude, la ou la température du sol peut
atteindre les 70°C, sont actives a des températures plus élevées que celles de basse et haute altitude. En
conditions de laboratoire, les ouvrieres de moyenne altitude survivent plus longtemps a la chaleur que celles
de basse et haute altitude mais il ne semble pas y avoir d’adéquation entre les conditions environnementales
et les données morphologiques. Le métabolisme est plus élevé chez les fourmis de moyenne et haute altitude.
En revanche, ce sont les fourmis de basse altitude les plus sensibles a une augmentation des températures. La
structuration génétique des populations a été analysée a I'aide de 8 microsatellites polymorphiques et d’un
marqueur mitochondrial. Les résultats montrent une structuration qui peut contribuer a expliquer les
différences phénotypiques signalées précédemment. D’autre part, nous avons mis en avant la capacité de
réponse par plasticité phénotypique d’une fourmi thermophile face a une variation de la température durant le
développement. Nos résultats montrent que par ce mécanisme de plasticité développementale, la résistance a
la température chez les adultes peut étre ajustée rapidement en fonction des conditions locales et cela

indépendamment des adaptations morphologiques.



Abstract

In ants, as in all insects, temperature directly affects many traits at all stages of development, with significant
ecological consequences. Dealing with extreme temperatures is crucial for these organisms, which has led to
the establishment of behavioural, physiological and morphological adaptations. Species distributed along
environmental gradients are subject to different selection pressures across populations. Thus natural selection
can promote adaptive traits that provide a local advantage. Phenotypic plasticity, on the other hand, is an
extremely rapid response mechanism allowing the adjustment of traits to abrupt changes in the environment.
Unlike natural selection, this plasticity can be implemented in a single generation and can therefore be

particularly important in a context of climate change.

The main objectives of this thesis were threefold: first, to determine the impact of the methodological
choice on temperature resistance tests in ants. Secondly, we sought to determine phenotypic variations in the
thermophilic ant Aphaenogaster iberica along an altitudinal gradient, from 100 to 2000 meters, in Sierra
Nevada (Southern Spain). We combined behavioural, morphological, physiological and molecular analyses to
determine between-populations differences in traits involved in temperature and dryness resistance. Finally,
we evaluated the degree of plasticity of physiological and morphological features in response to increasing

temperatures in Aphaenogaster senilis.

Our study highlighted a great diversity of methodology used in temperature resistance tests in ants.
Since these different methods are not equivalent, it is not possible to set a single protocol, but this one will
depend on the species studied and the question addressed. The study of the phenotypic variability along an
altitudinal gradient revealed an important behavioural plasticity: the workers located at mid-elevation, where
ground surface temperature can rise up to 702C, have their higher daily activity at a warmer temperature than
workers of low- and high-elevations (and cooler temperatures). In laboratory conditions, workers of mid-
elevation populations survive longer when they are exposed to heat but there appears to be no match between
environmental conditions and morphological data. Metabolism is higher in mid- and high-elevation ants.
However, low-elevation ants are the most sensitive to increasing temperatures. Measures of gene flow
between populations are also conducted using 8 polymorphic microsatellite markers and a mitochondrial one.
Results suggest limited gene flow between populations may contribute to the above-mentioned phenotypic
differences. Finally, we have pointed out that variation in temperature experienced by a thermophilic ant
during development and the early adult life can result in significant plasticity in ant development and thermal
resistance. By this mechanism of phenotypic plasticity this species has a tremendous capacity to adjust its

thermal resistance based on local conditions.
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Resumen

En las hormigas, como en todos los insectos, la temperatura afecta directamente muchos rasgos durante todas
las etapas del desarrollo, lo cual conlleva importantes consecuencias ecoldgicas. Poder afrontar temperaturas
extremas es crucial para estos organismos, lo que ha llevado a la implementacion de diversas adaptaciones
comportamentales, fisiolégicas y morfoldgicas. Las especies distribuidas a lo largo de gradientes
medioambientales estdn sujetas a diferentes presiones de seleccion sobre las poblaciones. La seleccion natural
puede asi favorecer rasgos adaptativos que proporcionan ventajas localmente. La plasticidad fenotipica, por su
parte, es un mecanismo de respuesta extremadamente rapido que permite el ajuste de diferentes rasgos
fenotipicos frente a cambios medioambientales repentinos. A diferencia de la seleccion natural, la plasticidad
puede ejecutarse en tan solo una generacion y puede resultar particularmente importante en un contexto de

cambio climatico.

Los objetivos principales de esta tesis han sido, en primer lugar, determinar el impacto de la eleccién
metodoldgica en los tests de resistencia a la temperatura en hormigas. En segundo lugar, determinar las
variaciones fenotipicas en la hormiga termaéfila Aphaenogaster iberica a lo largo de un gradiente altitudinal en
el Sur de Espafia que abarca de 100 a 2000 m de altitud. Para ello se han realizado analisis comportamentales,
fisiolégicos, morfolégicos y moleculares con el fin de determinar diferencias en los rasgos implicados en la
resistencia a la temperatura. Finalmente, nos hemos interesado por el grado de plasticidad en rasgos

fisiologicos y morfoldgicos frente a un aumento de la temperatura en Aphaenogaster senilis.

Nuestro estudio ha puesto en manifiesto una gran diversidad metodoldgica en los tests de resistencia
a la temperatura en hormigas. Dado que estos métodos no son equivalentes, no es posible fijar un Unico
protocolo, éste dependera de la especie estudiada y de la pregunta cientifica. El estudio de la variabilidad
fenotipica a lo largo de un gradiente altitudinal ha revelado una importante plasticidad comportamental: las
obreras situadas a media altitud, ahi donde la temperatura del suelo puede alcanzar los 70 ° C, estan activas a
temperaturas mas altas que las de baja y alta altitud. Ademas, en condiciones de laboratorio, las obreras de
media altitud sobreviven mds tiempo al calor que las obreras de baja y alta altitud. Sin embargo no parece
haber adecuacién entre las condiciones medioambientales y los datos morfoldgicos. En cuanto al metabolismo
se refiere, es mayor en las hormigas de media y alta altitud. En cambio, son las hormigas de baja altitud las mas
sensibles a un aumento de las temperaturas. Se ha analizado la estructura genética de las poblaciones
utilizando 8 microsatélites polimérficos y un marcador mitocondrial. Los resultados muestran una
estructuracion genética que puede contribuir a explicar las diferencias fenotipicas reportadas anteriormente.
Finalmente hemos puesto de manifiesto la capacidad de respuesta de una hormiga terméfila por plasticidad
fenotipica frente a una variacién de la temperatura durante el desarrollo. Nuestros resultados muestran que
mediante este mecanismo de plasticidad, la resistencia a la temperatura de los adultos puede ajustarse

rapidamente a las condiciones locales y esto independientemente de las adaptaciones morfoldgicas.
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Introduction

l. Prélude

Les conditions environnementales déterminent I’enveloppe environnementale des animaux.
Cette enveloppe environnementale représente I'ensemble des conditions dans lesquelles
une espece peut vivre (Walker & Cocks, 1991). Parmi les divers facteurs qui constituent cette
enveloppe, la température ambiante joue un réle particulierement important sur I’ensemble
du monde vivant puisqu’elle affecte des fonctions importantes comme la reproduction, le
métabolisme, le développement ou la croissance (voir par exemple Davidson, 1944; Geiser,
1988; Sparks, 1999; Reich & Oleksyn, 2004; Lamont & Fujisaki, 2014). Lorsque les
températures changent, les organismes (aussi bien végétaux qu’animaux) vont, soit ajuster
leur comportement et/ou leur physiologie, soit migrer vers des zones plus favorables afin de
ne pas périr. Les animaux, en raison de leur grande mobilité, vont pouvoir chercher un
refuge contre la chaleur, dans leurs terriers par exemple. De méme, certains poissons se
livrent a une migration verticale vers des profondeurs plus importantes afin d’éviter les
températures plus chaudes de la surface. lls vont alors entrer dans un état d’estivation lors
duquel leur taux métabolique est réduit au minimum. Lorsque les températures sont
extrémement froides pendant I'hiver, les organismes ont également développé une série de
mécanismes afin d’assurer leur survie. Ainsi, par exemple, tandis que certains animaux
réduisent leur dépense énergétique par un abaissement controlé et réversible de la
température corporelle et du métabolisme, d’autres développent une couche de poils plus

dense ou une couche isolante de graisse sur leur corps.

Parmi les organismes les plus sensibles a la température ambiante se trouvent les
ectothermes. En effet, les performances physiologiques de ces espéces vont directement
dépendre de la température ambiante. Nous allons a présent développer la physiologie

thermique de ces organismes.
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ll. Physiologie thermique des ectothermes

II. 1. Généralités

La température corporelle affecte profondément I'écologie des ectothermes en influengant
aussi bien leur physiologie que leur comportement (Huey & Stevenson, 1979; Huey &
Kingsolver, 1989). De ce fait, la température ambiante va agir sur la locomotion (Huey &
Bennett, 1990; Weinstein, 1998; Ojanguren & Branta, 2000; Hurlbert et al.,, 2008),
I'immunité (Mondal & Rai, 2001), la perception sensorielle (Werner, 1976), le fourragement
(Ayers & Shine, 1997; Cerda et al., 1998), I'accouplement (Navas & Bevier, 2001) ainsi que le
taux de croissance (Dutton et al., 1975; Kingsolver & Woods, 1997) de ces organismes. Huey
& Stevenson (1979) ont décrit une courbe de performance thermique (Fig. 1) selon laquelle
la performance physiologique des ectothermes pour un trait donné est bornée par une
température critique minimale et une température critique maximale. Ces deux
températures délimitent une zone de tolérance thermique. Ainsi, la performance augmente
avec la température corporelle jusqu’a une valeur maximale appelée « température
corporelle optimale ». Elle décroit ensuite rapidement lorsque |'organisme approche la

température maximale que l'individu peut supporter (température critique maximale).

Les courbes de performance thermique et leurs variations temporelles et spatiales
constituent un puissant outil permettant de comprendre comment les variations
physiologiques des organismes peuvent affecter la distribution des espéces face au
changement climatique par exemple (Crozier & Dwyer, 2006; Austin, 2007; Buckley, 2008;
Kearney & Porter, 2009). Ces variations, mises en place afin d’assurer la survie et la
reproduction, sont au coeur de la physiologie évolutive (Mangum & Hochachka, 1998; Feder
et al., 2000; Sgrensen et al., 2003; Chown et al., 2004). Désormais, une attention renouvelée
a été accordée aux études portant sur les limites thermiques des espéces, ainsi qu'a
I'application de ces mesures physiologiques a des problémes écologiques (Heinrich, 1996;
Angilletta et al., 2002, 2006; Chown & Nicolson, 2004; Loeschcke & Hoffmann, 2007; Chown
et al., 2009; Kellermann et al., 2009).
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Figure 1. Courbe hypothétique de performance en fonction de la température corporelle pour un organisme
ectotherme. La performance est bornée par la température critique minimale (lower critical temperature) et
par la température critique maximale (upper critical temperature). Ces deux extrémes délimitent une zone de
tolérance thermique (tolerance range) a l'intérieur de laquelle se trouve la température optimale recherchée
par I'animal (optimal temperature) et a laquelle ses performances sont maximales. Figure de Huey &
Stevenson, (1979).

Curva hipotética de rendimiento en funcién de la temperatura corporal de un organismo ectotermo. El
rendimiento esta limitado por la temperatura critica minima (lower critical temperature) y la temperatura
critica maxima (upper critical temperature). Estos dos extremos delimitan una zona de tolerancia térmica
(tolerance range) dentro de la cual la se encuentra la temperatura dptima (optimal temperature) buscada por
el animal y a la cual su rendimiento es maximo. Figura de Huey & Stevenson, (1979).

Etant donné lI'extréme importance de la température sur les performances des
ectothermes, il n’est pas surprenant que ces organismes cherchent a faire face a
I’'hétérogénéité thermique environnementale par divers moyens. Ils possédent ainsi un large
éventail de mécanismes leur permettant, dans des conditions de température extréme, de
maintenir une activité (par exemple, en régulant la production de protéines de choc
thermique ou « Heat shock proteins » (Feder & Hofmann, 1999; Sgrensen et al., 2003)). En
effet, méme des petites variations de température d’'un degré peuvent conduire a des
changements de prés de 10% de certaines fonctions biologiques (Cossins & Bowler, 1987).
Ainsi, un grand changement de température peut conduire a un disfonctionnement

métabolique et par conséquent a la mort.
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Parmi les organismes ectothermes, les insectes constituent |'un des groupes
d’animaux les plus diversifiés et les plus importants (Wilson, 1987). lls ont été qualifiés de
«guerriers thermiques» étant donné que leur mode de vie et leur fitness va directement
dépendre de leurs capacités a maintenir une température optimale (Heinrich, 1996). En
outre, de par leur importance écologique, cette capacité a répondre aux variations de
température aura a son tour des conséquences sur I'ensemble de I'écosystéeme (Springett,
1978; Andresen, 2002; Weisser & Siemann, 2008). Les fourmis constituent un excellent
modele dans I'étude de la physiologie thermique car il existe toute une variété de
mécanismes thermorégulateurs aussi bien au niveau individuel (Cerdd & Retana, 2000;
Hurlbert et al., 2008; Clémencet et al., 2010; Shi et al., 2015) que colonial (Kadochova et al.,
2014) et qu’elles utilisent afin de maintenir des températures optimales dans des conditions

trop chaudes ou trop froides.

Il. 2. Le r6le de la température chez les fourmis

Les fourmis sont abondantes et omniprésentes sur presque tous les continents (Holldobler &
Wilson, 1990). De par leur dépendance aux conditions de température il n'est pas
surprenant qu'il existe, au niveau macroécologique, une corrélation entre les tolérances
thermiques et I’'habitat occupé par les espéces. Ainsi, ce sont les especes des déserts qui
présentent les tolérances thermiques supérieures les plus importantes tandis que ce sont les
espéces des foréts tempérées (mais pas toutes) qui ont la tolérance thermique inférieure la
plus basse (Curtis, 1985; Holldobler & Wilson, 1990; Christian & Morton, 1992; Maysov &
Kipyatkov, 2009).

La température affecte fortement de nombreux traits chez les fourmis aussi bien au
niveau du comportement que de l'ontogenése et de I'écologie. Au niveau comportemental,
par exemple, la température va jouer un rble important au niveau du fourragement
déterminant les saisons et les heures d’activité (Vogt et al., 2003; Drees et al., 2007; Amor et
al., 2011; Jayatilaka et al., 2011; Bernstein, 1979). Elle va aussi influencer le choix des proies
(Traniello et al., 1984; Tizén et al., 2014) ainsi que la stratégie de fourragement. En effet,
dans les habitats chauds, le fourragement solitaire va étre privilégié étant donné que les
températures élevées limitent I'efficacité des phéromones de piste (Ruano et al., 2000; van

Oudenhove et al., 2011, 2012). La température a également un effet direct sur la vitesse de
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développement, sur la survie et sur la détermination des castes (Brian, 1973; Abril et al.,
2010; Sanchez Oms et al., 2017). En outre, la tolérance thermique des espéces peut avoir
des conséquences majeures sur la structure des communautés (Andersen, 1995;
Bestelmeyer, 2000; Retana & Cerda, 2000; Wittman et al., 2010). Par exemple, dans les
régions méditerranéennes, les espéces dominantes sont souvent moins tolérantes a la
chaleur que les espéces subordonnées (Cerda et al., 1998). Ceci suggere |'existence d'un
compromis ou trade-off entre dominance et tolérance thermique (Fellers, 1989; Cerda &
Retana, 1998). Ces différences de thermotolérance vont permettre la coexistence locale via
partitionnement temporel de la niche écologique : les espéces dominantes sont actives a
I'aube et au crépuscule lorsque les températures sont les plus fraiches, alors que les espéeces
subordonnées sont actives vers midi. D’autre part, I'effet de la température sur ces traits
aura a son tour un impact indirect sur 'ensemble de I'écosysteme. En effet, les nombreux
processus écologiques dans lesquels les fourmis interviennent tels que la prédation, la
dispersion de graines, la pollinisation, le recyclage des nutriments ou encore en tant que
source de nourriture pour d’autres vertébrés et invertébrés (Holldobler & Wilson, 1990;

Bestelmeyer & Wiens, 2003) pourront également étre affectés.

La tolérance thermique d’une ouvriére isolée est tres différente de celle d'une
colonie entiére. Les fourrageuses vont étre plus affectées par la température ambiante alors
gue la colonie peut contrdler le microenvironnement en se déplacant dans des zones plus
profondes du nid (Kadochova et al., 2014) ou par rétention de la chaleur métabolique
(Kneitz, 1964). Par conséquent, chez les especes de fourmis habitant des milieux extrémes
comme les régions arides ou désertiques, les fourrageuses, afin de faire face a des
températures trés élevés, vont présenter une série d’adaptations aussi bien
comportementales que physiologiques et morphologiques. Ces adaptations sont d’autant
plus importantes que les performances individuelles auront des conséquences sur la

performance coloniale.
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Il. 3. Fourmis thermophiles

Les especes de fourmis thermophiles vont avoir une température optimale tres élevée et
vont étre souvent exposées a des températures proches de leur température critique
maximale (Fig. 2) (Cerda et al., 1998). Dans ces conditions, le fourragement repose sur une
série d’adaptations comportementales, physiologiques et morphologiques qui vont étre
exprimées aussi bien au niveau individuel que colonial (Boulay et al., 2017). L'ensemble de

ces caractéristiques forment ce qui a été nommé comme le «syndrome thermophile»

(Wehner & Wehner, 2011).
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Figure 2. Représentation schématique de trois courbes de performance en fonction de la température. La
courbe en noir correspond a celle d’'une espéce généraliste thermiquement. La température critique minimale
(CTmin), la température optimale (T,,), la température critique maximale (CT,,) ainsi que la zone de tolérance
thermique (Performance breadth) apparaissent indiquées. Les courbes en gris représentent les courbes de
performance pour des espéces spécialistes a basse température (Low-temperature specialist) et haute
température (High-temperature specialist). Figure de Tattersall et al., (2012).

Representacion esquematica de tres curvas de rendimiento en funcidn de la temperatura. La curva en negro
corresponde a la curva de una especie térmicamente generalista. Aparece indicada la temperatura critica
minima (CTn,), la temperatura éptima (T,u), la temperatura critica maxima (CTy,) asi como la zona de
tolerancia térmica (Performance breadth). Las curvas en gris representan las curvas de rendimiento para

especies especialistas de bajas temperaturas y especies especialistas de altas temperaturas. Figura de Tattersall
etal., (2012).
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Les traits comportementaux sont probablement les plus facilement inductibles et les
plus plastiques. Dans les régions chaudes d'Espagne et d'Afrique du Nord, les colonies de
Cataglyphis modulent leur activité de fourragement en fonction des oscillations de
température. Ainsi, elles passent d’un rythme d'activité unimodal pendant le printemps
lorsque les températures sont moins chaudes (Fig. 3a) a un rythme bimodal, I'été, lorsque
les températures deviennent extrémes (Fig.3b) (Greenaway, 1981; Crist & MacMahon, 1991;
Pol & de Casenave, 2004; Amor et al., 2011; Caut et al., 2013). D’autres especes, telle que
Pogonomyrmex rugosus, vont éviter les fortes températures de la journée en passant d’'une
activité diurne a une activité nocturne (Brown et al., 1979; Mehlhop & Scott, 1983). Une
autre stratégie adoptée par les fourrageuses est I'utilisation de refuges thermiques.
Certaines espéces vont, par exemple, grimper sur des brindilles afin d’atténuer le stress

thermique causé par les températures élevées du sol (Fig. 4d).
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Figure 3. Deux exemples de variation journaliére dans I'activité de la fourmi Cataglyphis floricola (lignes noires)
mesurées a I'entrée du nid au mois de Mai (a) et au mois de Juillet (b). Les carrées rouges et les cercles jaunes
indiquent la température moyenne du sol et I’angle d’élévation solaire respectivement. Figure de Amor et al.,
(2011).

Dos ejemplos de variacion diaria en la actividad de la hormiga Cataglyphis floricola (lineas negras) medidas a la
entrada del nido durante el mes de Mayo (a) y el mes de Julio (b). Los cuadrados rojos y los circulos amarillos
indican la temperatura media del suelo y el angulo de elevacidn solar respectivamente. Figura de Amor et al,,
(2011).
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La morphologie des individus est un autre type d’adaptation importante a la chaleur.
Plus les individus sont grands, plus le ratio surface-volume diminue ce qui réduit la
dessiccation (Lighton & Feener, 1989; Hood & Tschinkel, 1990; Kaspari, 1993) et augmente
I'inertie thermique (Kaspari et al., 2015). De plus, de longues pattes vont permettre de
placer le corps dans les couches thermiques supérieures tenant ainsi les organes vitaux loin
de la surface chaude du sol (Cerdd & Retana, 1997a). Ainsi, chez Cataglyphis velox les plus
longues pattes des grandes ouvriéres vont maintenir leur corps a une hauteur de 1,6 a 2,0
mm au-dessus du sol, ou les températures sont en moyenne 14 °C plus basses qu’au niveau
de la surface du sol (50 °C au niveau du sol) (Cerda & Retana, 2000). Les longues pattes vont
également avantager les fourrageuses en leur permettant une plus grande vitesse de
déplacement ce qui va en plus augmenter le refroidissent par convection (Hurlbert et al.,
2008; Sommer & Wehner, 2012; Boulay et al., 2017). D’autres especes, comme Cataglyphis
fortis, vont présenter un pétiole modifié qui leur permet de surélever leur gastre au-dessus
du thorax (Fig. 4b) Cette position adoptée lorsqu’elles se déplacent permet non seulement
de protéger les organes des températures élevées du sol (Cerda, 2001), mais aussi de réduire
le moment d'inertie et d’augmenter la maniabilité (Wehner, 1983; McMeeking et al., 2012).
Ces caractéristiques vont ainsi leur permettre d’avoir une meilleure efficacité de
fourragement (Anderson & McShea, 2001). De ce fait, les colonies peuvent répondre aux
températures extrémes en produisant un polymorphisme important entre individus. En
effet, bien qu’elles soient plus couteuses a produire, le fait que les ouvriéres de grande taille
soient plus résistantes a la température que les petites ouvriéres, va leur permettre de
prolonger l'activité de fourragement aux heures les plus chaudes et effectuer des voyages
plus longs (Cerdd & Retana, 2000; Clémencet et al., 2010) augmentant ainsi les
performances coloniales. (Fig. 4c). Un autre type d’adaptation morphologique est la
présence de poils triangulaires recouvrant les cotés dorsaux et latéraux du corps et qui
donnent I'apparence argentée distinctive de C. bombycina (Fig. 4a). Ces poils contribuent a la
thermorégulation en reflétant le rayonnement solaire et en augmentant |'émissivité et

I’évacuation de la chaleur (Shi et al., 2015; Willot et al., 2016).

La thermorégulation morphologique est complétée par des processus cellulaires tels
gue la synthése de « Heat shock proteins » qui empéchent la dénaturation des protéines et

maintiennent |'activité enzymatique méme a des températures tres élevées. Chez C. bicolor
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et C. bombycina, les Heat shock proteins sont synthétisées a des températures comprises
entre 25°C et 45°C. Cette production de base a des températures qui ne sont pas toujours
particulierement élevées peut constituer une préadaptation contre un choc thermique
soudain, par exemple, lorsque les ouvrieres en sortant fourrager passent d’un
environnement relativement frais (I'intérieur du nid) a un environnement extérieur pouvant

dépasser les 55°C (Gehring & Wehner, 1995).

Figure 4. Les fourmis thermophiles montrent plusieurs adaptations aux températures extrémes. (a)
L’apparence argentée de C. bombycina résulte de la présence de poils triangulaires sur leur corps qui vont
refléter la chaleur. (b) L’espéce C. fortis présente un pétiole modifié qui va lui permettre de soulever le gastre,
ce qui augmente la maniabilité et la vitesse de déplacement. (c) Chez C. velox les plus longues pattes des
majeurs vont leur permettre d’isoler le corps de la surface chaude du sol. (d) Chez certaines espeéces, ici C.
bombycina, les fourrageuses grimpent sur des brindilles afin d’atténuer le stress thermique causé par les
températures élevées du sol. Crédits photos : (a) BBC, (b) Jiri Bohdal, (c) Myrmecofourmis.com, (d) Shi & Yu,
Columbia Engineering.

Las hormigas termofilas muestran varias adaptaciones a las temperaturas extremas. (a) La apariencia plateada
de C. bombycina se debe a la presencia de pelos de seccion triangular sobre el cuerpo que permiten reflejar el
calor. (b) La especie C. fortis presenta un peciolo modificado que le permite levantar el gaster, lo cual aumenta
la maniobrabilidad y la velocidad de movimiento. (c) En C. velox las patas mas largas de las obreras major les
permiten aislar el cuerpo de la superficie caliente del suelo. (d) En algunas especies, aqui C. bombycina, las
forrajeras se suben a las ramas para aliviar el estrés térmico causado por las altas temperaturas del suelo.
Créditos fotograficos: (a) BBC, (b) Jiri Bohdal, (c) Myrmecofourmis.com, (d) Shi & Yu, Columbia Engineering.
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Les hydrocarbures cuticulaires vont jouer une double fonction chez les fourmis. En
plus d’avoir un réle dans la communication au niveau de la reconnaissance coloniale
(Bonavita-Cougourdan et al., 1987; Lahav et al., 1999; Wagner et al., 2000; Akino et al.,
2004) ou en tant que signaux de fertilité (Liebig et al., 2000; De Biseau et al., 2004;
Lommelen et al., 2006), ils vont aussi avoir un réle dans la résistance a la dessiccation (Gibbs
& Pomonis, 1995). La composition des hydrocarbures cuticulaires est un mélange d'alcanes a
chaine linéaire et de groupes ramifiés, généralement monométhyliques et diméthyl-alcanes.
Par rapport aux alcanes ramifiés, les alcanes linéaires fournissent une imperméabilité
beaucoup plus efficace a I'eau (Gibbs, 1995). En revanche, les ramifications offrent une plus
grande diversité moléculaire ce qui facilite leur utilisation dans la communication (Akino et
al., 2004; Greene & Gordon, 2007). Ainsi, chez la fourmi désertique Pogonomyrmex barbatus
les fourrageuses possédent plus d'alcanes linéaires que les nourrices qui elles, sont exposées

a des températures moins élevées (Wagner et al., 2001).

Les habitats arides et désertiques offrent une gamme de conditions thermiques qui
peuvent étre utilisées successivement par différentes especes de fourmis afin de réduire leur
concurrence. Comme nous |'avons dit précédemment, la fagon dont les niches thermiques
sont réparties dépend de la dominance des especes (Cerdd et al., 2013). Dans les
écosystemes meéditerranéens, arides et semi-arides, lorsqu’il y a une grande richesse
spécifique, les especes du genre Cataglyphis auront une concurrence réduite grace a leur
capacité a fourrager a des températures élevées (Cerda & Retana, 1997b; Cerdd et al., 1998).
En outre, la tolérance thermique élevée de ces espéces leur permet d’éviter les prédateurs

moins thermotolérants (Wehner et al., 1992).
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lll. Gradients altitudinaux

Certaines espéces d'insectes sont réparties le long de gradients latitudinaux ou altitudinaux.
Dans ce cas, les populations se trouvant aux extrémes (basse et haute altitude ou latitudes)
sont exposées a des conditions environnementales trés différentes. Des études
comparatives sur |'écologie de ces espéces peuvent fournir des indices intéressants sur leur
réponse face au changement climatique. Pickett (1989) s’est référé a cette approche par
analogie comme « I'espace qui substitue le temps ». Il existe toutefois des différences
notables entre les gradients altitudinaux et latitudinaux. Les premiers se caractérisent
généralement par des changements environnementaux rapides par rapport a des distances
horizontales courtes (en Km), alors que les gradients latitudinaux représentent un
changement relativement progressif sur des distances horizontales beaucoup plus longues
(sur 100 km). Cela aura des conséquences par rapport a d’autres parameétres dépendants de
la latitude comme la longueur du jour dont la variabilité va étre minimale le long des
gradients altitudinaux (Hodkinson, 2005). Ceci aura a son tour des conséquences comme par
exemple sur la phénologie des espéces. Les principaux changements observés le long des
gradients altitudinaux impliquent potentiellement des variations de température, de
précipitations, de pression partielle des gaz atmosphériques, de turbulences
atmosphériques, de vitesse du vent et de rayonnement (Barry, 1992). Ces parametres sont
souvent fortement interactifs et, ensemble, ils créent I'enveloppe environnementale dans
laquelle vivent les espéces. De ce fait, I'altitude va avoir des effets directs sur de nombreux
traits morphologiques comme la taille des ailes (Honek, 1981; Oswald, 1996; Strathdee &
Bale, 1998), la taille des individus (Hawkins & DeVries, 1996; Hill et al., 1998; De-los-Santos
et al., 2000; Chown & Klok, 2003; Purcell et al., 2016) ou encore la couleur (Halkka et al.,
1980; Berry & Willmer, 1986; Stewart, 1986; Mikhailov, 2001). Des effets sur la tolérance
thermique (Buse et al., 2001; Warren et al., 2016; Bishop et al., 2017), la réponse a la
diminution de I'oxygéne (Massion, 1983; Rourke, 2000), le métabolisme (Nielsen et al., 1999)
et la fécondité (Dearn, 1977; Kingsolver, 1983; Devaux et al., 1987) ont aussi été mis en

évidence.

Les conditions environnementales difficiles et la nature isolée et fragmentée des

habitats de montagne, font de ces zones des foyers de micro-évolution et d'adaptation
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(Haslett & Salzburg, 1997). En effet, les chaines de montagnes sont des barrieres majeures
au flux géniques entre les populations d’une méme espece (Baker & Williams, 1988). Les
différences génétiques vont ainsi résulter d'un flux de génes limité et de pressions de
sélection agissant localement sur des traits comme ceux mentionnés précédemment. Une
telle différenciation peut également se produire sous des gradients altitudinaux abrupts et
est généralement liée aux capacités de dispersion de l'espece (Burla et al., 1986; Rank,
1992). De méme, le long de ces gradients, les conditions locales sont souvent trés
spécifiques et conduisent a un fort gradient de sélection entre les populations. Ceci peut
limiter le succes d’éventuels immigrants s'ils sont moins adaptés a ces conditions que les

locaux (Rasanen & Hendry, 2008).

Pour résumer, les gradients altitudinaux offrent une opportunité idéale pour étudier
les causes de variation des traits (Patridge & Coyne, 1997) car de nombreux facteurs
environnementaux varient de facon importante sur une courte distance géographique. Bien
qgue la plupart des études chez les animaux se sont concentrées sur les vertébrés (voir par
exemple Blackburn et al., 1999; Morrison & Hero, 2003; Storz et al., 2010), les insectes
présentent eux aussi une forte variation de traits morphologiques, comportementaux,
métaboliques et physiologiques entre les populations vivant a basse ou haute altitude (Block

et al., 1990; Hodkinson, 2005; Danks, 2006).

IV. Adaptation locale

V. 1. Concepts

Une méta-population est un ensemble de populations en contact a travers des flux de genes.
Ces flux de genes peuvent étre dus a la dispersion d’individus ou de gamétes (pollen, entre
autres) entre populations. Au sein de tels systemes, |’évolution des fréquences alléliques est
guidée par quatre forces majeures : la mutation qui permet I'apparition de nouveaux alléles;
la dérive génétique qui fait évoluer les fréquences alléliques au hasard, plus particulierement
dans les populations de petite taille; la dispersion qui crée du flux de génes entre
populations; la sélection naturelle qui guide I'évolution de certains alleles bénéfiques ou

déléteres.
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Lorsqu’il n'y a pas de sélection (on parle alors de neutralité), seules les trois
premieres forces agissent sur I’évolution des fréquences alléliques. Le phénomeéne de dérive
crée une différentiation aléatoire entre populations qui est contre-balancée par les flux de
génes engendrés par la dispersion. Ainsi, si les populations sont de petite taille ou si la
dispersion entre populations est limitée, la dérive engendre une forte différentiation
aléatoire entre populations. Dans le cas contraire, avec des populations de grande taille ou

une forte dispersion, les populations sont plus homogenes (Lacy, 1987).

On caractérise ces scénarios a |'aide d’indicateurs de différentiation génétique entre
populations, dont le plus connu est le Fst (Weir & Cockerham, 1984). Le Fst peut étre défini
comme le rapport de la variabilité des fréquences alléliques entre populations sur la
variabilité des fréquences alléliques au niveau de la méta-population. Un Fst proche de 0
témoigne ainsi d’une faible différentiation entre populations, tandis qu’un fort Fst
(n"atteignant jamais le 1), est le signe d’une forte différentiation génétique entre

populations.

IV. 2. Qu’est-ce que l'adaptation locale ?

L'adaptation locale intervient lorsque les populations qui constituent la méta-
population se retrouvent dans des environnements différents. Si ces environnements
(biotiques ou abiotiques) exercent des pressions de sélection différentes sur les populations,
alors il est possible que chacune évolue vers un optimum adaptatif local. D’aprés cette
dynamique d’adaptation locale on s’attend a ce que les individus possedent une meilleure
valeur sélective dans leur environnement local que les immigrants (Williams, 1966; Kawecki
& Ebert, 2004), pouvant potentiellement conduire a la spéciation-écologique (Nosil, 2012).
Cependant, comme nous le verrons par la suite, certains facteurs tels que la migration des
individus ou la pléiotropie, peuvent s’opposer a cet optimum adaptatif. Par ailleurs, la
sélection est un processus lent, et c’est pourquoi des changements brusques de
I'environnement peuvent I'empécher. En outre, la différenciation phénotypique et
génétique sur des gradients environnementaux, ou entre différents types d'habitats, peut
étre indicative d'adaptation locale (Turesson, 1922; Conover et al., 2009). Par exemple, il
existe des variations génétiques dans la phénologie de nombreuses plantes (Savolainen et

al., 2007) et d’animaux (Bradshaw & Holzapfel, 2001) le long de gradients latitudinaux.
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L'adaptation aux conditions environnementales locales joue un réle fondamental
dans la génération et le maintien de la biodiversité (Levene, 1953; Gavrilets, 2003; Sobel et
al., 2010; Wright et al., 2013), dans le recul et I'expansion des frontiéres géographiques de
distribution des espéces (Kirkpatrick & Barton, 1997) et dans la dynamique écologique et
évolutive des interactions entre espéces (Kaltz & Shykoff, 1998). Parce que I'adaptation
locale crée des situations ou une sélection différentielle est mise en place dans différents
environnements, elle agit comme une expérience de micro-évolution, ou des individus d’'une
méme espéce sont soumis a différents régimes évolutifs. Etudier les conséquences de
I’adaptation locale, c’est donc étudier la facon dont les phénoménes micro-évolutifs
fonctionnent. Cela permet, par conséquent, d’obtenir des informations sur la nature et les
bases génétiques des traits adaptatifs, sur la nature des variables environnementales
sélectives, ainsi que sur la facon dont ces différents acteurs interagissent. L'étude de
I’adaptation locale posséde aussi un intérét pratique dans le contexte des changements
globaux (Pimm et al., 1995; Davis & Shaw, 2001; Parmesan, 2006). En effet, la dispersion des
especes, la plasticité phénotypique et I'adaptation constituent les trois mécanismes
principaux et non exclusifs qui peuvent étre mis en place face aux pressions que les

changements globaux font peser sur les espéces (Aitken et al., 2008).

IV. 3. Mécanismes générant |'adaptation locale

Une des conditions essentielles a I'émergence de I'adaptation locale est I'existence
d'un environnement spatialement hétérogene générant une pression sélective également
hétérogene (Kawecki & Ebert, 2004). Cette hétérogénéité doit, tout de méme, étre
maintenue dans le temps afin que les populations aient le temps d’y répondre.
Deuxiemement, I'adaptation locale va étre sensible a I'équilibre entre le flux génique et la
sélection locale (Levene, 1953; Nagylaki, 1980; Gavrilets & Gibson, 2002; Whitlock &
Gomulkiewicz, 2005; Yeaman & Otto, 2011; Blanquart et al., 2012). Lorsque le flux génique
est limité, des génotypes spécialistes vont pouvoir étre maintenus dans des populations

isolées.

Malgré la présence d’un différentiel environnemental et un faible flux génique il est
tout de méme possible que I'on n’aboutisse pas a une situation d’adaptation locale (Hendry

et al., 2001; McKay & Latta, 2002; Kawecki & Ebert, 2004; Yeaman & Otto, 2011; Blanquart
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et al., 2012). C'est notamment le cas lorsque la dérive génétique est tellement forte (par
exemple dans de petites populations) qu’elle prend le pas sur la dynamique sélective; ou
bien, si malgré une forte pression de sélection, le potentiel adaptatif de la population (c’est a
dire sa variabilité génétique) n’est pas suffisant pour atteindre un optimum adaptatif. En
outre, les fluctuations temporelles de la qualité de I'habitat favorisent une dispersion accrue
et agissent ainsi contre |'adaptation locale. Les genes pléiotropes, c'est-a-dire, les genes qui
ont des effets multiples sur deux ou plusieurs caracteres, fixent également des limites a
I'adaptation locale. En effet, méme si un caractere peut étre favorisé dans un

environnement donné, d’autres traits peuvent ne pas |'étre (Raven et al., 2017).

Deux modeles d’adaptation locale sont classiquement définis (Anderson et al., 2011).
Un premier modéle de « pléiotropie antagoniste » stipule que les alléles ont des effets
opposés, procurant un avantage sélectif dans un habitat donné et un désavantage dans un
autre habitat. Une telle pléiotropie antagoniste implique qu'aucun génotype n'est supérieur
sur I'ensemble des habitats ce qui entraine des compromis ou des trade-offs dans
I'adaptation aux différents habitats (Kawecki & Ebert, 2004). Un deuxieme modele dit de
« neutralité conditionnelle » spécifie qu’un locus présentant un avantage sélectif dans un
habitat n’aura pas de co(t évolutif dans un environnement opposé. Dans la littérature, les
cas d'adaptation par neutralité conditionnelle sont plus fréquents (Colautti et al., 2012).
Cependant, certains cas de pléiotropie antagoniste sont connus, notamment dans

I’adaptation aux métaux lourds chez les plantes (Horger et al., 2013).

Finalement, les conditions de maintien du polymorphisme sont plus favorables pour
les loci qui ont un grand impact sur la fitness. Ces loci montrent une plus grande
différenciation des fréquences alléliques sous sélection divergente (Hedrick et al., 1976) et
vont étre moins susceptibles d'étre perdus par dérive génétique (Crow & Kimura, 1970)

contribuant ainsi de maniére disproportionnée a I'adaptation locale (Macnair, 1991).

V. 4. Mise en évidence

L'adaptation locale se manifeste par une meilleure fitness de chaque population dans son
habitat d’origine. Nous basant sur ce principe nous pouvons avoir recours a deux types de
stratégies expérimentales pour tester I'adaptation locale (Kawecki & Ebert, 2004; Blanquart

et al., 2013). La premiére consiste en la mise en ceuvre de transplantations réciproques
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entre populations (Kawecki & Ebert, 2004; Blanquart et al., 2013). Dans ce type d’expérience
I’adaptation locale est avérée lorsque les performances en terme de valeur sélective d’une
population dans son environnement d’origine sont meilleures que celles de n’importe quelle
autre population transplantée dans ce méme environnement. Pour ce type d’expérience
Kawecki & Ebert, (2004) reléevent que comparer les performances d’une population dans son
propre habitat face a celles d’une population venue d’ailleurs (« local vs. foreign ») ne
revient pas a comparer les performances d’une population dans son propre environnement
face a celles de cette méme population dans un autre environnement (« home vs. away »).
Ces auteurs stipulent que c’est le test « local vs. foreign » qui doit étre considéré afin de
tester le modeéle d'adaptation locale. En effet ce protocole permet de tester |'efficacité de la
sélection divergente par rapport a d'autres processus évolutifs. En revanche, le test « home
vs. away » confond les effets d'une sélection divergente avec des différences intrinseques a
la qualité de I'habitat. Ainsi, par exemple, la survie ou la fertilité d'un génotype adapté de
maniére optimale a un habitat de mauvaise qualité peut encore augmenter aprés une

transplantation vers un habitat riche en ressources.

Toutefois, ces transplantations réciproques ne sont pas toujours possibles pour des
raisons pratiques, éthiques ou juridiques. Une alternative est de recréer les caractéristiques
essentielles aux différents habitats en laboratoire tout en contrélant d'autres facteurs et
tester des échantillons de différentes populations Ce type d’expérience de common garden
experiment ou « jardin commun » permet de tester directement le réle d'un facteur
environnemental particulier en tant qu'agent de sélection pouvant conduire a de
I'adaptation locale (Kawecki & Ebert, 2004). Pour ce faire, il est impératif d'utiliser des
conditions d'élevage comparables aux conditions naturelles car les traits étudiés peuvent
avoir des seuils environnementaux au-dessus et en dessous desquels des phénotypes
différents sont exprimés (Roff, 1996; West-Eberhard, 2003). La meilleure facon de
contourner ce probleme serait d'élever des individus de plusieurs populations sous
différents traitements, chaque traitement représentant une condition rencontrée par |'une
des populations. Ce type d’expérimentation va également permettre de controler les effets
maternels causés par I’environnement de la mére (Wolf & Wade, 2009). Ces effets peuvent
venir perturber les estimations des effets génétiques en créant de fausses associations entre

le phénotype et le génotype des individus.
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V. Plasticité phénotypique

V.1. Définition

La plasticité phénotypique est la capacité d’'un génotype a produire différents phénotypes en
réponse aux différentes conditions environnementales (Bradshaw, 1965; West-Eberhard,
2003; Ananthakrishnan & Whitman, 2005). Cette notion comprend I'ensemble des réponses
comportementales, morphologiques, physiologiques et biologiques permanentes ou
temporaires induites par la variabilité de I’environnement. L'une des fagons les plus
intuitives de visualiser le phénomene de plasticité phénotypique est la norme de réaction
(Pigliucci, 2001). Cette fonction spécifique du génotype met en relation le phénotype et
I’environnement dans lequel il est produit. La figure 5 montre, par un exemple tres simplifié,
une population composée de trois génotypes soumis a une variation environnementale. Sur
cette figure, le génotype 2 a une faible valeur phénotypique vers la gauche du gradient
environnemental alors gu’elle est plus élevée a I'extréme opposé du gradient. En ce qui
concerne le génotype 3 il se produit exactement le contraire, c'est-a-dire, il a une valeur
phénotypique élevée vers la gauche du gradient et faible vers la droite. Le génotype 1, en
revanche, ne répond pas au changement environnemental, produisant le méme phénotype
dans toutes les conditions. Si le phénotype que nous étudions a des conséquences sur la
fitness de I'espéce, ceci aura son importance d’un point de vue écologique et évolutif. Ainsi,
si une fitness plus élevée est associée a une plus grande valeur phénotypique, le génotype 2
sera favorisé dans une série d’environnements et sélectionné face a un autre génotype.
Toutefois, méme si la représentation de la norme de réaction permet de visualiser la
plasticité phénotypique, il ne faut pas confondre les deux termes. Formellement, la norme
de réaction est la trajectoire propre a un génotype dans cet espace phénotype-
environnement alors que la plasticité phénotypique est le degré de variation par rapport a
une ligne paralléle a I'axe de I'environnement (Scheiner, 1993). Par conséquent, dans notre

cas de figure, le génotype 1, contrairement aux génotypes 2 et 3, n’est pas plastique.
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G2

G1

Phénotype

G3

Environnement

Figure 5. Norme de réaction hypothétique représentant la valeur phénotypique en fonction d’une variable
environnementale pour trois génotypes différents (G1, G2, G3).

Norma de reaccién hipotética que representa el valor fenotipico (Phénotype) en funcién de una variable
medioambiental (Environnement) para tres genotipos diferentes (G1, G2, G3).

V.2. Plasticité adaptative et non adaptative

Il a longtemps été reconnu que la plasticité peut étre avantageuse lorsqu'elle permet a un
génotype d'avoir une tolérance plus large aux conditions environnementales et avoir ainsi
une meilleure fitness dans ces différentes conditions (Bradshaw, 1965; Baker, 1974; Sultan,
1987, 1995; Pigliucci, 2001). Les modeles théoriques sur I'évolution de la plasticité
phénotypique adaptative prédisent que la sélection favorisera la plasticité adaptative si les
populations sont exposées a des environnements variables mais aussi, si les indices données
par I'environnement sont fiables, si la sélection favorise plusieurs phénotypes dans chaque
environnement et finalement, s’il n’y a pas un seul génotype qui soit le plus performant sur
I’ensemble des environnements (Bradshaw, 1965; Via & Lande, 1985; Lively, 1986; Moran,
1992). Cependant, ces prédictions vont étre sensibles aux colts d’une telle plasticité sur la

fitness (Moran, 1992; Relyea, 2002; Ernande & Dieckmann, 2004).

Si les bénéfices de la plasticité phénotypique semblent évidents, celle-ci peut
également entrainer des colts (DeWitt et al., 1998) comme par exemple : 1) I'entretien des

voies sensorielles et de réponse qui induisent des réponses plastiques; 2) la production de
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structures plastiques plus élevés que ceux d’un individu au phénotype fixé génétiquement;
3) I'acquisition d’information; 4) les effets déléteres des geénes plastiques lors du « linkage »
sur d'autres genes, ainsi que lors de la pléiotropie et I'épistasie; 5) Iinstabilité
développementale (Charnov & Bull, 1977; Reeve, 1989; Getty, 1996; DeWitt et al., 1998). En
plus de ces colts, DeWitt et al., (1998) énnoncent une série de limites qui défavorisent la
plasticité. Celles-ci concernent d’une part, les informations regues de I'environnement qui
peuvent ne pas étre fiables ou changer trop rapidement ; le temps de latence nécessaire a la
mise en place de la réponse plastique qui peut démarrer trop tard par rapport au
changement environnemental et conduire a une plasticité « maladaptative » ; les génotypes
plastiques ne sont pas toujours capables de produire un phénotype équivalent a ceux des
spécialistes mais aussi la réponse phénotypique pourrait avoir évolué trés récemment et
fonctionner plus comme un « ajout » sur la machine de développement de base qu’en tant

gu’unité intégrée.

V.3. Plasticité phénotypique vs. adaptation locale

L'adaptation permet une réponse évolutive, donc génétique et pérenne, aux changements
environnementaux. Ce mécanisme est lent mais il constitue une réponse durable et efficace
aux changements environnementaux. |l est cependant limité par le potentiel adaptatif de
I'espéce, c'est-a-dire, la variabilité génétique associée aux traits phénotypiques existant dans
la population soumise a la sélection. A I'inverse, la plasticité phénotypique constitue un
mécanisme de réponse aux variations environnementales extrémement rapide pouvant étre
mis en place en seulement une génération (Sdnchez Oms et al., 2017). Cette plasticité va
donc permettre aux especes d'étre plus tolérantes aux variations environnementales
(Ghalambor et al., 2007), soit en leur permettant de s'adapter a de nouvelles conditions
environnementales et de persister assez longtemps pour s'adapter (Pigliucci, 2001), soit en
facilitant I’évolution par assimilation génétique (Waddington, 1953; West-Eberhard, 2005).
Cette assimilation génétique se produit lorsqu'un caractére qui a été initialement déclenché
par I'environnement perd cette sensibilité environnementale et finit par devenir «fixe» ou

exprimé de fagon constitutive dans une population.
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VI. Objectifs et structure de la thése

Les objectifs de cette théese sont triples :

1) Analyser les principales méthodes utilisées dans la littérature pour mesurer la

résistance aux stress thermiques et déterminer leurs limites et possibles biais.

2) Déterminer le degré de plasticité des caractéeres physiologiques et morphologiques
face a une augmentation des températures chez une fourmi thermophile,

Aphaenogaster senilis (Fig. 6a).

3) Déterminer chez la fourmi thermophile Aphaenogaster iberica (Fig. 6b) des variations

phénotypiques le long d’un gradient altitudinal allant de 100 a 2000 m situé dans la le

Sud de I'Espagne.

Figure 6. Especes de fourmis sur lesquelles ont porté les travaux réalisés dans cette theése : a) Aphaenogaster
senilis (Chapitre 2) et b) Aphaenogaster iberica (Chapitre 3). Espéces thermophiles et méditerranéennes. Tres
proches d’un point de vue écologique, ces deux especes se différencient morphologiquement par une pilosité
plus abondante chez A. senilis, des épines propodéales plus courtes sur cette derniere et par une massue
antennaire de quatre articles contre cinq chez A. iberica. Crédits photos : Arnaud Lorre (a) et Jacint Cerda (b).

Especies de hormigas utilizadas en el trabajado de investigacion realizado en esta tesis: a) Aphaenogaster
senilis (Capitulo 2) y b) Aphaenogaster iberica (Capitulo 3). Especies termofilas y mediterraneas. Muy similares
de un punto de vista ecoldgico, estas dos especies se diferencian morfolégicamente por una pilosidad mas
abundante en A. senilis, espinas propodales mas cortas en ésta Ultima y una maza antenal de cuatro artejos
frente a cinco en A. iberica. Créditos fotograficos: Arnaud Lorre (a) y Jacint Cerda (b).
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Le présent mémoire s’articule en trois chapitres.

Dans le Chapitre 1 nous avons réalisé une révision de la littérature s’intéressant a la
tolérance thermique chez les fourmis afin de mettre en évidence I'ensemble de méthodes,
mesures et dispositifs utilisés pour mesurer ce trait. Nous avons ensuite testé les protocoles
les plus communs sur une large gamme de fourmis d’origines géographiques trés diverses
dans le but de tester, d’un coté, si ces méthodes sont corrélées entre elles et de I'autre, si
certaines de ces méthodes sont plus appropriées que d’autres en fonction des especes

étudiées et questions posées.

Le Chapitre 2 a fait I'objet d’une publication dans la revue The Science of Nature et
vise a répondre au deuxieme objectif. Nous avons testé le degré de plasticité sur la
résistance a la température d’une fourmi thermophile face a une variation des conditions
environnementales durant son développement. La plasticité phénotypique permet aux
organismes de répondre rapidement aux changements de I’environnement. Cependant cette
plasticité n’est pas toujours adaptative. Chez les insectes, la vitesse de développement
augmente avec la température ce qui tend a produire des individus relativement plus petits.
Ce lien pourrait conduire chez les fourmis a un conflit physiologique puisque une plus grande
taille et des pattes plus longues favorisent souvent une meilleure résistance a la

température.

Le Chapitre 3 répond au troisieme objectif. Ce chapitre constitue le coeur de ma
thése et c’est pourquoi il est plus dense. Nous avons choisi d’en faire qu’un chapitre car tous
les résultats se complémentent et construisent le fil d’'une méme histoire. Il se divise tout de
méme en deux grandes parties afin de faciliter la lecture: la premiére partie est dédiée a
I'analyse de la structure génétique le long du gradient altitudinal et au travail de terrain au
cours duquel nous nous sommes focalisés sur les variations comportementales (rythmes
d’activité). La deuxieme partie porte sur les tests réalisés en conditions de laboratoire et lors
desquels nous nous sommes intéressés aux variations physiologiques et morphologiques afin

de déterminer des différences dans les traits impliqués dans la résistance a la température.

Finalement dans la Discussion générale nous avons repris les principaux résultats de
la theése et les avons replacés dans le contexte général du changement climatique afin de

discuter les possibles réponses des especes au regard de leur tolérance thermique.
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CHAPITRE 1

Implications methodologiques dans les
tests de résistance a la température chez
les fourmis
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Chapitre 1

Resumen

Actualmente se encuentra en la literatura una amplia gama de métodos diferentes
empleados en los tests de resistencia a la temperatura. Esto resulta ser un problema tanto a
la hora de realizar estudios macro-ecolégicos —donde se utilizan los datos de la literatura
para hacer comparaciones a gran escala—, como para la construccion de modelos de
distribucidn de especies, en los cuales es imprescindible incorporar datos sobre los limites
fisiolégicos de éstas. En este capitulo, nos hemos interesado por esta diversidad
metodoldgica en los estudios realizados con hormigas. Estas, ademds de depender
directamente de la temperatura para funciones importantes como el desarrollo y la
actividad, por su gran diversidad morfoldgica, sus diferentes velocidades de desplazamiento
y sus diversos colores, ofrecen amplias posibilidades de investigacién en el marco del estudio
de la tolerancia térmica. Para ello, hemos realizado una amplia revision bibliografica a partir
de la cual hemos enumerado los distintos métodos, dispositivos y medidas utilizados en el
estudio de la resistencia a la temperatura. A continuacion, los hemos aplicado sobre una
amplia gama de especies de hormigas de origenes muy diversos, con el objetivo de ver, por
un lado, si estos métodos estan correlacionados entre si y cuales son los mas adecuados en
funcién de las subfamilias estudiadas (Formicinae y Myrmicinae). La revision bibliografica ha
puesto en evidencia los métodos mas populares, sin embargo, su utilizacién puede ser
discutible en funcién de la especie o del protocolo empleado. Los resultados obtenidos con
nuestros propios tests muestran que no es posible fijar un solo y Unico protocolo ya que éste
va a depender tanto de la especie que se estudia como de la pregunta cientifica. Asimismo,
debemos tener en cuenta la logistica, principalmente en lo que concierne el tiempo de
experimentacion y el esfuerzo de muestreo necesario en funcién del método aplicado. Por
ultimo, se debera tener igualmente en consideracién la influencia que ciertos factores
intrinsecos a los individuos —como la edad o el estado nutricional— pueden tener sobre los
tests. Entender con exactitud los resultados obtenidos, con uno u otro de los métodos, nos
ayudard a comprender mejor la tolerancia térmica de las especies y podremos asi realizar

modelos de distribucidn lo mas precisos posibles.
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1.1. Introduction

Incorporer des données sur les limites physiologiques dans des modeéles de distribution des
espéces est devenu essentiel pour mieux comprendre la structuration de la biodiversité
(Gaston, 2009; Kearney et al., 2009; Buckley et al., 2012). Ainsi, afin de déterminer
I’enveloppe environnementale des especes, ces modeles integrent l'interaction entre les
caractéristiques de I'environnement (climat, topographie, type de sol, végétation) et les
traits fonctionnels (morphologiques, physiologiques et comportementaux). L'une des
principales applications de ces modeles est de faire des prédictions sur la distribution des
especes dans un contexte de changement climatique (Thomas et al., 2004). Pour évaluer
I'impact de celui-ci sur les organismes, nous devons tout d’abord connaitre la tolérance
physiologique des espéeces face aux températures extrémes (Diamond et al., 2012b; Arnan &
Bluthgen, 2015). Cependant, la diversité méthodologique existante dans la littérature quant
a l'analyse de la résistance a la température complique la comparaison entre études
(Lutterschmidt & Hutchison, 1997; Addo-Bediako et al., 2000; Folk et al., 2007; Hazell & Bale,
2011). Il est donc devenu indispensable de simplifier cette méthodologie. Pour cela nous
devons déterminer s’il y a des biais entre les différentes études pour ensuite choisir le
protocole le plus fidele aux conditions naturelles (Sgro et al., 2010; Terblanche et al., 2011),
tenant compte des multiples facteurs pouvant affecter les limites thermiques des espéces
(Pereboom & Biesmeijer, 2003; Meisel, 2006; Bowler & Terblanche, 2008; Huey et al., 2012;
Kaspari et al., 2015).

Les deux principales méthodes utilisées pour déterminer la tolérance thermique des
organismes sont la méthode statique et la méthode dynamique (Lutterschmidt & Hutchison,
1997a; Hoffmann et al., 2003). La premiére implique un changement de température a un
gradient constant jusqu’a atteindre une défaillance physiologique comme par exemple la
perte du réflexe de redressement ou le début des spasmes musculaires. Les mesures les plus
représentatives de la méthode dynamique sont la Température critique maximale ou CTMax
et la Température critique minimale ou CTMin introduits par Cowles & Bogert (1944). Dans la
méthode statique on trouve deux procédures : soit la température est maintenue constante
et on fait varier le temps d’exposition entre individus, ou bien, ce temps est maintenu
constant et on teste différentes températures entre individus. La mesure la plus

représentative est la Température létale ou LT50 a laquelle 50% des individus meurent dans
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un temps donné (Fry, 1947, 1967). Des études sur la Drosophile indiquent qu’il n’y a pas de
corrélation entre ces différentes mesures et donc, que les mécanismes sous-jacents sont en
partie indépendants (Hoffmann et al., 1997; Sgrensen et al., 2001; Folk et al., 2007; Sgro et
al., 2010). Méme si les auteurs semblent favoriser la méthode dynamique car elle est
considérée comme plus proche des conditions naturelles (Rezende et al., 2011; Nguyen et
al., 2014) elle n’est néanmoins pas dépourvue de désavantages. En effet, la possible
incidence d’autres facteurs peut biaiser le résultat recherché (état nutritionnel ou
dessiccation des individus) (Nguyen et al., 2014). De plus, définir la CTMax et la CTMin par
des criteres qui ne sont ni ambigus ni trop variables entre chaque mesure peut s’avérer
compliqué (Lutterschmidt & Hutchison, 1997b; Folk et al., 2007; Hazell & Bale, 2011). Dans la
méthode statique, parfois considérée comme peu réaliste, un lapse de temps est nécessaire
avant que les individus s’équilibrent avec la température expérimentale, laquelle, en plus,

est choisie de fagon arbitraire (Lighton & Turner, 2004).

Les fourmis constituent un excellent modele dans I'étude de la résistance a la
température. Comme nous l'avons vu dans lintroduction générale (p. 28), en tant que
ectothermes, leurs performances physiologiques dépendent directement de la température
extérieure. C'est pourquoi certains auteurs se sont intéressés non seulement aux limites
thermiques des fourmis mais aussi aux relations entre performance et résistance a la
température aussi bien au niveau individuel que colonial. Ces études ont porté sur la relation
entre la Température critique maximale des adultes et les besoins en température lors du
développement (Curtis, 1985; Penick et al., 2017) et sur la relation entre tolérance
thermique et activité de fourragement (Stuble et al., 2013). D’autres aspects tels que
I'impact de la température sur la vitesse de déplacement ont également été abordés
(Meisel, 2006). Par ailleurs, on trouve chez les fourmis une large gamme de tailles (de pres
de 4 ordres de magnitude), différentes vitesses de déplacement, diverses couleurs et des
colonies de taille tres variable ce qui offre de nombreux axes exploratoires dans I'étude de la
thermo-tolérance (Kaspari & Weiser, 1999; Pereboom & Biesmeijer, 2003). Enfin, de par leur
présence dans la plupart des écosystemes et I'hétérogénéité des microhabitats qu’elles
occupent, elles vont présenter des limites thermiques trés diverses (Christian & Morton,
1992; Foucaud et al., 2013; Baudier et al., 2015; Kaspari et al., 2015; Bishop et al., 2016;
Hemmings & Andrew, 2017).

53



Chapitre 1

De nombreuses études, que ce soit au niveau de la construction de modeles de
distribution en vue du changement climatique ou des modeles de distribution d’especes
invasives, des études sur la structuration des communautés ou méme des études sur la
physiologie thermique nécessitent des données sur les limites de tolérance thermique. Pour
réaliser ces tests de résistance a la température, les auteurs ont souvent réclamé la mise en
place d’'une méthode standard mais, tout comme pour les autres taxons, une grande variété
de mesures et de dispositifs sont encore utilisés chez les fourmis (Lighton & Turner, 2004;
Chown et al., 2009; Ribeiro et al., 2012). Afin de faire un point sur I’ensemble des méthodes,
mesures et dispositifs employés dans ces études nous avons réalisé une révision
bibliographique la plus exhaustive possible nous permettant de lister les différents
protocoles et de relever les plus communs. Nous avons ensuite testé ces derniers sur une
large gamme de fourmis d’origines géographiques trés diverses dans le but de voir, d'un
cOté, si ces méthodes sont corrélées entre elles et de 'autre, de voir si certaines de ces
méthodes sont plus appropriées que d’autres en fonction de différentes sous familles

(Formicinae et Myrmicinae).

1. 2. Matériel et méthodes

1. 2. 1. Révision bibliographique

La révision bibliographique s’est portée sur les articles ou les auteurs ont réalisé des tests de
résistance a la température chez les fourmis (Hymenoptera : Formicidae). Pour cela nous
avons interrogé la base de données Web of Science en introduisant comme mots clés « ant
AND X », substituant X par « heat resistance », « heat tolerance », « lethal temperature »,
« critical thermal limits », « cold resistance » ou « cold tolerance ». Ces recherches ont
donné 36, 44, 26, 28, 35 et 44 résultats respectivement sur une période allant de 1934 a
2017. Nous avons également examiné la littérature citée dans ces articles. Au final nous
avons répertorié un total de 57 articles dans lesquels les auteurs ont réalisé des tests de
résistance a la température. A partir de ces articles, nous avons réalisé une révision des
différentes méthodes, dispositifs, mesures et définitions utilisées lors des tests de résistance
a la température (Tableau 1). Vingt articles sont répertoriés plusieurs fois dans Tableau 1 car

ils utilisent plusieurs méthodes.
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1. 2. 2. Especes d’étude

Notre étude se base sur 38 especes de fourmis, appartenant a 15 genres différents de la
sous-famille des Myrmicinae et Formicinae et provenant de la région méditerranéenne,
tropicale ou tempérée (Tableau 2). Aprés leur récolte, elles ont été maintenues dans une
méme salle d’élevage, a 24 + 2°C avec un acces a I'eau ad libitum et nourries une fois par
semaine avec des Tenebrio molitor et des pommes coupées en petits morceaux. Des tubes a
essai placés a l'intérieur des boites d’élevage servaient de nid. Le temps passé au laboratoire
avant le début des expériences varie selon les espéces allant de quelques semaines a
plusieurs mois. Pour I'ensemble des tests de résistance a la température nous n’avons testé

gue les fourmis fourrageuses, présentes a |’extérieur des tubes a essai.

1. 2. 3. Tests de résistance a la température

Chaud

Afin de tester la méthode statique nous avons utilisé deux dispositifs différents : une plaque
chauffante ayant un rang de température de 5 a 200°C et une précision de mesure d’1°C
(rectangular precision hot plate « Plactronic », J. P. Selecta, Barcelone, Espagne) et un bain-
marie (Bioblock Scientific Polystat ppros 16000). Pour la plagque chauffante nous avons suivi
le protocole de Cerda et al., (1998). Des fourmis ont été déposées dans un récipient en
plastique (Longueur x largeur x hauteur : 14 x 10 x 8), dont les parois étaient fluonnées, sans
couvercle et dont le fond était découpé afin de permettre aux ouvrieéres de reposer
directement sur la surface de la plaque. Les ouvrieres ont été placées sur la plaque par
groupes de quatre pendant 10 minutes a une température donnée. Pour chaque
température, le nombre de fourmis mortes a été noté et la température augmenté d’1°C

afin de tester d’autres fourmis suivant la méme procédure.
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Tableau 1. Révision bibliographique des différentes méthodes, dispositifs, mesures et définitions utilisées lors des tests de résistance a la température chez les fourmis. Les
auteurs réalisant plusieurs mesures dans leur article sont répertoriés plusieurs.

Revision bibliografica de los distintos métodos, dispositivos, medidas y definiciones utilizados durante los tests de resistencia a la temperatura en hormigas. Los autores que
se interesan a varios tipos de medidas aparecen listados varias veces.

Stress  Mesure Unité Méthode Dispositif Point final ou endpoint Bibliographie
Chaud | CTMax Température  Dynamique Bain marie Immobilité (Schumacher & Whitford, 1974; Whitford &
* exceptions (Cerda & Bain a sec Arrét de la locomotion Ettershank, 1975; Kay & Whitford, 1978; Marsh, 1985;
Retana, 1997a, 2000;  Etuve Spasmes musculaires et Curtis, 1985; Cokendolpher & Sherman, 1990; De Bie
Cerda et al., 1998) Plaque chauffante  paralysie & Hewitt, 1990; Christian & Morton, 1992; Gehring &
Thermo Perte de la coordination Wehner, 1995; Fernandez-Escudero & Tinaut, 1998;
respirometrie musculaire Lighton & Turner, 2004; Jumbam et al., 2008; Chown
Perte du reflexe de et al., 2009; Jayatilaka et al., 2011; Wehner & Wehner,
redressement 2011; Ribeiro et al., 2012; Diamond et al., 2012a,
Mort 2012b; Stuble et al., 2013; Baudier et al., 2015; Kaspari
Défaillance spiraculaire et/ou etal., 2015, 2016; Verble-Pearson et al., 2015; Wendt
motrice & Verble-Pearson, 2016; Bishop et al., 2017,
Hemmings & Andrew, 2017; Spicer et al., 2017)
ULT Température  Statique Bain marie Immobilité (Kay & Whitford, 1978; Cerda et al., 1998; Walters &
*une exception Etuve Perte de la coordination Mackay, 2004; Jumbam et al., 2008; Wiescher et al.,
(Wehner & Wehner, Plaque chauffante  musculaire 2012; Andrew et al., 2013; Arnan & Bliithgen, 2015;
2011) Mort Sanchez Oms et al., 2017)
Heat tolerance Température  Dynamique Statique Bain marie Immobilité (Francke et al., 1985; Christian & Morton, 1992;
Etuve Mort Meisel, 2006; Wittman et al., 2010; Oberg et al., 2012;
Four Solis & Bueno, 2012; Foucaud et al., 2013; Willot et al.,
Radiateur 2017)
Heat resistance Temps Statique Bain marie Immobilité (Talbot, 1934; De Bie & Hewitt, 1990; Angilletta et al.,
Etuve Perte de la coordination 2007; Boyles et al., 2009; Clémencet et al., 2010;
Plaque chauffante  musculaire Bouchebti et al., 2015)
Lethal time Temps Statique Bain marie Mort (Braulick et al., 1988)
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Stress  Mesure Unité Méthode Dispositif Point final ou endpoint Bibliographie
Froid CTMin Température  Dynamique Bain marie Immobilité (Schumacher & Whitford, 1974; Whitford &
Glace/Cryopak Arrét de la locomotion Ettershank, 1975; Kay & Whitford, 1978; Curtis, 1985;
Etuve Perte de la coordination Cokendolpher & Sherman, 1990; Christian & Morton,
musculaire 1992; Jumbam et al., 2008; Chown et al., 2009;
Perte du reflexe de Maysov & Kipyatkov, 2009; Jayatilaka et al., 2011;
redressement Kaspari et al., 2015, 2016; Bishop et al., 2017; Penick
et al., 2017; Hemmings & Andrew, 2017)
LLT Température  Statique Bain marie Perte de la coordination (Kay & Whitford, 1978; Jumbam et al., 2008; Andrew
Etuve musculaire etal., 2013)
Mort
Supercooling Température  Dynamique Plaque Pic de chaleur (potentiomeétre) (Francke et al., 1986; Cannon & Fell, 1992; James et
point refroidissante al., 2002; Hahn et al., 2008)
Congélateur
Glace
Chill Coma Température  Dynamique Plaque Immobilité (Maysov & Kipyatkov, 2011; Maysov, 2014)
refroidissante
Chill Coma Temps Dynamique Statique  Plaque Mouvement coordonné des (Angilletta et al., 2007; Boyles et al., 2009; Maysov &

Recovery Time

refroidissante
Congélateur

pattes
Redressement
Sortie d’un cercle

Kipyatkov, 2011; ModImeier et al., 2012; Maysov,
2014)
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Pour le bain-marie chaque fourmi a été introduite individuellement dans un flacon en
verre (diametre x longueur: 1 x 3 cm) (voir par exemple Jumbam et al., 2008). Afin d’éviter
des biais liés au récipient contenant les individus, il est important d’utiliser un matériau
transmettant la chaleur et de taille réduite. Le septum en silicone du bouchon a été percé
par une aiguille (G 18 x 1/2”) afin d’éviter une pression trop élevée a l'intérieur des flacons.
Pour chaque température, dix fourmis par espéce étaient submergées dans |'eau a l'aide
d’un portoir. Dans un flacon supplémentaire une sonde thermique (Digital Thermometer
GTH 1170, précision de mesure : 0,1°C) était introduite afin de vérifier les variations de
température a l'intérieur du flacon. Au bout de 10 minutes nous notions si les fourmis
étaient vivantes ou mortes. Avec les deux dispositifs nous avons testé différents rangs de
température pour chaque espéece dans le but de calculer la température létale supérieure
ou ULT50 (Upper Lethal Temperature 50), c'est-a-dire, la température a laquelle 50% des

individus meurent (Jumbam et al., 2008).

La méthode dynamique a été testée en utilisant le four d’'un chromatographe (Perkin
Elmer Autosystem XL Gas Chromatograph). Ce dispositif nous a permis de tester deux
gradients de température : 0,5°C.min" et 1°C.min, ce dernier étant le plus utilisé dans la
littérature (voir résultats). Comme pour le bain-marie, les fourmis ont été introduites dans
un flacon percé par une aiguille pour permettre la dépressurisation. Pour I'ensemble des
espéces, la température de départ était de 30°C avec un plateau de 10 minutes avant de
lancer le gradient. Tous les 5°C nous avons vérifié si les fourmis étaient vivantes ou mortes
jusqu’a une température maximale de 60°C. Aprés chaque vérification nous changions les
fourmis par de nouvelles (10 fourmis par espéce et par test) et nous recommencions un
nouveau test a 30°C jusqu’a atteindre la température suivante (ex. test 1 : de 30 a 35°C, test
2 : de 30 a 40°C..., test 6: de 30 a 60°C). Nous avons également testé les températures
intermédiaires entre celle ou les fourmis étaient toutes mortes et celle ou elles étaient

toutes vivantes. A partir de ces données nous avons calculé la ULT50 pour chaque espeéce.
Froid

Chaque fourmi a été introduite dans un flacon en verre et plongé dans un bac de glace
pendant 20 minutes. Suivant le protocole de Boyles et al., (2009), a la fin de cette période et
dans une piéce maintenue a 24 + 2°C, chaque fourmi a été déposée au centre d’un cercle de

4,5 cm de diametre dessiné au fond d’une boite de pétri de 9 cm de diametre. Nous avons
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mesuré le Chill coma recovery time, c'est-a-dire, le temps nécessaire pour que la fourmi se
réveille et sorte completement du cercle pendant un temps maximum de 20 minutes. Nous
avons attribué un temps de minimal de 21 minutes aux individus n’étant pas sorti du cercle a

la fin du temps d’observation.
Résistance a long terme

Chaque fourmi a été introduite dans un tube a essai (diametre x longueur : 2 x 20cm) rempli
d’eau jusqu’a la moitié et bouché avec du coton. Pour chaque espeéce, un total de 45 tubes
ont été introduits dans trois étuves réglées a 4°C, 20°C et 36°C (15 tubes par étuve) et ont
été maintenus dans 'obscurité. Afin de vérifier la mortalité nous avons réalisé une révision
cinq fois par semaine les deux premiéres semaines et trois fois par semaine les semaines
suivantes. L'expérimentation a été arrétée lorsque toutes les fourmis étaient mortes ou au
maximum au bout de deux mois. Nous avons attribué une survie de 61 jours aux individus

ayant survécu pendant toute la durée de I'expérience.

1. 2. 4. Mesures morphologiques

A la fin des tests de résistance a la température, les fourmis ont été conservées dans de
I'alcool a 70°C afin de mesurer postérieurement la longueur du tibia arriére droit de 20
individus pris au hasard. Pour cela, les tibias ont été photographiés grace a une loupe (LEICA
S8APO) équipée d’'une caméra vidéo (LEICA EC3) et mesurés a I'aide du logiciel Image J

(Schneider et al., 2012).

1. 2. 5. Analyse des données

Les données ont été analysées avec le logiciel R (RStudio-Team, 2016). La ULT50 et son
erreur standard ont été calculées pour chaque espéce et pour chaque méthode en ajustant
un modele linéaire généralisé (GLM) de la bibliothéque LME4 (Bates et al., 2015) et en
utilisant la fonction dose.p de la bibliothéque MASS (Venables & Ripley, 2002). Pour |'effet
de la température a long terme, la médiane a été calculée a partir d’'une analyse de survie
avec la bibliothéque survival (Therneau, 2015). Nous avons soustrait le nombre médian de
jours de survie a 20°C (condition contréle) aux deux autres températures afin de contréler la
mortalité due a d’autres causes que la température (famine, isolement). Nous supposons ici

gu’il n’y a pas d’interaction entre les différentes sources de stress. Pour la résistance au
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froid, nous avons calculé le temps médian de récupération par espece. Des corrélations deux
a deux ont été ensuite réalisées pour chacune des méthodes testées en utilisant la méthode
de Spearman. Les valeurs de p ont été ajustées selon la méthode du False Discovery Rate.
Nous avons également testé par cette méme méthode la corrélation entre la longueur
moyenne du tibia pour chaque espeéce et la ULT50 obtenue avec la plague chauffante et le

bain marie.

Tableau 2. Liste d'espéces de fourmis utilisées dans les divers tests de résistance a la température avec leur
habitat correspondant.

Lista de especies de hormigas utilizadas en los diversos tests de resistencia a la temperatura y su habitat
correspondiente.

Formicinae Myrmicinae
Espece Habitat Espece Habitat
Camponotus aethiops Méditerranéenne Acromyrmex sp Tropicale
Camponotus atriceps Tropicale Aphaenogaster gibbosa Méditerranéenne
Camponotus cruentatus Méditerranéenne Aphaenogaster iberica Méditerranéenne
Camponotus foreli Méditerranéenne Aphaenogaster senilis Méditerranéenne
Cataglyphis albicans Méditerranéenne Crematogaster auberti Méditerranéenne
Cataglyphis espadaleri Méditerranéenne Messor barbarus Méditerranéenne
Cataglyphis hispanica Méditerranéenne Messor bouvieri Méditerranéenne
Cataglyphis humeya Méditerranéenne Monomorium salomonis Méditerranéenne
Cataglyphis otini Méditerranéenne Myrmica rubra Tempérée
Cataglyphis rosenhaueri Méditerranéenne Myrmica ruginodis Tempérée
Cataglyphis theryi Méditerranéenne Pheidole pallidula Méditerranéenne
Cataglyphis velox Méditerranéenne Temnothorax nylanderi Tempérée
Formica cunicularia Tempérée Tetramorium caespitum Tempérée
Formica fusca Tempérée Tetramorium forte Méditerranéenne
Formica gagates Tempérée
Formica lugubris Tempérée
Formica polyctena Tempérée
Formica selysi Tempérée
Formica subrufa Tempérée
Lasius flavus Tempérée
Lasiusfuliginosus Tempérée
Lasius niger Tempérée

Plagiolepis sp
Polyrhachis dives

Méditerranéenne
Tropicale
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1. 3. Résultats

1. 3. 1. Révision bibliographique

Parmi les 57 articles recensés, 34 s’intéressent uniquement a la résistance au chaud, 7 a la
résistance au froid et 16 aux deux. Les principales questions abordées dans ces études sont :
la résistance a la température chez des espéces invasives, la distribution des especes dans un
contexte de changement climatique, I'étude des aspects écologiques et physiologiques liés a
la résistance a la température et I'étude des communautés. Dans 38 de ces études les

auteurs font une comparaison entre deux espéces.

Cette revue montre une trés grande diversité de méthodes, de mesures et de
dispositifs. Concernant la résistance au chaud, 58 % des articles utilisent la méthode
dynamique contre 42% pour la méthode statique. Parmi ceux utilisant la méthode
dynamique, la Température Critiqgue Maximale (CTMax), c’est-a-dire, la température a
laquelle I'activité locomotive des individus devient désordonnée et a laquelle ils perdent par
conséquent leur capacité a échapper a des conditions mortelles de température (Cowles &
Bogert, 1944; Schumacher & Whitford, 1974; Kay & Whitford, 1978), ainsi que le bain-marie
se révelent étre la mesure et le dispositif les plus communs avec 77% et 43%
respectivement. Pour la méthode statique c’est la ULT et I’étuve qui ressortent avec 39% et

47%.

Pour la résistance au froid la méthode dynamique est employée dans 67% des études
contre 33% pour la méthode statique. Pour la premiére, la Température Critique Minimale
(CTMin), définie comme la température a laquelle les individus perdent la coordination de
leurs mouvements et sont immobilisés (Hazell & Bale, 2011) est utilisée dans 60% des cas.
Les dispositifs les plus communs dans la méthode dynamique sont : le bain-marie et I'étuve
utilisés de maniere équivalente par 31% des auteurs chacun. Dans la méthode statique c’est
le Chill coma recovery time qui est le plus souvent utilisé avec 60% et I'étuve et la glace sont

les dispositifs les plus fréquents (40 % chacun).

En fonction de la mesure souhaitée les auteurs suivent soit la méthode dynamique

soit la statique a I'exception de la mesure du Heat tolerance et du Chill coma recovery time
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Figure 7 Corrélations entre les valeurs de température létale supérieure (ULT50) obtenus avec les différentes dispositifs de mesure selon la méthode statique (plaque
chauffante, bain marie) et dynamique (four 3 0,5°C min™ et 4 1°C min™) pour différentes espéces de fourmis. Les corrélations ont été réalisées par la méthode de Spearman
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et les valeurs de p ont été ajustées selon la méthode du False Discovery Rate. Seules les corrélations significatives sont affichées (P < 0,05).

Correlaciones entre los valores de temperatura letal superior (ULT50) obtenidos con los diferentes dispositivos de medida siguiendo el método estatico (plancha térmica y
bafio maria) y dinamica (horno a 0,5°C min-1 et a 1°C min-1) para las diferentes especies de hormigas. Las correlaciones se han calculado utilizando el método de Spearman

y los valores de p se han ajustado segtin el método del False Discovery Rate. Unicamente se visualizan las correlaciones significativas (P < 0,05).
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ou les deux types de méthodes sont utilisés (Tableau 1). Les dispositifs, quelle que soit la
méthode, sont nombreux. Les points finaux, c'est-a-dire, le comportement observé pour
déterminer une mesure donnée, sont divers et incluent dans le cas de la CTMax la perte de
coordination musculaire, la perte du réflexe de redressement et les spasmes musculaires et
la paralysie (25, 25 et 21% respectivement). Pour la CTMin la perte du réflexe de
redressement est utilisée dans 36% des cas et I'immobilité dans 27% des cas. Les autres

mesures sont mieux définies avec seulement un ou deux points finaux qui les caractérisent.

Nous avons également regardé si les auteurs utilisent une méthode, mesure ou
dispositif particulier dans les 38 études ol une comparaison d’espéces est réalisée. Parmi
ces études, 27 comparent la résistance au chaud, seulement 3 comparent la résistance au
froid et 8 s’intéressent aux deux types de résistance. Pour les auteurs comparant la
résistance au chaud, 68% utilisent la méthode dynamique contre 32% pour la méthode
statique. La CTMax et le bain a sec sont la mesure et le dispositif les plus employés dans la
méthode dynamique (66% et 47% respectivement) tandis que dans la statique les différentes
mesures sont utilisées indistinctement avec une préférence pour le bain-marie comme
dispositif (66%). Pour les comparaisons par rapport a la résistance au froid, tous les auteurs
utilisent la méthode dynamique, 7 sur 11 mesurent la CTMin et il n’y a aucune préférence

guant aux dispositifs.

1. 3. 2. Tests de résistance a la température
Méthode dynamique et statique

Pour I’'ensemble des corrélations nous avons comparé la ULT50 obtenue avec les différents
dispositifs de 11 especes appartenant aux Myrmicinae et 10 aux Formicinae. La variabilité de
résistance a la température quel que soit le dispositif est plus importante chez les
Formicinae que chez les Myrmicinae (les valeurs de ULT50 sont comprises entre 33 et 67°C
et entre 40 et 55°C respectivement). Chez les Formicinae aucune corrélation n’est

significative entre les différents dispositifs (plagque vs bain-marie: rs = 0,321, P = 0,551;

plaque vs four 1°C/min : rs = -0,127, P = 0,865 ; plaque vs four 0,5°C/min : rs = -0,067, P

0,865; bain-marie vs four 1°C/min: rs = 0,5, P = 0,465 ; bain-marie vs four 0,5°C/min : rs
0,418, P = 0,465 ; four 1°C/min vs four 0,5°C/min : rs = 0,43, P = 0,465). A l'inverse, la ULT50

des Myrmicinae est corrélée significativement entre tous les dispositifs (plague vs bain-
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marie : rs = 0,827, P = 0,009; plaque vs four 1°C/min: rs = 0,8, P = 0,01 ; plaque vs four
0,5°C/min : rs = 0,755, P = 0,013; bain-marie vs four 1°C/min: rs = 0,754, P = 0,013 ; bain-
marie vs four 0,5°C/min : rs = 0,718, P = 0,017 ; four 1°C/min vs four 0,5°C/min : rs=0,99, P =
0,001) (Fig. 7).
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Figure 8. Corrélation entre a) le temps de survie a long terme a 36°C (jours) et la température |étale supérieure
(ULT50) obtenue avec la plaque chauffante ; b) le temps de survie a long terme a 4°C (jours) et le temps de Chill
coma recovery time (min) pour différentes especes de fourmis. Les corrélations ont été réalisées par la
méthode de Spearman et les valeurs de p ont été ajustées selon la méthode du False Discovery Rate. Seules les
corrélations significatives sont affichées (P < 0,05).

Correlaciones entre a) el tiempo de supervivencia a largo plazo a 36°C (dias) y la temperatura letal superior
(ULT50) obtenida con la plancha; b) el tiempo de supervivencia a largo plazo a 4°C (dias) y el tiempo de Chill
coma recovery time (min) para las diferentes especies de hormigas. Las correlaciones se han calculado
utilizando el método de Spearman y los valores de p se han ajustado segun el método del False Discovery Rate.
Unicamente se visualizan las correlaciones significativas (P < 0,05).
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Résistance a long terme

La corrélation entre la ULT50 obtenue par la plaque chauffante et le temps de survie a 36°C a
long terme est significative pour les Formicinae (rs = -0,61, P = 0,01, n = 22) mais ne I'est pas
pour les Myrmicinae (rs = 0,029, P = 1, n = 14). Ainsi, chez les Formicinae, les especes qui
présentent la ULT50 la plus élevée résistent moins longtemps a 36°C. La corrélation entre le
chill coma recovery time et le temps de survie a 4°C n’est pas significative ni pour les
Formicinae (rs = -0,196, P = 0,345, n = 22) ni pour les Myrmicinae (rs = -0,136, P =1, n = 14)
(Fig. 8).
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Figure 9 Corrélation entre a) le temps de Chill coma recovery time (min) et la température |étale supérieure
(ULT50) obtenue avec la plaque chauffante ; b) le temps de survie a long terme a 4°C (jours) et le temps de
survie a long terme a 36°C (jours) pour différentes espéces de fourmis. Les corrélations ont été testées par la
méthode de Spearman et les valeurs de p ont été ajustées selon la méthode du False Discovery Rate. Aucune
des corrélations testées est significative (P < 0,05).

Correlaciones entre a) el tiempo de Chill coma recovery time (min) y la temperatura letal superior (ULT50)
obtenida con la plancha térmica; b) el tiempo de supervivencia a largo plazo a 4°C (dias) y el tiempo de
supervivencia a largo plazo a 36°C (dias) para las diferentes especies de hormigas. Las correlaciones se han
calculado utilizando el método de Spearman y los valores de p se han ajustado seguin el método del False
Discovery Rate. Ninguna de las correlaciones son significativas (P < 0,05).
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Résistance au chaud et au froid

Il n"existe pas de corrélation ni pour les Formicinae ni pour les Myrmicinea entre la
résistance au chaud et la résistance au froid et cela pour les méthodes a court terme (plaque
vs chill coma recovery time : Formicinae : rs = 0,32, P = 0,196, n = 24 ; Myrmicinae : rs = -
0,002, P =1, n = 14) et pour la méthode a long terme (survie a 4°C vs survie a 36°C:

Formicinae : rs = 0,243, P = 0,276, n= 22 ; Myrmicinae : rs = 0,352, P = 0,87, n = 14) (Fig. 9).

a)
70— Formicinae IWyrmicinae
bt 1C 26 Aph. gibbosa
— £ - -
[&) 65 _ 3 2
= El 2
a2 10¢ 25
5 60 - 1z
=2 1z
L. 14
@
€ 55 L
5 s
@ 14
£ 50 20
s 211
= 22
© 45 23
o 22
40 T T T T T T T 1
b)
55 -
5 50 2
[ &) — : ™
L - T I
2 . = =
[ 371 em 27
5‘ 38 18 .
. 45 4 [ ] " =
R 5 4
= [
] 5 L]
= 13
k= - {- *
o 40 36 ’
*
20
b
35 T T T T T 1

1 I
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3.5 4
Longueur du tibia (mm)

Figure 10. Corrélation entre la longueur du tibia (mm) et a) la température létale supérieure (ULT50) obtenue
avec la plaque chauffante; b) la température létale supérieure (ULT50) obtenue avec le bain marie pour
différentes especes de fourmis. Les corrélations ont été testées par la méthode de Spearman. Seules les
corrélations significatives sont affichées (P < 0,05).

Correlacion entre la longitud del tibia (mm) y a) la temperatura letal superior (ULT50) obtenida con la plancha;
b) la temperatura letal superior (ULT50) obtenida con el bafio maria para diferentes especies de hormigas. Las
correlaciones se han calculado utilizando el método de Spearman. Unicamente se visualizan las correlaciones
significativas (P < 0,05).
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Corrélation entre la ULT50 et la longueur du tibia

Il ny a pas de corrélation significative entre la longueur moyenne du tibia et la ULT50
obtenue par la plaque chauffante et le bain-marie ni pour les Myrmicinae (tibia vs plaque : r
= 0,489, P = 0,186, n = 13; tibia vs bain-marie : r; = 0,426, P = 0,225 ; n = 12 ) ni pour les
Formicinae (tibia vs plaque : r; =-0,617, P = 0,057, n = 15; tibia vs bain-marie : r; =- 0,188, P =
0,602 ; n = 10) (Fig. 10). Néanmoins, cette corrélation est significative pour les Formicinae
entre la longueur du tibia et la ULT50 obtenue avec la plaque avant d’appliquer la méthode
du False Discovery Rate (rs = -0,617, P = 0,014, n = 15). Elle reste non significative pour les
Myrmicinae (rs = 0,489, P = 0,093, n = 13). On observe que les espéces désertiques C.
rosenhaueri et C. velox (#10 et 12), en plus d’étre les plus grandes sont celles qui résistent le

plus a la chaleur avec la plaque chauffante alors que ce n’est pas le cas avec le bain-marie.

1. 4. Discussion

Nous avons révisé 57 articles publiés depuis 1934 afin de créer une base de données sur les
études utilisant différents tests de résistance a la température chez les fourmis. Auparavant,
Lutterschmidt & Hutchison, (1997a) avaient réalisé une révision et une critique sur
I'utilisation de la CTMax et de la Température Létale sans restriction taxonomique. Chez les
insectes, et principalement chez Drosophila melanogaster, plusieurs auteurs se sont penché
sur la problématique du choix du gradient dans la méthode dynamique (Terblanche et al.,
2007; Mitchell & Hoffmann, 2010; Santos et al., 2011), sur l'utilisation de différentes
mesures (Hoffmann et al., 1997; Berrigan, 2000; Hazell & Bale, 2011) et sur le choix des
points finaux ou « endpoints » (Folk et al., 2007). Chez les fourmis, si certains auteurs se sont
déja intéressés a I'effet du gradient pour la méthode dynamique (Hahn et al., 2008; Chown
et al., 2009; Ribeiro et al., 2012) notre étude est la premiére a récapituler I'ensemble des

protocoles présents dans la littérature pour ce type de tests.

1. 4. 1. Comparaison entre méthode dynamique et statique

La méthode dynamique est la plus utilisée dans la littérature. Les auteurs mettent en avant
sa pertinence d’un point de vue écologique puisque dans le milieu naturel les individus sont

soumis a une augmentation graduelle des températures (Rezende et al., 2011; Nguyen et al.,
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2014). Cependant cet argument est contestable pour les fourmis, comme il peut I'étre aussi
pour d’autres organismes, car souvent elles sont exposées a des changements brusques de
température. Par exemple, les fourmis du genre Cataglyphis, habitant des zones arides, vont
passer d’'une température de confort inférieure a 30°C a l'intérieur de leur nid, a une
température extréme dépassant les 50°C au sol lorsqu’elles sortent fourrager (Lenoir et al.,
2013), et cela en quelques secondes. De méme, I'hétérogénéité de certains habitats (milieu
forestier, par exemple) accompagnée du déplacement du soleil au cours de la journée,
conduisent a des conditions microclimatiques diverses auxquelles les individus peuvent étre

exposées soudainement (Pincebourde et al., 2007; Spicer et al., 2017).

D’un autre c6té, la méthode dynamique est plus longue que la statique ce qui a
forcément des conséquences sur les résultats observés. Ainsi, elle va favoriser
I'acclimatation des individus et permettre la mise en place de mécanismes physiologiques
comme l'expression d’Heat Shock Proteins (Hoffmann et al., 2003; Terblanche et al., 2007;
Chown et al., 2009; Nyamukondiwa & Terblanche, 2010; Sgrensen et al., 2013; Nguyen et al.,
2014). Néanmoins, la méthode dynamique peut aussi avoir un impact négatif sur I'état
nutritionnel ou I’hydratation des individus (Nguyen et al., 2014). De méme, pour les
différents gradients de température utilisés, plus le gradient est lent et plus les effets
d’autres facteurs peuvent biaiser I'étude (Rezende et al., 2011) conduisant a une sous-
estimation de la résistance a la température (Mitchell & Hoffmann, 2010). Le choix de la
température de départ va également jouer sur le temps de déroulement du test. Quant a la
méthode statique, le temps d’exposition est déterminé par I'expérimentateur de facon
arbitraire ainsi que le choix des températures testées. Ceci a son importance car plus le
temps d’exposition est long et plus les individus ont de chance de mourir, et plus la
température est élevée, plus les individus mourront rapidement. Ces choix vont ainsi
influencer les mesures recherchées. Afin de permettre la comparaison entre différentes
études, il serait donc souhaitable que ces parameétres soient déterminés au préalable par

consensus.

La plupart des auteurs emploient la CTMax comme mesure avec la méthode
dynamique mais ceci sous-entend que les observateurs soient qualifiés pour déterminer les
différents endpoints (Mitchell et al., 1993; Lighton & Turner, 2004) et que le dispositif

permette d’observer les individus sans encombre tout le long du test. En tout état de cause,
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I'acuité de I'expérimentateur peut avoir un grand impact sur ces mesures. C'est pour ces
raisons que dans notre étude nous avons choisi de mesurer I’'ULT50. En effet, déterminer
visuellement la mort des individus est plus objectif que déterminer les spasmes musculaires,
la paralysie ou encore la perte de coordination musculaire. Par ailleurs, 'ensemble de nos
dispositifs ne nous permettaient pas d’observer les individus en continu. Cependant il faut
garder a I'esprit que CTMax et ULT50 ne mesurent pas la méme chose : alors que la CTMax
correspond a la température létale écologique, c'est-a-dire, la température a laquelle les
individus ne peuvent plus échapper dans le milieu naturel aux conditions mortelles (Cowles
& Bogert, 1944; Schumacher & Whitford, 1974; Kay & Whitford, 1978), 'ULT50 est la

température létale physiologique a laquelle a réellement lieu la mort de I'individu.

Nos résultats montrent une corrélation entre la méthode dynamique (four) et la
méthode statique (plague chauffante et bain-marie) pour les espéces de la sous-famille des
Myrmicinae mais pas pour celles de la sous-famille des Formicinae. Nous retrouvons ce
méme résultat entre les deux gradients utilisés dans la méthode dynamique. Cette
différence entre les deux sous-familles est certainement due aux tubes employés pour
contenir les fourmis dans le bain-marie et le four. En effet, les Formicinae peuvent lancer des
jets d’acide en situation de stress, contrairement aux Myrmicinae, ce qui peut entrainer leur
mort dans un environnement confiné. Ce biais conduit a une sous-estimation de la ULT50. En
outre, les valeurs obtenues pour les Myrmicinae avec les deux gradients de température
sont quasiment les mémes, ce qui est contraire aux résultats obtenus chez d’autres insectes
comme chez la Drosophile (Overgaard et al., 2012), la mouche tsétsé (Terblanche et al.,
2007) ou encore chez la fourmi d’Argentine (Chown et al., 2009). Pour I'ensemble de ces
organismes, la résistance a la température est augmentée lorsqu’ils sont exposés a des
gradients plus rapides. Toutefois, Chown et al., (2009) ont utilisé dans leur étude sur la
fourmi d’Argentine deux gradients différents d’un facteur 10 (0,05°C min™ et 0,5°C min™)
alors que le notre ne varie que d’un facteur 2 ce qui n’est peut-étre pas suffisant pour
observer des différences. Nous avons également vu que la variabilité chez les Formicinae est
plus importante que chez les Myrmicinae ce qui peut étre lié a la plus grande diversité
géographique de ces premiéres: chez les Formicinae nous avons testé des espéces en
provenance de climats tempéré, désertique, méditerranéen et tropical, tandis que chez les

Myrmicinae nous avons uniquement testé des especes de climats tempéré et
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méditerranéen. Ces premiers résultats nous indiquent deux choses : 1) le choix du dispositif
devra étre fait en fonction des especes étudiées (Myrmicinae ou Formicinae); 2) au moins
pour les Myrmicinae, ces méthodes sont corrélées entre elles, et donc les différences de

résistance entre especes sont les mémes quel que soit la méthode utilisée.

1. 4. 2. Comparaison entre dispositifs pour la méthode statique

Les résultats obtenus avec nos deux dispositifs utilisés dans la méthode statique (plaque
chauffante et bain-marie) sont corrélés pour les Myrmicinae mais pas pour les Formicinae,
certainement pour la méme raison que nous avons expliquée précédemment. Les ULT50
estimées sont supérieures avec la plaque chauffante qu’avec le bain-marie. En effet, ces
deux dispositifs produisent deux types de chaleurs différentes : tandis que la plaque génére
des couches thermiques (plus on s’éloigne de la surface et moins il fait chaud), le bain-marie
crée un environnement thermique uniforme. Kaspari et al., (2015) ont trouvé une
corrélation entre la taille des individus et la résistance a la température mesurée avec une
plaque chauffante tandis qu’il n’y en a pas lorsque le test est réalisé avec un bain-marie. La
raison est que, comme nous l'avons indiqué dans l'introduction générale (p. 34), plus les
individus sont grands et mieux ils résistent a la chaleur (Cerda & Retana, 1997a; Hurlbert et

al., 2008; Sommer & Wehner, 2012; Kaspari et al., 2015; Boulay et al., 2017).

Contrairement aux résultats de Kaspari et al., (2015), nous n’obtenons pas de
corrélation entre la longueur du tibia et la résistance a la température mesurée avec la
plague chauffante. En revanche, les fourmis présentes dans les régions arides du genre
Cataglyphis présentent les plus longues pattes et la plus haute ULT50. En effet, ce type
d’adaptation morphologique prend tout son sens pour des especes exposées dans leur
milieu naturel a des températures extrémes. Il serait néanmoins intéressant de corriger nos
résultats en tenant compte de la phylogénie car les ULT50 des espéces appartenant a un
méme genre sont trés similaires. Pour le moment, la relation phylogénétique entre les

espéeces étudiées est encore mal connue.

Tout comme la taille, d’autres caractéres morphologiques peuvent affecter la
résistance a la température. La couleur peut notamment avoir un effet important sur la
réflexion de chaleur. On peut s’attendre par exemple que les fourmis rouges résistent mieux

aux fortes températures que les fourmis noires. Spicer et al., (2017) ont déja montré que des
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fourmis peintes en blanc cumulent moins de chaleur que des fourmis peintes en noir.
Cependant, le choix de la couleur dans cette étude n’est pas pertinent car on ne trouve pas

de fourmis blanches dans la nature.

1.4. 3. Long terme et court terme

La corrélation entre les mesures de résistance au chaud a court et a long terme est négative
pour les Formicinae mais n’est pas significative pas pour les Myrmicinae. Comme pour le
bain-marie, I’environnement thermique dans I'étuve est uniforme contrairement a la plaque
et donc ici aussi, les avantages morphologiques comme les plus longues pattes de certaines
especes peuvent favoriser la résistance a la température sur la plaque mais pas dans I'étuve.
En outre, une plus grande proportion en hydrocarbures cuticulaires linéaires et saturés
(Gibbs & Pomonis, 1995) vont favoriser la résistance a la dessiccation ce qui est étroitement
lié a la résistance a la température (voir Introduction générale p. 36). Cependant, |'eau
présente dans les tubes introduits dans I'étuve limite les pertes en eau. D’autres adaptations
comme la production de Heat shock proteins lors d’'une exposition a des températures
élevées vont également favoriser la tolérance thermique des individus (Neven, 2000). L’effet
bénéfique de ces Heat shock proteins n’est néanmoins utile qu’a court terme car lors d’une
longue exposition a des températures élevées les dommages excédent la fonction
protectrice de ces protéines (Neven, 2000). Une forte teneur en phosphore peut aussi
favoriser la résistance aux températures extrémes (Kaspari et al., 2016). Une possible
différence dans la teneur en phosphore proviendrait des différents régimes alimentaires de
nos especes. Cet élément pourrait agir au niveau des ribosomes lors de I'activation des Heat
shock proteins et/ou agir au niveau métabolique. L’absence de corrélation pour le groupe
des Myrmicinae est peut étre due au fait qu’on a testé beaucoup plus de genres différents
qgue pour les Formicinae (pour les premiéres on a 9 genres pour un total de 14 espéces alors
qgue pour les deuxiémes on a 6 genres pour 22 espéces dont 14 appartenant uniquement a
deux genres). Le fait que la plus grande partie des Formicinae soient phylogénétiquement

proches favorise la corrélation.

La résistance au froid a court et long terme n’était pas corrélée. Plusieurs réponses
physiologiques qui se succédent lors d’une exposition au froid avant d’atteindre le Chill coma

(Macmillan & Sinclair, 2011) et une longue exposition peut favoriser la mise en place de
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mécanismes physiologiques de protection (Somme, 1999) contrairement a une exposition de
courte durée. Cependant, lorsqu’on regarde la distribution des especes le long de I'axe Y,
c'est-a-dire, le long de I'axe de résistance au froid a long terme, elle correspond avec
I'origine des especes aussi bien pour les Formicinae que pour les Myrmicinae. Ainsi, les
espéces qui se trouvent au-dessus de 0, c'est-a-dire, celles qui résistent le plus au froid, sont
les especes originaires de zones tempérées, tandis que les especes qui se trouvent en
dessous de 0 et qui donc résistent le moins au froid, sont les espéces tropicales. Souvent les
variations de résistance au froid interspécifiques correspondent aux variations climatiques
observées le long de gradients latitudinaux et altitudinaux alors que ceci n’est toujours pas le

cas pour la résistance au chaud (Addo-Bediako et al., 2000; Bishop et al., 2017).

1. 4. 4. Résistance au chaud et au froid

La résistance au chaud et la résistance au froid ne sont pas corrélées que ce soit pour les
méthodes a court terme (plaque chauffante et chill coma recovery time) ou a long terme. A
I’égal de ce qui a été observé chez d’autres insectes comme la Drosophile (Sgrensen et al.,
2015), il n’existe pas de compromis ou trade-off entre ces deux résistances. Bishop et al.,
(2017) ont trouvé que la CTMin des fourmis le long d’un gradient altitudinal varie
significativement contrairement a la CTMax. De méme, il n’existe pas de corrélation entre
ces deux mesures dans une communauté de fourmis de forét (Kaspari et al., 2015). En effet,
ni les mécanismes physiologiques (Neven, 2000; Macmillan & Sinclair, 2011) ni les bases
génétiques (Hercus et al., 2000; Anderson et al., 2005) sous-jacents ne sont les mémes dans

les réponses au chaud et au froid.

Le protocole utilisé dans I’étude du chill coma recovery time (Angilletta et al., 2007;
Boyles et al., 2009) présente tout de méme quelques défaillances : certains individus qui
sont completement récupérés suite a I'exposition au froid ne se décident pas a sortir du
cercle et restent sur place tandis que d’autres qui n’arrivent pas a se mettre debout sortent
du cercle car ils roulent sur eux-mémes. C’'est pour cela qu’il serait plus judicieux de prendre
un autre point de référence comme par exemple le temps que l'individu prend a se mettre

en position debout.
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1.4.5. Autres mesures

D’apres la révision bibliographique, nombreuses sont les mesures a étre définies par
plusieurs points finaux ou endpoints. Certains auteurs se sont déja interrogés sur
I’équivalence de ces différents points aussi bien chez les vertébrés (Lutterschmidt &
Hutchison, 1997b) que chez les insectes, en particulier chez la Drosophile (Hoffmann et al.,
1997; Berrigan, 2000; Folk et al., 2007; Hazell & Bale, 2011). Ces études montrent qu’il n'y a
pas de corrélation entre ces différents indexes. Par conséquent, le choix des endpoints est
crucial lors des études de résistance a la température. En effet, les genes impliqués dans les
différentes réponses que I'on peut observer ne sont pas forcément les mémes (Hoffmann et
al., 1997; Berrigan, 2000). De plus, comme on a déja pu le dire précédemment, déterminer
ces différents indexes va dépendre de la qualification de I'observateur a les distinguer ce qui
peut introduire un biais entre les différentes études. Des dispositifs comme le thermo-
respirometre (Lighton & Turner, 2004) ou le potentiometre (Francke et al., 1986; Cannon &
Fell, 1992; James et al., 2002; Hahn et al., 2008) vont permettre de déterminer des mesures

plus objectives comme |'ouverture des spiracles caractéristique de la CTMax.

1. 5. Conclusion

Il existe dans la littérature un grand nombre de méthodes, mesures et dispositifs utilisés
dans les tests de résistance a la température chez les fourmis. Pour que les résultats soient
comparables, il faudrait fixer un protocole standard. Cependant, le choix de celui-ci dépend
de l'espece d’étude et de la question posée. De plus, il faut tenir compte de I'aspect
logistique et notamment du temps et du nombre d’individus nécessaire a la réalisation des
tests : la méthode dynamique peut étre avantageuse en termes d’échantillonnage mais en
fonction du gradient choisi elle peut s’avérer longue. Il faut également garder a I'esprit que
des facteurs intrinseques aux individus peuvent influencer la résistance a la température
comme I'dge ou I'état nutritionnel (Bowler & Terblanche, 2008; Nguyen et al., 2014).
Comprendre exactement les résultats obtenus avec une méthode ou une autre aidera a
mieux connaitre la tolérance thermique des espéces et a réaliser des prévisions plus précises
sur leur distribution dans un contexte de changement climatique. Par ailleurs, ces

divergences méthodologiques rendent les études macro écologiques qui utilisent les
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données de résistance a la température présentes dans la littérature pour faire des

comparaisons a grande échelle difficiles a interpréter.
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La plasticité phenotypique :
Meécanisme de réponse clé face au
stress thermique
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Prélogo

Este capitulo ha sido objeto de mi primer articulo « Is phenotypic plasticity a key mechanism
for responding to thermal stress in ants? » publicado en la revista The Science of Nature. En
este estudio hemos testado el efecto de cuatro temperaturas (20, 24, 28 o 32°C) sobre el
desarrollo y la resistencia a la temperatura de los adultos de Aphaenogaster senilis. Los
resultados muestran una velocidad de desarrollo nula a 20°C y que aumenta a temperaturas
mas altas. Ademas, los adultos son de menor tamafo cuando la temperatura aumenta. En
los tests de resistencia a la temperatura, las hormigas criadas a 28 y 32°C tienen una
temperatura letal 2°C superior a la temperatura letal de las hormigas criadas a 24°C. De este
modo, las hormigas criadas a altas temperaturas son mas termoresistentes a pesar de su
menor tamafio. A. senilis mediante el mecanismo de plasticidad fenotipica puede ajustar
rapidamente su resistencia a la temperatura en respuesta a las condiciones ambientales y
esto, independientemente de adaptaciones morfoldgicas. Este mecanismo puede ser

especialmente importante en el contexto actual de cambio climatico.
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Avant-propos

Ce chapitre a fait 'objet de mon premier article « Is phenotypic plasticity a key mechanism
for responding to thermal stress in ants? » publié dans le journal The Science of Nature. Dans
cette étude nous avons testé I'effet de quatre températures (20, 24, 28 ou 32°C) sur le
développement et la résistance a la température des adultes chez Aphaenogaster senilis.
Nos résultats montrent une vitesse de développement nulle a 20°C et qui augmente aux
températures plus élevées, avec une production d’adultes de plus petite taille lorsque la
température augmente. Lors des tests de résistance a la température, les fourmis élevées a
28 et 32°C présentent une température létale de 2°C supérieure a celle des fourmis élevées
a 24°C. Ainsi, les fourmis élevées a hautes températures sont plus thermorésistantes malgré
leur plus petite taille. A. senilis par le mécanisme de plasticité phénotypique peut ajuster
rapidement sa résistance a la température en réponse aux conditions locales et cela
indépendamment des adaptations morphologiques. Ce mécanisme peut étre

particulierement important dans le contexte actuel de réchauffement climatique.

Article : Is phenotypic plasticity a key mechanism for responding to
thermal stress in ants?
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Abstract Unlike natural selection, phenotypic plasticity al-
lows organisms to respond quickly to changing environmental
conditions. However, plasticity may not always be adaptive.
In insects, body size and other morphological measurements
have been shown to decrease as temperature increases. This
relationship may lead to a physiological conflict in ants, where
larger body size and longer legs often confer better thermal
resistance. Here, we tested the effect of developmental tem-
perature (20, 24, 28 or 32 °C) on adult thermal resistance in
the thermophilic ant species Aphaenogaster senilis. We found
that no larval development occurred at 20 °C. However, at
higher temperatures, developmental speed increased as ex-
pected and smaller adults were produced. In thermal resistance
tests, we found that ants reared at 28 and 32 °C had half-lethal
temperatures that were 2 °C higher than those of ants reared at
24 °C. Thus, although ants reared at higher temperatures were
smaller in size, they were nonetheless more thermoresistant.
These results show that A. senilis can exploit phenotypic plas-
ticity to quickly adjust its thermal resistance to local condi-
tions and that this process is independent of morphological
adaptations. This mechanism may be particularly relevant giv-
en current rapid climate warming.
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Introduction

Predicting species’ responses to global warming is one of the
major challenges in ecology and evolutionary biology. Under
climate change, species are expected to either modify their
distributions (Parmesan et al. 1999), acclimate (Somero
2010) or adapt to new environmental conditions through nat-
ural selection (Hoffmann and Sgro 2011). If species cannot
adopt one of these solutions, they are likely to rapidly go
extinct. There are numerous examples in the literature of nat-
ural populations responding to global warming with pheno-
typic changes, but debate exists over whether such changes
are caused by natural selection or phenotypic plasticity
(Merild and Hendry 2014). Unlike natural selection, which
acts over long time spans, phenotypic plasticity allows an
organism to quickly respond to environmental conditions
without relying on genotypic modifications. Phenotypic plas-
ticity may therefore be particularly relevant in the context of
rapid global warming (Chown et al. 2007; Berg et al. 2010).
However, its utilisation by non-model organisms is largely
unknown and probably underestimated.

Ants abound in almost all terrestrial ecosystems, where
they serve important ecological functions. As ectotherms,
their physiological performance is directly dependent on en-
vironmental temperatures, and they may be among the species
with the greatest sensitivity to global warming. Temperature
strongly affects many features of ant behaviour, ontogeny and
ecology. For example, when faced with extreme temperatures,
ants alter daily and seasonal foraging activity as well as prey
choice (Traniello et al. 1984; Marsh 1985; Fernandez-
Escudero and Tinaut 1998; Amor et al. 2011; Jayatilaka
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et al. 2011). Moreover, in hot habitats, there is a shift towards
solitary foraging since high temperatures limit the efficacy of
trail pheromones (van Oudenhove et al. 2011, 2012).
Temperature is also a major structuring factor at the commu-
nity level (Andersen 1995; Bestelmeyer 2000; Retana and
Cerdd 2000; Wittman et al. 2010). In particular, in
Mediterranean regions, behaviourally dominant species are
often heat intolerant and risk averse, while behaviourally sub-
ordinate species tend to be heat tolerant and risk prone (Cerda
et al. 1998). Thus, species-specific differences in thermotoler-
ance allow local coexistence via temporal niche partitioning:
dominant species are active at dawn and dusk, whereas sub-
ordinate species are active around midday. In turn, this pattern
has major consequences for ant interactions with other taxa,
including plants (Boulay et al. 2007a, 2009a).

Thermophilic ants have numerous adaptations that allow
them to cope with elevated temperatures (Boulay et al.
2017), including the enhanced synthesis of heat-shock pro-
teins (Gehring and Wehner 1995; Slipir’lski et al. 2015), low
metabolic rates and limited cuticular transpiration (Gibbs and
Pomonis 1995; Cerda and Retana 2000). In addition, in-
creased body size may greatly improve heat resistance
(Cerda and Retana 1997; Clémencet et al. 2010). First, since
larger insects tend to have lower surface area-to-volume ratios,
larger workers have lower desiccation rates than do small
workers (Lighton and Feener 1989; Hood and Tschinkel
1990; Kaspari 1993). Second, Lighton et al. (1994) reported
that larger ants can store more water. Third, body size is pos-
itively associated with maximum foraging time (Lighton and
Feener 1989) and foraging temperature (Rissing and Pollok
1984). Long-legged ants can distance their bodies from hot
surfaces and can run faster, which enhances convective
cooling (Hurlbert et al. 2008; Sommer and Wehner 2012).

In this study, we analysed how the temperatures experi-
enced by larvae and pupae affected thermal resistance in
adults in the thermophilic species Aphaenogaster senilis
(Hymenoptera: Formicidae). To date, this question has re-
ceived little attention in ants. In Camponotus rufipes,
Weidenmiiller et al. (2009) showed that pre-imagos exposed
to warmer temperatures had higher temperature response
thresholds and temperature preferences as adult brood-
tending workers. However, insect developmental time is
known to be shorter when temperatures are higher and the
result is smaller adults (Atkinson 1994; Forster and Hirst
2012). In ants, morphological traits present a high degree of
phenotypic plasticity (Purcell et al. 2016) and high tempera-
tures have also been reported to reduce developmental time
(Brian 1973; Porter 1988; Southerland 1988; Abril et al.
2010). This situation could lead to a physiological conflict,
in which warmer developmental temperatures actually reduce
adult thermal resistance by decreasing the average adult body
size or by increasing its variance. To test this hypothesis, we
examined how temperature affected developmental speed in
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larvae and then measured the size and thermal resistance of the
resulting adults.

Materials and methods
Model system

Aphaenogaster senilis is a thermophilic ant found in the west-
em Mediterranean basin (Cagniant and Ledoux 1974). It is
strictly monogynous (Boulay et al. 2007b), and its nests con-
tain an average of 1260 + 69 monomorphic workers (Boulay
et al. 2010). Fifty-seven colonies were collected in Dofiana
National Park (37° 1" N, 6° 33" W, Huelva Province, SW
Spain) from November 2009 to March 2014. They were all
maintained in the same rearing room at 23 + 2 °C, given ad
libitum access to water and fed twice a week with sliced meal-
worms (Tenebrio molitor).

Experimental design

A total of 72 experimental groups were created; each
contained 150 workers and 20 first-instar larvae. Forty-two
of the field-collected colonies were used to create one exper-
imental group each. The other 15 colonies were large enough
to create two experimental groups each. The experimental
groups were kept in artificial nests in glass tubes (diameter x
length 2 % 20 cm) half-filled with water behind a cotton plug.
The nests were connected to foraging arenas (length x width x
height 18 x 11.5 x 7.5 cm), whose walls were covered in
Fluon to prevent the ants from escaping. The experimental
groups were kept in environmental chambers at 20, 24, 28
or 32 °C (18 experimental groups per condition). They were
maintained in complete darkness and fed a diced mealworm
twice weekly. Experimental groups created from the same
colonies were assigned to different treatments.

Data measurements

The number of larvae that reached the pupal stage and the
number of pupae of each caste (worker, male or queen) were
recorded every 3 days for 103 days. A picture of each pupa
was taken, and its body length was measured to the nearest
0.005 mm using ImageJ software (Schneider et al. 2012). New
pupae were transferred into round plastic containers (diameter
x height 8.5 x 4 cm); they were cared for by ten workers,
which were marked with a dot of paint on their gasters to
distinguish them from newly emerged workers. The boxes
were connected to a glass tube (diameter x length
2 x 20 cm) half-filled with water behind a cotton plug. The
number of pupal eclosions and the survival of the callows over
their first 2 weeks of life were recorded. Pupae and callows
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were kept at the same treatment temperature as larvae (20, 24,
28 or 32 °C).

The thermal resistance of the callows was estimated using
half-lethal temperatures (hereafter, LT50). Randomly chosen
ants from the same colony and temperature treatment were
placed in groups of four on an electric Plactronic Selecta hot
plate set to 48 °C; they remained on the hot plate for 10 min.
The number of ants that died was recorded. Then, the hot plate
temperature was increased by 1 °C, and the test was repeated
using another group of ants. The procedure was repeated ten
times in total (i.e., until the temperature reached 57 °C). At the
end of each test, all the ants, whether dead or alive, were put in
70% alcohol until further morphological measurements could
take place. For each worker, two traits were measured using
Image] software: mesosoma length in profile when the ant
was in an extended position and right hindleg length (from
femur to tarsus). We then also calculated the ratio between
mesosoma length and hindleg length (hereafter, mesosoma/
leg length ratio).

Data analysis

The data were analysed using R (RStudio-Team 2016). A
series of generalised linear mixed models (GLMMs) were
fitted to the data using the LME4 and lmerTest packages
(Bates et al. 2015; Kuznetsova et al. 2015). In all the
GLMMs, colony identity and the year of colony collection
were included as random factors. Pairwise comparisons were
performed using the relevel function in the stats package
(RCore-Team 2015). First, we tested the effect of develop-
mental temperature on the numbers of worker pupae produced
(model 1; Poisson link function) and on the time to pupation
(model 2: Gaussian link function). Then, we tested whether
developmental temperature affected the probability that work-
er pupae reached eclosion (model 3; binomial link function)
and that callows survived at least 2 weeks (model 4; binomial
link function). The homogeneity of variance of pupae and
callow worker morphological traits among temperature treat-
ments was tested with the Levene’s test. Since the variance of
pupae length was significantly different (see below), we tested
whether developmental temperature affected pupae length
using a Kruskal-Wallis and a Dunn’s post hoc test
(Bonferroni-adjusted for multiple comparisons). The variance
of callow worker morphological traits did not differ among
treatments. Thus, we tested whether developmental tempera-
ture affected callow mesosoma length, leg length and the
mesosoma/leg length ratio (models 5 to 7; Gaussian link
function).

The results of the thermal resistance tests (death or surviv-
al) were analysed using a model where developmental tem-
perature and hot plate temperature were explanatory variables
(model 8; binomial link function). LT50s and their standard
errors were estimated for each temperature treatment using the

dose.p function in the MASS package (Venables and Ripley
2002). We also determined, for each developmental tempera-
ture, whether the probability of death at a given temperature
depended on mesosoma length, leg length or the mesosoma/
leg length ratio (models 9 to 11, binomial link function).
Unless otherwise mentioned, model-adjusted means were ob-
tained and standard errors were calculated from the parameter
estimates (Littell et al. 1996).

Results

The effect of temperature on ant development
and survival

Across all treatments, most of the pupae belonged to the work-
er caste (66, 85, 91 and 98% at 20, 24, 28 and 32 °C, respec-
tively). Significantly more worker pupae were produced at 32
and 28 °C than at 24 °C (model 1: 735,54 = —2.63,
P = 0.0085; z53 54 = —2.36, P = 0.018) and 20 °C
(model 1: 235, 59 = —6.23, P < 0.0001; 2,5 59 = —6.05,
P < 0.0001) and at 24 °C than at 20 °C (model 1: z,,
20=—5.34, P < 0.0001). There was no significant difference
between 28 and 32 °C (model 1: z28-32 = 0.55, P = 0.5811)
(Fig. 1a). The numbers of males produced were 1 at 20 °C,
16 at 24 °C, 11 at 28 °C, and 2 at 32 °C. Only three queen
pupae were produced: 2 at 28 °C and 1 at 32 °C.

Larval developmental times differed significantly among
temperature treatments. Worker pupae were produced signifi-
cantly faster at 32 and 28 °C than at 24 and 20 °C (model 2:
3224 = 11.26, P < 0.0001; #3520 = 6.23, P < 0.0001; £25
24 = 11.69, P < 0.0001; t3 20 = 6.05, P < 0.0001) and at
24 °C than at 20 °C (model 2: trp_»4 = —2.26, P = 0.024).
However, there was no significant difference between 28
and 32 °C (model 2: t3555 = —0.71, P = 0.48) (Fig. 1b).

Because there was a general failure to develop at 20 °C, this
temperature was excluded from further analyses. There was
no significant difference in the proportion of worker pupae
that reached eclosion among the temperature treatments (mod-
el 3: 254 53 =—0.68, P =049; 2,4 3o =—1.59, P=0.11; 255
32 = —0.98, P = 0.33). However, the mortality of callow
workers was significantly higher at 28 and 32 °C than at
24 °C (model 4: zy4 ¢ = 2.83, P = 0.005; 254 3, = 3.03,
P =0.002) (Fig. 2). Few males and queens eclosed: one male
emerged at 24 °C, two males and one queen emerged at 28 °C
and one male emerged at 32 °C.

The effect of temperature on pupal and adult morphology
Only worker pupae were measured since almost no males or
queens were produced. The variance of pupae length was

significantly greater at 28 °C than at 24 and 32 °C (Levene’s
test: 24-28: Fy; = 5.29, P = 0.022; 32-28: F,; = 8.36,
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Fig. 1 Number of worker pupae produced (a; mean + SE) and time to
pupation (in days) for workers (b: mean + SE) reared at four different
temperatures. The different letters indicate significantly different means
(P <0.05)
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Fig. 2 Mortality (%; mean + SE) of callow workers reared at four
different temperatures. The different letters indicate significant
differences (P < 0.05). There was no data for the 20 °C treatment
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treatments (X2 = 4454, df = 2; P < 0.0001). Worker pupae
reared at 24 °C were significantly longer than those reared at
28 and 32 °C (Fig. 3; P54 23 < 0.0001; P, 3, = 0.0001). The
length of worker pupae reared at 28 and 32 °C was not signif-
icantly different (Pg 3, = 1).

The variance of callow worker morphological traits did not
differ among treatments (mesosoma: F; , = 1.20, P=0.3; leg:
F;, =1.04, P = 0.35; mesosoma to leg length ratio:
Fy>=1.77, P=0.17). Callow workers reared at 24 °C had
longer mesosomas than callow workers reared at 28 and 32 °C
(model 5: th4 25 = —2.54, P =0.02; tr4 30 = —2.81, P = 0.01).
The mesosomas of callow workers reared at 28 and 32 °C did
not significantly differ in length (model 5: ty5-
32 = —0.368, P = 0.71). Leg length was similar among
treatments (model 6: F> 45 = 1.24, P = 0.299). However,
callow workers reared at 24 and 28 °C had greater
mesosoma/leg length ratios than callow workers reared
at 32 °C (Fig. 4; model 7: th43> = —3.21, P = 0.001;
g 3> = —2.13, P = 0.035). There was no difference
between 24 and 28 °C (model 8: 4,5 = —1.04,
P= 0:3).

2
2

Thermal resistance

Temperature treatment had a major effect on adult thermal
resistance. Ants reared at 24 °C were significantly less resis-
tant to thermal stress than those reared at 28 and 32 °C (Fig. 5;
model 8: Zr4-28 = “3.87, D= 00001, Zy4-32 = —3.59;
P = 0.0003). The LT50s for ants reared at 24, 28 and 32 °C
were 50.55 + 0.27, 52.47 + 0.21 and 52.22 + 0.3 °C, respec-
tively. Within treatments, the thermal resistance of callow
workers was not significantly related to any of the morpho-
logical measurements (models 9-11; Supplementary Material,
Tables S1, S2 and S3).
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Fig. 3 Length of worker pupae reared at four different temperatures. In
the boxplots, the boxes indicate the inter quartiles (Q1. Q3) and central
lines within the boxes indicate median. The different letters indicate
significant differences between treatments (P < 0.05)
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Fig. 4 Mesosoma/leg length ratio (mean + SE) of callow workers reared
at three different temperatures

Discussion

The results of our study show that variation in temperature
experienced during development and the early adult life can
result in significant plasticity in ant development and thermal
resistance. Higher rearing temperatures enhanced develop-
mental success and reduced both developmental duration
and callow size. As a consequence, when larvae and pupae
were reared at higher temperatures, they produced smaller
callows. However, smaller workers were more thermoresistant
than larger workers and, within temperature treatments, there
was no relationship between body size and thermal resistance.
These results show that A. senilis has a tremendous capacity to
adjust its thermal resistance based on local conditions.
Development was limited at low temperatures: at 20 °C,
almost no brood developed, even over a relatively long period
oftime. Similar temperature constraints have been observed in
Solenopsis invicta (Porter 1988), Linepithema humile (Abril
et al. 2010) and Aphaenogaster rudis (Southerland 1988). In
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Fig. 5 Half-lethal temperatures (+SE; °C) for callow workers reared at
three different temperatures

nature, workers move larvae within the nest, placing them at
the temperature that most favours development (Holldobler
and Wilson 1990; Anderson and Munger 2003). For example,
in early spring, A. senilis workers place the pupac just below
the ground surface, where temperatures are warmest. Our re-
sults suggest that the optimum developmental temperature for
A. senilis is approximately 30 °C, which is similar to that of
species such as Camponotus mus (Roces and Nunez 1989)
and S. invicta (Porter and Tschinkel 1993). The high rates of
pupal survival at all temperatures indicates that this develop-
mental phase was the most resistant to temperature variation.

Most pupae were workers, but a few males and queens
were also produced. Some males could be the progeny of
workers. Indeed, Boulay et al. (2009b) found that A. senilis
workers in orphaned groups laid eggs that yielded males and
that male production increased about 3 months after orphan-
ing, which is the duration of our study. Villalta et al. (2015)
further reported that only a small proportion of individuals laid
eggs and that this proportion decreased with group size. In our
study, adult workers mortality may have impacted the number
of egg-laying workers, especially at high temperature treat-
ments which is known to reduce since worker longevity
(Calabi and Porter 1989). Morcover, the higher temperatures
could have directly inhibited worker laying capacity or have
enhanced egg death, as in L. humile (Abril et al. 2010).
Regarding queens, only three were produced across all treat-
ments. In A. senilis, queens form from young bipotent larvae
that, until the second instar, can develop into either queens or
workers, depending on their social environment (Boulay et al.
2009b). Low queen production may have been due to a greater
mortality rate of the workers that cared for the larvae since
queen production increases with group size (Ruel et al. 2012).

Ants reared at higher temperatures had greater thermal re-
sistance. The LT50 of callow workers reared at 24 °C was
about 2 °C lower than the LT50 of callow workers reared at
28 and 32 °C. However, higher temperatures speeded up de-
velopment and, consequently, decreased pupa size, as is usu-
ally the case in insects (Atkinson 1994; Forster and Hirst
2012). In callow workers, mesosoma length decreased with
rearing temperature, whereas leg length was not significantly
affected. Thus, the mesosoma/leg length ratio decreased with
temperature: workers reared at higher temperatures had longer
legs relative to the length of their mesosomas than did workers
reared at cooler temperatures. These results suggest that the
greater thermal resistance of workers reared at higher temper-
atures did not result from morphological differences. This
finding contrasts with what was observed in Cataglyphis de-
sert ants, where larger workers resisted heat shocks longer
than did smaller workers (Cerdda and Retana 1997;
Clémencet et al. 2010). Indeed, a non-morphological mecha-
nism or mechanisms may be in play. Traits that could be
sufficiently plastic in response to variable rearing tempera-
tures include heat-shock protein synthesis, metabolic rate,
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and/or cuticular hydrocarbon synthesis. All three factors are
known to be involved in generating thermal resistance in other
ants.

Given the advent of global warming, it is crucial to under-
stand how species will respond to increasing temperatures;
ectotherms are of particular interest since, unlike endotherms,
their physiology is highly dependent on ambient temperatures
(Huey and Stevenson 1979; Angilletta et al. 2002).
Developmental plasticity could provide a quick and relatively
straightforward solution to climate change. As this study high-
lights, only one generation is necessary to respond to changes
in ambient temperatures. This is similar to what has been
found in other insects. For example, developmental tempera-
ture determines the probability of surviving to a heat shock in
fruit flies Drosophila melanogaster (Forster and Hirst 2012).
It also affects cold tolerance in the butterfly Lycaena tityrus
(Zeilstra and Fischer 2005). Alternative solutions, such as the
colonisation of new geographical regions with favourable
habitats (Root et al. 2003; Chen et al. 2011) or the emergence
of better performing genotypes via natural selection
(Hoffmann and Sgro 2011), are also possible but would take
much longer. Phenotypic plasticity allows species to be more
tolerant of changes in environmental conditions (Ghalambor
et al. 2007), either by allowing species to deal with new envi-
ronmental conditions and thus persist long enough to adapt
(Pigliucci 2001) or by facilitating evolution through genetic
assimilation (Waddington 1953; West-Eberhard 2005).
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Variations altitudinales dans la
resistance a la température chez une
fourmi thermophile
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Resumen

La temperatura afecta directamente a numerosos rasgos de historia de vida de la hormigas,
tanto comportamentales como a nivel de su desarrollo, lo cual conlleva a su vez
consecuencias a nivel ecoldgico. Las especies con una amplia distribucion geografica toleran
diferentes condiciones ambientales, lo cual puede conducir a cambios evolutivos. Cuando las
condiciones son favorables, la seleccidon natural actia sobre distintas poblaciones facilitando
la fijacion de diversos rasgos adaptativos. En las hormigas, debido a su dependencia de la
temperatura, se espera que los rasgos involucrados en la resistencia térmica estén
sometidos a una fuerte seleccion. A diferencia de la seleccién natural, la plasticidad
fenotipica constituye un mecanismo extremadamente rapido que permite a los individuos
ser mas tolerantes frente a las variaciones medioambientales. En este tercer capitulo hemos
realizado un estudio sobre la hormiga termdfila Aphaenogaster iberica a lo largo de un
gradiente de 100 a 2000 m de altitud en Sierra Nevada (Granada). Hemos realizado una serie
de andlisis comportamentales, fisioldgicos, morfolégicos y moleculares con el fin de
determinar variaciones altitudinales en los rasgos implicados en la resistencia a la
temperatura. Los datos recolectados en la campaiia de campo han puesto en evidencia una
plasticidad comportamental: las obreras de media altitud (ahi donde la temperatura del
suelo puede superar los 70°C), presentan su maxima actividad a temperaturas mas elevadas
gue las obreras de baja y alta altitud. En condiciones de laboratorio, las obreras de media
altitud resisten mejor al calor que las de baja y alta altitud. Sin embargo no parece haber una
adecuacién entre las condiciones medioambientales y los datos morfoldgicos. El estudio
metabdlico muestra que las hormigas de media y alta altitud presentan un metabolismo mas
alto, sin embargo, son las hormigas de baja altitud las mas sensibles a un aumento de las
temperaturas. El estudio genético a lo largo del gradiente altitudinal (con ocho
microsatélites polimérficos y un marcador mitocondrial (COl)) muestra una estructuracion

genética que puede contribuir a explicar las diferencias fenotipicas sefaladas anteriormente.
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Introduction

Dans I'Introduction générale nous avons parlé de ces espéces qui par leur distribution
le long de larges gradients altitudinaux ou latitudinaux sont exposées a des conditions
environnementales variables (voir p. 36). Ce cas de figure peut conduire a de I'adaptation
locale ou a de la plasticité phénotypique des traits augmentant la résistance a la
température. Chez les fourmis, de par leur dépendance a la température, on s’attend a ce
que les traits impliqués dans la résistance aux conditions climatiques soient soumis a une

forte sélection.

L'objectif de la troisieme partie de ma thése a été de déterminer les variations
phénotypiques dues aux conditions environnementales le long d’un gradient altitudinal chez
une espéce thermophile, Aphaenogaster iberica (Hymenoptera : Formicidae). L'étude est
menée en région méditerranéenne ou le biotope de haute altitude se caractérise par un taux
de radiation trés important et un taux d’humidité trés bas. L'amplitude thermique
journaliére est supérieure a celle des montagnes situées plus au nord, et le taux de
précipitations lors de la saison estivale est similaire a celui des environnements arides.
Cependant, la montagne méditerranéenne differe des déserts chauds par un contraste
thermique entre la surface du sol, l'air beaucoup plus extréme et des températures
nocturnes beaucoup plus basses (Ferndandez-Escudero & Tinaut, 1998). Ces caractéristiques
conduisent a un impact des facteurs abiotiques particulierement important sur les

écosystémes et les organismes dans cette région.

De nombreux auteurs ont travaillé sur des gradients latitudinaux ou altitudinaux afin
d’étudier les phénomeénes d’adaptation locale et de plasticité phénotypique en particulier
chez les plantes (Santamaria et al., 2003; Byars et al., 2007; Giménez-Benavides et al., 2007;
Mercer et al.,, 2008; Gonzalo-Turpin & Hazard, 2009) mais aussi chez de nombreux
ectothermes (Berner et al., 2004; Samietz et al., 2005; Sgrensen et al., 2005; Zamora-
Camacho et al., 2013; Zamora Camacho et al., 2015) et méme chez les fourmis (MacKay,
1982; Cushman et al., 1993; Fernandez-Escudero & Tinaut, 1998; Nielsen et al., 1999;
Maysov, 2014; Purcell et al., 2016; Warren et al., 2016). Face aux gradients latitudinaux, les
gradients altitudinaux ont I'avantage de présenter des conditions environnementales tres

différentes dans une zone géographique relativement restreinte. Pendant que certaines
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études réalisées sur les fourmis se basent sur deux ou trois espéces caractéristiques chacune
d’un étage altitudinal, d’autres travaillent sur un gradient assez restreint. Ce travail est le
premier dédié a une seule espéce de fourmi repartie le long d’un large gradient, allant de

100 a 2000 m d’altitude.

Une force importante limitant I'adaptation locale est le flux génique. Dans une
premiere partie nous allons réaliser une étude génétique afin de déterminer la structure des
populations le long du gradient. Nous développerons également dans cette premiére partie
le travail de terrain lors duquel nous avons étudié les variations comportementales dans
I'activité de fourragement. Dans une deuxieme partie, consacrée aux tests réalisés en
conditions de laboratoire, nous nous sommes intéressés aux variations physiologiques au
niveau de la résistance a la température et du métabolisme, et aux variations
morphologiques. On s’attend a ce que les individus de basse altitude, la ou les températures
devraient étre les plus chaudes, aient des caractéristiques phénotypiques leur permettant de
faire face aux fortes températures. Ces traits seraient absents chez les individus de plus

haute altitude normalement bien plus exposés au froid.
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3. A. Etude de terrain : Génétique des populations et étude
comportementale

3. A. 1. Matériel et méthodes
Espéce d’étude

Aphaenogaster iberica (Emery, 1908) appartient a la sous-famille des Myrmicinae ; il s’agit
d’une espéce diurne et thermophile distribuée dans les régions xériques de la Péninsule
Ibérique (Espadaler & Riasol, 1983). Les colonies comportent en moyenne 575 + 48 (+ SE ; n
= 52 colonies) ouvriéres monomorphes, sont strictement monogynes et trés probablement
monandres. La dispersion se fait par fission, processus au cours duquel une nouvelle reine
accompagnée par un groupe d’ouvrieres établit une nouvelle colonie a proximité du nid
maternel. Les femelles sont aptéres et les males, bien qu’ayant des ailes, ont des capacités

incertaines.

Zone d’étude

L'étude a été conduite dans la chaine montagneuse méditerranéenne de Sierra Nevada
(36°56” N, 3°29 W) située dans la région de Grenade, dans le sud-est de I'Espagne. Nous
avons travaillé le long d’un gradient altitudinal allant de 100 a 2000 m d’altitude. Lors d’'une
premiere campagne de terrain menée de mai a octobre 2015 nous avons travaillé sur 6
zones situées a 100, 600, 1000, 1300, 1700 et 2000 m d’altitude. Lors d’une deuxieme
campagne de terrain en juillet 2016 nous avons rajouté deux zones situées a 150 et 300 m
d’altitude afin d’améliorer la continuité de notre gradient (Fig. 11 et 12). Les conditions de
température et d’humidité annuelles pour chacune des zones ont été tirées du site
WorldClim (Fick & Hijmans, 2017) et extraites grace au logiciel R (RStudio-Team, 2016) en
utilisant une résolution spatiale de 1 km? (Fig. 12). De plus, nous avons placé a 20 cm de
profondeur deux data loggers (HOBO TidbiT v2 UTBI-001, précision de + 0,21°C) par zone, qui
nous ont fourni des données de température de septembre 2015 a juillet 2016 avec un

enregistrement toutes les 30 minutes.
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300m 600 m

1000 m 1300 m 1700 m 2000 m

Figure 11. Photos illustrant le type de milieu pour chacune des zones d'étude le long du gradient altitudinal.

Fotografias que ilustran el tipo de ambiente en cada una de las zonas de estudio a lo largo del gradiente altitudinal.
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Figure 12. Profil topographique du gradient altitudinal indiquant les huit zones d’étude (fleches vertes).
Température (en rouge) et précipitations (en bleu) moyennes annuelles extraites de la base de données
WorldClim.

Perfil topografico del gradiente altitudinal indicando las ocho zonas de estudio (flechas verdes). La temperatura
(en rojo) y las precipitaciones (en azul) medias anuales han sido extraidas de la base de datos WorldClim.

Génétique des populations

Nous avons échantillonné au hasard une fourmi par colonie sur un total de 233 colonies (30,
30, 25, 29, 32, 30, 30 et 27 colonies a 100, 150, 300, 600, 1000, 1300, 1700 et 2000 m
respectivement) et nous les avons conservé individuellement dans de I'alcool a 90°. Chaque
point d’échantillonnage a été enregistré avec un GPS différentiel RTK (Real-Time Kinematic,

Leica GPS1200) d’une précision de positionnement au centimétre prés.

a. Extraction d’ADN
Apreés avoir évaporé individuellement I'alcool de chacune des fourmis échantillonnées (10
minutes), nous avons retiré le gastre en sectionnant au niveau du pétiole et nous avons
utilisé téte, mesosoma et pattes pour réaliser I'extraction d’ADN en utilisant le kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega). Chaque fourmi a été écrasée avec un pilon dans un
tube Eppendorf® de 1,5 ml dans lequel nous avons ensuite ajouté 200 pL de mix Nuclei Lysis-
EDTA (166,7 uL de Nuclei Lysis solution et 40 pyL de 0,5 M EDTA (pH 8)) suivis de 4 uL de
Proteinase K a une concentration de 10 mg/ml. Les tubes ont été mis a 55°C pendant 3
heures. Aprés ce temps, 100 uL de solution de précipitation de protéines ont été ajoutés,

passés au vortex a haute vitesse pendant 20 secondes puis mis au congélateur pendant 5
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minutes. Ensuite, apres 10 minutes de centrifugation (12500 rpm) nous avons transféré le
surnageant dans un nouveau tube contenant 600 uL d’isopropanol. Nous avons de nouveau
centrifugé 5 minutes et enlevé le surnageant. Un volume de 600 pL d’éthanol 70% a été
ajouté, suivi d’'une centrifugation de 10 minutes. L’éthanol a été aspiré et laissé évaporer
toute une nuit pour ensuite réhydrater le précipitat avec 30 uL de Solution de réhydratation

Buffer AE. L’ADN a été conservé dans un congélateur a -20°C.

b. Microsatellites
Afin d’étudier le polymorphisme nucléaire de nos individus nous avons utilisé des
microsatellites développés préalablement pour Aphaenogaster senilis et d’autres especes de
fourmis (Galarza et al., 2009; Butler et al., 2014). Deux PCR (Polymerase Chain Reaction)
multiplexes pour 11 marqueurs microsatellites (Multiplexe 1 : Asen178, Ant8498, Ant1343,
Ant12220 et Ant8424; Multiplexe 2 : Asenl5, Ant2936, Ant11893, Ant7680, Ant3653 et
Asen94) ont été réalisées par la société GenoScreen (Lille, France). Les marqueurs Asen178,
Ant1343 et Ant3653 ont été écartés de la composition des multiplexes lors de la mise au
point apres plusieurs essais infructueux. Chaque PCR a été réalisée dans un volume final de
10 plL contenant 1 plL de la solution d’ADN, des dNTP a 0,24 mM, du MgCl, a 1,5 mM, 0,5
unités de polymérase Tag (QIAGEN) et 2, 4 ou 5 pmol d’amorces selon le marqueur. Le
programme PCR utilisé comprend une dénaturation initiale a 95°C de 10 minutes, suivie de
40 cycles de 45 secondes de dénaturation a 95°C, 1 minute d’hybridation a 56°C et 1 minute
30 secondes d’élongation a 72°C, ceux-la suivis d’une élongation finale a 72°C de 10 minutes.
Pour chaque produit PCR 1 pL a été migré sur séquenceur ABI3730XL avec le marqueur de
taille GeneScan 500LIZ (Applied Biosystems®). La détermination de la taille et le tri des alléles
ont été effectués grace au plugin Microsatellite de Geneious version 8.0.3 (Kearse et al.,
2012). L'occurrence d’alléles nuls et les erreurs de cotation a chaque locus ont été testées

avec le logiciel MICROCHECKER 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004).

c. Séquencage du COI
L'étude du polymorphisme de I’ADN mitochondrial a été réalisée avec le marqueur
correspondant a la sous-unité 1 du cytochrome oxydase (COI). Chaque PCR a été réalisée
dans un volume final de 20 pL contenant 1 plL de la solution d’ADN, 10 uL de Hotstart Master

Mix (QIAGEN), 3,5 puL d’H,0 et 1 uL de chaque amorce a une concentration de 5 uM. Le
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programme PCR utilisé comprend une dénaturation initiale a 95°C de 15 minutes, suivie de
35 cycles de 45 secondes de dénaturation a 94°C, 1 minute d’hybridation a 49°C et 1 minute
30 secondes d’élongation a 72°C, ceux-la suivis d’une élongation finale a 72°C de 10 minutes.
Ensuite, a partir du produit PCR un séquencage selon la méthode de Sanger a été réalisé par
GenoScreen (Lille, France) sur un séquenceur capillaire 3730XL (Applied Biosystems®). La
correction des séquences a été réalisée manuellement avec le logiciel Geneious version 8.0.3

(Kearse et al., 2012).

Rythmes d’activité

Le rythme d’activité a été mesuré sur 12 nids par zone et par mois, du mois de mai a octobre
2015 et sur 6 nids par zone en juillet 2016. Chaque nid a été observé pendant une seule
journée. Les mesures ont été effectuées pendant 5 minutes toutes les heures, de 8 a 20
heures. Nous avons noté le nombre d’entrées et de sorties du nid. L'absence de jabot social
chez A. iberica a permis de distinguer les entrées avec et sans proie. Les ouvriéres réalisant
de la maintenance du nid et qui n’allaient pas plus loin que quelques centimetres par
rapport a I’entrée du nid n’ont pas été prises en compte. Avant et aprés chaque observation
la température au niveau de l'entrée du nid a été enregistrée avec un thermometre

infrarouge (PCE-777N, précision £2 %).

Pieges Barber

Parallélement aux observations de rythmes d’activité nous avons placé des piéges Barber ou
pitfall traps (Agosti et al., 2000). Ces pieges fournissent des données sur I'abondance d’A.
iberica, sur la communauté de fourmis et permettent d’avoir une estimation de la
disponibilité en proies. Il s’agit de gobelets blancs en plastique, de 7 cm de diameétre et 9,9
cm de longueur enterrés au ras du sol et remplis au tiers avec de I’eau savonneuse afin de
réduire la tension superficielle. Deux piéges par nid ont été disposés a 5 metres au minimum
du nid et entre eux. Le contenu des pieges a été prélevé toutes les 4 heures, a 12h, 16h et
20h et a été conservé dans de I'alcool a 70°. Nous avons ensuite, en laboratoire, séparé le

contenu en trois classes :

- Les A. iberica ont été comptées et nous avons mesuré leur tibia arriére gauche

pour voir s’il existe des différences de taille entre les fourrageuses tombées dans
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les pieges aux différents moments de la journée. Apres dissection, les tibias ont
été photographiés grace a une loupe binoculaire (LEICA S8APQO) équipée d’une
caméra vidéo (LEICA EC3) et mesurés a |'aide du logiciel Image J (Schneider et al.,
2012).

- Les autres espéces de fourmis ont été identifiés jusqu’a I'espece.

- Les autres arthropodes ont été comptés et pesés en termes de masse séche
(Mettler Toledo AX105 ; précision: + 5 ug) apres les avoir fait sécher pendant 2

jours dans une étuve a 40°C.

Analyses des données

a. Génétique des populations
L'analyse des microsatellites a été réalisée sur GENEPOP 4.2 (Raymond & Rousset, 1995) et
sur R (RStudio-Team, 2016) en utilisant les bibliotheques adegenet (Jombart, 2008), hierfstat
(Goudet & Jombart, 2015), ade4 (Dray & Dufour, 2007) et ape (Paradis et al., 2004). La
déviation a I'équilibre de Hardy-Weinberg pour chaque locus et le déséquilibre de liaison
entre chaque paire de loci ont été examinés par des tests exacts. La distance Fst de Nei (Nei,
1972) a été calculée pour décrire la différenciation génétique globale. La statistique G de
Goudet (Goudet et al., 1996) testée par la procédure de Monte-Carlo a permis d’évaluer la
significativité de la valeur de Fsr. La différenciation génétique par paires entre chaque zone
altitudinale a également été estimée avec la distance Fsr de Nei. Pour tester la significativité
des valeurs de Fst par paires un test de permutation avec 999 permutations a été appliqué.
La corrélation entre les valeurs de Fsr et la distance géographique entre sites (distance
horizontale et verticale) a ensuite été testée par un test de Mantel a 9999 permutations en
utilisant la méthode de Pearson. La divergence génétique a également été évaluée par une
analyse discriminante en composantes principales réalisée a partir des groupes prédéfinis
par les populations d'origine. Cette méthode est exempte d'hypothéses sur I'équilibre de
Hardy-Weinberg ou le déséquilibre de liaison (Jombart et al., 2010). Un test de Monte-Carlo

a été utilisé afin de tester la significativité de I'analyse discriminante.

A partir des données mitochondriales un réseau d’haplotypes a été créé en utilisant Ila

bibliothéque pegas (Paradis, 2010).

b. Etude sur le terrain
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Les données ont été analysées avec le logiciel R (RStudio-Team, 2016). Des modéles linéaires
mixtes généralisés ont été réalisés pour I'ensemble des données avec les bibliotheques
LME4 et ImerTest (Bates et al., 2015; Kuznetsova et al., 2015). L’ensemble des modeles

décrits par la suite sont récapitulés en Annexe 2 dans le Tableau 2.

- Température et altitude

Les data loggers enterrés au niveau de la zone 1300 ont été perdus sur le terrain, nous
n’avons donc pas de données pour cette zone. Nous avons testé |'effet de I'altitude sur les
données de température (moyenne, maximale et minimale) recueillies avec les data loggers
et le thermometre infrarouge (modeéles 1 a 9, distribution Gaussienne). La référence du data
logger ou du nid ol les températures ont été prises ont été introduits comme facteurs
aléatoires. Pour les données recueillies avec le thermometre infrarouge nous avons réalisé
d’un coté les modeles avec les données recueillies en 2015 et de I'autre, les modéles avec les
données de juillet 2015 et juillet 2016. Pour ces derniers, I'année a été introduite comme
facteur aléatoire. Pour ajuster les modeéles nous avons testé une relation linéaire et
polynomiale d’ordre 2. Seuls les modeles présentant le meilleure Critere d’Information

d’Akaike (AIC) sont rapportés.

- Rythmes d’activité

A partir des données des rythmes d’activité nous avons calculé |’activité relative pour
chacune des colonies, c'est-a-dire, la somme des entrées et sorties a chaque heure sur le
total d’entrées et de sorties journalieres. Nous avons ensuite retenu les données d’activité
relative maximale de chaque colonie ainsi que la température et I'"heure qui lui étaient
associées. Lorsqu’une colonie présente plusieurs fois un méme indice d’activité relative
maximale dans la journée, nous ne retenions que le premier. Pour les données de 2015 nous
avons testé |'effet de I'altitude sur I'activité relative maximale ainsi que sur la température
et sur I'heure d’activité relative maximale (modéles 10 a 12, distribution Gaussienne). Le
mois a été introduit comme facteur aléatoire. Une transformation logarithmique a été
appliquée sur les données d’activité relative maximale afin de les normaliser. D’autre part,
nous avons regardé |'efficacité par heure pour chaque colonie, c'est-a-dire, le nombre

d’entrées dans le nid avec proie. Comme pour l'activité relative maximale, nous avons
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retenu pour chaque colonie I'efficacité maximale, sa température et son heure et lorsqu’une
colonie présente plusieurs fois un méme indice d’efficacité maximale, nous ne retenions que
le premier. Pour les données de 2015, I'effet de I'altitude sur I'efficacité maximale ainsi que
sur sa température et sur I’'heure ont été testées (modeles 13 a 15, distribution Gaussienne)
avec le mois comme facteur aléatoire. Les données d’activité relative maximale et
d’efficacité maximale de juillet 2015 et juillet 2016 ont été analysées en testant |'effet de
I'altitude (modeles 17 a 21, distribution Gaussienne). L'année a été introduite comme
facteur aléatoire. L'ensemble de ces modeles ont été également ajustés selon une relation
linéaire et polynomiale d’ordre 2 et les interactions non significatives ont été retirées des

modeéles.

- Pieges Barber

Pour les occurrences d’A. iberica en 2015, les effets de I'altitude et de la période de la
journée ont été testés (modele 22, distribution binomiale) en introduisant le mois et le
numéro de piege comme facteurs aléatoires. Pour les comparaisons deux a deux nous avons
utilisé la fonction relevel dans la bibliotheque stats (R-Core-Team & RCore-Team, 2015).
L'effet du mois, de I'altitude et de la période de la journée sur la longueur du tibia des A.
iberica de 2015 ont également été testés avec le numéro de piege comme facteur aléatoire
(modele 24 et 25, distribution Gaussienne). Aussi bien pour les occurrences que pour la
longueur du tibia, I'effet de I'altitude et de la période ont été testés pour les données de
juillet 2015 et 2016 (modele 23 et 26, distribution binomiale et Gaussienne respectivement)

en introduisant 'année comme facteur aléatoire.

Pour les données sur I'abondance des autres arthropodes et leur masse seche nous
ne disposons que des données de 2015. L'effet de I'altitude a été testé sur I'abondance
(modele 27, distribution Poisson) et sur la masse seche (modele 28, distribution Gaussienne)
en introduisant le mois et le numéro de piege comme facteurs aléatoires. Afin de normaliser

les données de masse seche nous avons appliqué une transformation de type log.

Comme précédemment, I'ensemble de ces modeles ont été ajustés selon une
relation linéaire et polynomiale d’ordre 2. Les interactions non significatives ont été retirées

des modeles.
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3. A. 2. Résultats

Génétique des populations

Un seul test de déviation a I’équilibre de Hardy-Weinberg sur les 64 réalisés est significatif (P
=0,02). Cependant, apres correction par la méthode du False discovery rate aucun test n’est
significatif. Le test de déséquilibre de liaison est significatif pour deux paires de loci
(Ant11893 — Ant8424 et Asenl5 — Ant8498, P < 0,05). Tous les autres loci peuvent étre
considérés comme indépendants. Le nombre total d’alléles par locus va de 2 pour Ant7680 a
45 pour Asen94, le nombre d’alléles par zone va de 62 pour la zone 2000 a 77 pour la zone
100 et la diversité génétique (H;) va de 0,11 pour la zone 300 a 0,9 pour les zones 150, 1000
et 1700 (Tableau 3). Le Fsr calculé pour décrire la différenciation génétique globale est de
0,03 et bien que faible, la structuration génétique est significative (Test de Monte-Carlo: P =
0,002). La différenciation génétique par paires entre chaque zone (Tableau 4, Fig. 13) montre
gue se sont les zones 1700 et 2000 qui different le plus clairement des autres zones. Les
tests de Monte-Carlo montrent des différences significatives (P < 0,05) au niveau des zones
1700 et 2000 entre elles et avec toutes les autres zones. Les zones 100 et 150 different des
zones 1000 et 1300. Finalement, la zone 300 differe de 1000 et 1300 et celle de 600 differe
de celles de 100 et 150 mais il n’y a pas de différence entre les zones 300 et 600. Il n’y a pas
de corrélation significative entre la distance génétique et la distance horizontale (Test de
Mantel : r = 0,13, P = 0,21). En revanche, il existe une corrélation significative entre la
distance génétique et la différence d’altitude entre les populations (Test de Mantel : r = 0,6,
P = 0,008). Ainsi, plus la différence d’altitude est grande, plus la différentiation génétique

I’est aussi.
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Tableau 3. Nombre de colonies échantillonnées (N), nombre d'alleles, hétérozygotie attendue (H;) et
haplotypes mitochondriaux pour chaque zone altitudinale.

Numero de colonias muestreadas (N), numero de alelos, proporcién esperada de loci heterocigéticos (Hs) y
haplotipos mitocondriales para cada zona altitudinal.

Zone al(tr:;xdmale N :'2“:‘:: Hs Haplotypes
100 31 77 0,83 Hy, Hy, Hs, Hy, He
150 30 67 0,9 Hs, Hy, Hs, Hg, Hig H11
300 25 67 0,11 Hi,, His, Hig, His, Hiy
600 30 74 0,72 His, His, Hig, Hao, Ha1, Hap, Has, Hag, Hoe
1000 32 63 0,9 Has, Ha7, Has, Hag, Hao, Hag, Hap
1300 30 71 0,26 Hss, Hag
1700 30 73 0,9 Hss, Hae
2000 27 62 0,75 Hss, Hag

Tableau 4. Différenciation génétique par paires entre chaque zone altitudinale estimée par la distance Fs de
Nei (sous la diagonale) et valeurs de P associées corrigées par la méthode du False Discovery Rate (significatif si

P <0,05).

Diferenciacion genética entre cada par de zonas altitudinales estimada por la distancia Fs; de Nei (bajo la
diagonal) y los valores de P correspondientes corregidos por el método del False Discovery Rate (siginificativo si

P <0,05).

100 m

150 m

300 m

600 m

1000 m

1300 m

1700 m

2000 m

100m 150m 300m 600m 1000m 1300 m 1700 m 2000 m
0,146 0,179 0,013 0,001 0,001 0,001 0,001
0,011 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,011 0,023 0,18 0,001 0,001 0,001 0,001
0,015 0,024 0,012 0,144 0,23 0,001 0,001
0,026 0,036 0,021 0,011 0,497 0,001 0,001
0,020 0,029 0,019 0,01 0,009 0,003 0,001
0,022 0,029 0,035 0,026 0,029 0,021 0,001
0,033 0,035 0,046 0,043 0,052 0,041 0,029 0,001
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Z2000

——0.005

Figure 13. Structuration génétique des populations. La longueur des traits correspond a la distance FST de Nei.
Plus les traits sont longs et plus la différenciation génétique est importante. Les cercles entourent les zones qui
ne sont pas significativement différentes entre elles (Test de Monte-Carlo: P > 0,05).

Estructuracion genética de las poblaciones. La longitud de las lineas corresponde a la distancia FST de Nei.
Cuanto mas largas son las lineas, mayor es la diferenciacidon genética. Los circulos rodean las zonas que no son
significativamente diferentes (Test de Monte-Carlo: P > 0,05).

L'analyse discriminante en composantes principales qui permet de visualiser la
diversité génétique entre groupes, montre une claire séparation des zones 1700 et 2000 (Fig.
14) aussi bien entre elles que par rapport aux autres zones. Les zones de 100 a 1300
apparaissent agglomérées mais on trouve tout de méme une structuration : en dessous de
I'axe 1 et a gauche de I'axe 2 se trouvent les zones de 600, 1000 et 1300 alors qu’au-dessus

se trouvent les zones 100, 150 et 300.
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Figure 14. Analyse discriminante en composantes principales évaluant la divergence génétiques entre nos huit
zones d’étude. L'analyse a été réalisée a partir des groupes prédéfinis par les populations d'origine.

Analisis discriminante de componentes principales sobre la divergencia genética entre las ocho zonas de
estudio. El analisis ha sido realizado a partir de grupos predefinidos a partir de las poblaciones de origen.

Au total, 38 haplotypes mitochondriaux ont été identifiés. Aucun des haplotypes ne

se retrouve dans plusieurs zones (Tableau 3, Fig. 15). C'est a moyenne altitude qu’on trouve

la plus grande diversité avec 9 et 8 haplotypes a 600 et 1000 m respectivement et a haute

altitude ou on en trouve le moins avec seulement deux haplotypes a 1300, 1700 et 2000 m.
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100mM
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Figure 15. Réseau représentant les relations entre les haplotypes mitochondriaux identifiés au niveau des huit
zones altitudinales. Chaque couleur correspond a une zone et chaque chiffre romain correspond a un
haplotype. La taille des cercles est proportionnelle au nombre d’individus qui partagent un méme haplotype et
la longueur des traits correspond a la distance entre haplotypes.

Esquema representativo de las relaciones entre haplotipos mitocondriales identificados para cada una de las
zonas altitudinales. Cada color corresponde a una zona de estudio y cada numero romano corresponde a un
haplotipo. El tamafio de los circulos es proporcional al nimero de individuos que comparten un mismo
haplotipo y la longitud de las lineas corresponde a la distancia entre haplotipos.

Température et altitude

Les données climatiques fournies par la base de données WorldClim donnent la moyenne
annuelle de température et de précipitations estimée pour la période de 1970 a 2000. La
température moyenne diminue graduellement avec I'altitude passant de 17,8°C au niveau
de la zone 100 a 8,5°C au niveau de la zone 2000. Les précipitations annuelles, a I'inverse,

augmentent avec I'altitude de 33,2 mm> & 100 m a 83.3 mm?a 2000 m (Fig. 12).
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Les données de température obtenues a partir des data loggers enterrés a 20 cm de
profondeur entre octobre 2015 et juillet 2016 montrent une diminution significative de la
température moyenne avec l'altitude (F; ; = 38,69, P = 0,0004) passant de 22,5 + 0,04 °C a
100 m d’altitude a 9,56 + 0,003°C a 2000 m (moyenne = SE) (Fig. 16). Les températures
maximale et minimale diminuent également avec laltitude (F, 7 = 23, P = 0,002; F,; = 93,39,
P < 0,0001 respectivement) (Résultats statistiques fournis dans le Tableau 5). Globalement,
I'amplitude thermique n’est pas trés importante mais elle est supérieure a moyenne altitude
avec un A de 6,89°C a 1700 m alors qu’a 100 m et 2000 m le A est de 2,67 °C et de 4,42°C

respectivement.
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Figure 16. Température moyenne (noir), maximale (rouge) et minimale (bleu) (+SE) en fonction de I'altitude.
Ces données correspondent aux températures mesurées entre le mois d’octobre 2015 et juillet 2016 avec des
data loggers enterrés a 20 cm de profondeur. Les valeurs de température moyenne, maximale et minimale ont
été ajustées par une régression linéaire. Résultats statistiques fournis en Tableau 5.

Temperatura media (negra), maxima (rojo) y minima (azul) (xSE) en funcion de la altitud. Los datos
corresponden a las temperaturas medidas entre el mes de octubre 2015 y julio 2016 con los data logger
enterrados a 20 cm de profundidad. Los datos de temperatura media, mdxima y minima han sido ajustados con
una regresion lineal. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 5.
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Les modeles réalisés pour les températures a la surface du sol pendant I'été 2015
montrent, aussi bien pour la température moyenne que pour la température maximale, un
effet de I'altitude (F1320= 20,54, P < 0,0001 ; F;350= 8,29, P = 0,004 respectivement) et de
Ialtitude® (F1320= 41,8, P < 0,0001; Fy320= 93,5, P < 0,0001 respectivement) décrivant une
relation quadratique en forme de cloche (Fig. 17). Ainsi, c’est a moyenne altitude que la
température moyenne et la température maximale sont les plus importantes. Quant a la
température minimale, elle diminue significativement avec l'altitude (F;3;= 235,61, P <
0,0001) (Résultats statistiques fournis en Tableau 5). L'amplitude thermique est la plus
importante a 1300 m avec un A de 36,19°C et la plus faible a 100 et 2000 m avec un A de
18,99 °C et 26,55°C respectivement. Ces résultats corroborent les résultats précédents

obtenus avec les data loggers enterrées.

Tableau 5. Résultats des modeles linéaires mixtes décrivant la relation entre la température et l'altitude
(distribution Gaussienne) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacidon entre la temperatura y la altitud
(distribucion Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur Variable Estimate SE t P
aléatoire explicative
Température dusol Moyenne Data logger  Altitude -0,006 0,0009 -6,22 0,0004
a20cmde Maximale Data logger  Altitude -0,005 0,001 -4,8 0,002
profondeur Minimale Data logger  Altitude -0,006 0,0006 -9,8 <0,0001
Altitude 9,10E-03 2,00E-03 4,53 <0,0001
Moyenne Nid
Température a la Altitude’ -5,90E-06 9,12E-07 -6,46 <0,0001
surface du sol : Altitude 2,56E-02 2,99E-03 8,57 <0,0001
Maximale
été 2015 Altitude? -1,31E-05 1,36E-06 -9,67 <0,0001
Minimale Altitude -6,00E-03 4,00E-04 -15,35 <0,0001
Nid Altitude 1,82E-02 2,66E-03 6,85 <0,0001
Moyenne
Température a la Année Altitude? -9,96E-06 1,26E-06 -7,89 <0,0001
surface du sol : Altitude 4,44E-02 3,94E-03 11,27 <0,0001
Maximale Année
juillet Altitude® 2,18E-05 1,88E-06 -11,57 <0,0001
Minimale Année Altitude -4,62E-03 3,46E-04 -13,35 <0,0001
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Les températures a la surface du sol de juillet (2015 et 2016) suivent la méme
tendance que celle obtenue pour I'ensemble de I'été 2015 : il y a, aussi bien pour la
température moyenne que pour la maximale, un effet de I'altitude (F;108= 46,95, P <
0,0001 ; F1105= 127, P < 0,0001 respectivement) et de Ialtitude® (F1,113= 62,19, P < 0,0001;
F110s= 134, P < 0,0001 respectivement) décrivant une relation quadratique en forme de
cloche. La température minimale diminue de fagon linéaire avec l'altitude (F;106= 178, P <

0,0001) (Résultats statistiques fournis en Tableau 5).
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Figure 17. Température moyenne (noir), maximale (rouge) et minimale (bleu) (*SE) a la surface du sol en
fonction de l'altitude. Mesures prises entre le mois de mai et septembre 2015. Les valeurs de température
maximale et moyenne ont été ajustées par une régression polynomiale d’ordre deux, la température minimale
a été ajustée par une régression linéaire. Résultats statistiques fournis en Tableau 5.

Temperatura media (negra), maxima (rojo) y minima (azul) (xSE) de la superficie del suelo en funcién de la
altitud. Los datos corresponden a las temperaturas medidas entre el mes de mayo y septiembre 2015. Los
datos de temperatura media y maxima han sido ajustados con una regresion polinomial de segundo grado y la
temperatura minima con una regresion lineal. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 5.
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Rythmes d’activité
a. Activité relative

Lors de I'été 2015, I'activité relative moyenne au cours de la journée pour chacune des zones
présente deux pics: un grand pic d’activité le matin et un second pic beaucoup moins
important en début de soirée. Le creux d’activité entre les deux pics coincide avec le pic de
température (Fig. 18). Cette réduction de l'activité est moins prononcée a 2000 m. C'est
dans cette zone que les températures sont les plus basses avec une température maximale
de 38°C alors qu’elle va de 44 a 53°C a plus basse altitude. Ainsi, plus on monte en altitude et
plus le premier pic d’activité est tardif, passant de 10h a 100 m a 12h "a 2000 m. Ce méme
décalage est observé pour le pic de température qui passe de 13h a 15h entre les zones 100

et 2000 m.

Le modele réalisé pour I'activité relative maximale (AR max) montre un effet de
I'altitude (Fs364 = 7,33, P = 0,007) et de altitude? (Fa364 = 6,17, P = 0,013) décrivant une
relation quadratique en forme de cloche (Fig. 19a). Ainsi, les colonies de moyenne altitude
sont les plus actives. En ce qui concerne la température d’AR mayx, il y a également un effet
de l'altitude (F1367 = 17,49, P < 0,0001) et de Ialtitude® (F1,366 = 20,64, P < 0,0001) décrivant
dans ce cas aussi une relation en forme de cloche. Quant a I’heure d’AR max, elle augmente
linéairement avec l'altitude (F;369 = 12,07, P = 0,0006) (Fig. 19b) (Résultats statistiques
fournis dans le Tableau 6). Dés lors, les colonies de moyenne altitude, 1a ou I'amplitude
thermique est la plus importante, présentent une AR max a des températures plus chaudes
qgue celles de basse et haute altitude. D’autre part, plus on augmente en altitude et plus le

pic de chaleur est tardif ce qui conduit a une heure d’AR max également plus tardive.
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Figure 18. Activité relative moyenne (noir) (I'activité relative pour une colonie étant le nombre d’entrées et de sorties par heure sur le total journalier d’entrées et de
sorties) et température moyenne (rouge) journaliére (+SE) pour chaque zone altitudinale lors de I'été 2015.

Actividad relativa media (negra) (la actividad relativa de una colonia corresponde al nimero de entradas y salidas por hora sobre el total diario de entradas y de salidas) y
temperatura diaria media (rojo) (+SE) para cada zona altitudinal durante el verano 2015.
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En juillet (2015 et 2016), les modeles réalisés sur 'AR max et sa température
montrent la méme tendance que pour I'ensemble de I'été 2015 dont un effet significatif de
Ialtitude (F1104 = 7,37, P = 0,008 ; F1 104 = 7,82, P = 0,006) et de Ialtitude® (Fy 104 = 10,46, P =
0,002 ; F1104= 7,31, P = 0,008) avec une relation quadratique en forme de cloche. Par contre
I’heure d’AR max ne varie pas significativement avec I'altitude (Fy 106 = 3,14, P = 0,08). En
effet, au mois de juillet le pic de température a lieu quasiment au méme moment sur
I’ensemble du gradient (entre 14h et 15h) ce qui peut expliquer cette absence de variation

au niveau de I'heure (Résultats statistiques fournis en Tableau 6).
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Figure 19. a) Activité relative maximale moyenne (+SE) (AR max), b) température (rouge) et heure (vert)
moyennes d’activité relative maximale (£SE) en fonction de I'altitude lors de I'été 2015. Les valeurs d’activité
relative maximale et de température ont été ajustées par une régression polynomiale d’ordre deux; I’heure a
été ajustée par une régression linéaire. Résultats statistiques fournis en Tableau 6).

a) Actividad relativa maxima media (+SE) (AR max), b) temperatura (rojo) y hora (verde) media de actividad
relativa maxima (+SE) en funcion de la altitud durante el verano 2015. Los datos de actividad relativa maxima y
de temperatura han sido ajustados con una regresion polinomial de segundo grado, la hora ha sido ajustada
con una regresion lineal. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 6.
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Figure 20. Nombre moyen d’entrées avec proie (trait noir) et température moyenne (trait rouge) journaliere (+SE) pour chaque zone altitudinale lors de I'été 2015.

Numero medio de entradas con presa (negro) y temperatura media (rojo) diaria (+SE) para cada zona altitudinal durante el verano 2015.
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b. Efficacité : nombre d’entrées avec proies

Pendant I’'été 2015, le nombre moyen d’entrées avec proie par jour est relativement bas
pour I'ensemble des zones étant compris entre 0,76 + 0,06 et 0,99 £ 0,06 (moyenne + SE).
Les profils d’efficacité au cours de la journée sont les mémes que ceux obtenus pour
I'activité relative (Fig. 20). Le modeéle ajusté sur les données d’efficacité maximale montre un
effet de I'altitude (F1304 = 20,83, P < 0,0001) et de Ialtitude® (F1,304 = 18,36, P < 0,0001) avec
une relation quadratique en forme de U (Fig. 21a). Pour la température a laquelle I'efficacité
est maximale, il y a un effet de I'altitude (F1304 = 10,76, P = 0,012) et de Ialtitude® (F1,206=
13,82, P = 0,0002) avec une relation quadratique en forme de cloche (Fig. 21b). L’heure,
quant a elle, augmente linéairement avec l'altitude (Fi306 = 3,9, P = 0,049) (Résultats
statistiques fournis en Tableau 6). Si ces deux derniéeres variables varient de la méme facon
qgue la température et I'heure d’AR max, le patron obtenu pour I'efficacité maximale est
opposé a celui de I’AR max. Ainsi, méme si les colonies de moyenne altitude présentent la

plus forte AR max, leur efficacité maximale est moindre que celle des autres zones.
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Figure 21. a) Efficacité maximale moyenne (+SE), b) température (rouge) et heure moyennes (vert) d’efficacité
maximale (+SE) en fonction de I'altitude lors de I’été 2015. Les valeurs d’efficacité maximale et de température
ont été ajustées par une régression polynomialed’ordre deux; I'heure a été ajustée par une régression linéaire.
Résultats statistiques fournis en Tableau 6.

a) Eficacia maxima media (+SE), b) temperatura (rojo) y hora (verde) media de eficacia mdxima (+SE) en funcién
de la altitud durante el verano 2015. Los datos de eficacia mdxima y de temperatura han sido ajustados con
una regresion polinomial segundo grado, la hora ha sido ajustada con una regresion lineal. Resultados
estadisticos presentados en la Tabla 6.
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L'efficacité maximale de juillet (2015 et 2016) ne varie pas avec l'altitude (F;97 =
0,025, P = 0,8) et il en est de méme pour sa température (F197 = 1,91, P = 0,2) et son heure

(F1,07 = 1,45, P =0,2) (Résultats statistiques fournis en Tableau 6).

Tableau 6. Résultats des modeéles linéaires mixtes décrivant la relation entre les données d’activité relative
maximale (AR max) ou d’efficacité maximale et I'altitude (distribution Gaussienne) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacion entre los datos de actividad relativa
maxima (AR max) o de eficacia maxima y la altitud (distribucion Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur Variable . SE t P
et .. Estimate
aléatoire  explicative
Altitude 2,45E-04 9,06E-05 2,7 0,007
AR max Mois
Altitude® -1,03E-07 4,16E-08 -2,48 0,013
Altitude 9,38E-03 2,24E-03 4,18 <0,0001
Température d'AR max Mois
Altitude® -4,68E-06 1,03E-06 -4,54 <0,0001
Heure d'AR max Mois Altitude 8,96E+00 2,58E-04 3,47 0,0006
Eté 2015
Altitude -4,00E-04 8,78E-05 -4,56 <0,0001
Efficacité max Mois
Altitude® 1,71E-07 3,99E-08 4,28 <0,0001
Altitude 1,06E-02 3,23E-03 3,28 0,001
Température d'Eff. max Mois
Altitude® -5,46E-06 1,47E-06 -3,72 0,0002
Heure d'Eff. max Mois Altitude 2,27E-03 1,15E-03 1,97 0,049
Altitude 4,49E-04 1,65E-04 2,71 0,008
AR max Année
Altitude® -2,55E-07 7,89E-08 -3,23 0,002
Altitude 1,09E-02 3,90E-03 2,8 0,006
Température d'AR max Année
Altitude® -5,03E-06 1,86E-06 -2,7 0,008
Heure d'AR max Année Altitude 9,35E-04 5,28E-04 1,77
0,08
Juillet
Efficacité max Année Altitude 5,33E-06 3,38E-05 0,158 0,8
Température d'Eff. max Année Altitude -1,60E-03 1,00E-03 -1,38 1,91
Heure d'Eff. max Année Altitude 7,17E-04 5,96E-04 1,2 0,2
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Pitfall Traps

a. Aphaenogaster iberica : Occurrences

Globalement, dans les pieges de 2015 I'occurrence d’A. iberica diminue significativement
avec l'altitude (z= -5,6, P < 0,0001) passant de 41 £ 0,02% a 100 m d’altitude a 24 £ 0,02% a
2000 m (moyenne + SE). L'occurrence est significativement plus importante le matin (de 8h a
12h) que I'apres-midi (de 12h a 16h) (z = -10,26, P < 0,0001) et le soir (de 16h a 20h) (z = -
11,98, P < 0,0001), et elle est plus basse dans I'apres-midi que le soir (z=2, P =0,04), lors du
pic de température (Résultats statistiques fournis en Tableau 7). Si on regarde pour chaque
zone altitudinale indépendamment, les occurrences sont significativement plus importantes
le matin que dans I'aprés-midi et le soir pour les zones 100, 600, 1300 et 1700 (8h-12h vs.
12h-16h ->100: z = -5,66, P< 0,0001 ; 600 : z = -4,29, P< 0,0001 ; 1300 : z = -6,13, P< 0,0001 ;
1700:z = -5, P< 0,0001 ; 8h-12h vs. 16h-20h -> 100 : z = -4,06, P< 0,0001 ; 600 : z = -4,03, P<
0,0001; 1300: z = -5, P< 0,0001; 1700: z = -3,51, P = 0,0004). Il n’a pas de différence
significative entre I'aprés-midi et le soir (100: z = -5,66, P< 0,0001; 600: z = -4,29, P<
0,0001; 1300: z = -6,13, P< 0,0001; 1700: z = -5, P< 0,0001). Pour la zone 1000, les trois
périodes de la journée sont statistiquement différentes (8h-12h vs. 12h-16h:z = 7,49, P <
0,0001 ; 8h-12h vs. 16h-20h: z = 4,79, P < 0,0001; 12h-16h vs. 16h-20h: z = 3,44, P =
0,0006). Finalement pour la zone 2000, la ou les températures sont les plus froides, les
occurrences sont plus importantes le matin et I'aprés-midi qu’en soirée (8h-12h vs. 12h-16h :
z=-0,15,P =0,88 ; 8h-12 vs. 16h-20h : z =-4,39, P < 0,0001 ; 12h-16 vs. 16h-20h : z = -4,27, P
< 0,0001) (Fig. 22).

En juillet (2015 et 2016) I'occurrence d’A. iberica diminue également avec I'altitude (z
= -4,13, P < 0,0001) et les variations au cours de la journée sont les mémes que pour
I’ensemble de I'été 2015. L'occurrence du matin est la plus élevée (matin vs aprés-midi: z = -
8,5, P < 0,0001 ; matin vs soir : z = -5,3, P < 0,0001) et celle de I'aprés-midi est la plus basse

(aprés-midi vs soir : z = 3,51, P = 0,0004) (Résultats statistiques fournis en Tableau 7).
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Figure 22. Occurrence moyenne d’A. iberica (+SE) pour les trois périodes d’échantillonnage durant I'été 2015
(entre 8-12h, 12-16h et 16-20h) au niveau des différentes zones altitudinales (*** quand P < 0,0001).

Ocurrencia media de A. iberica (+SE) durante los tres periodos diarios de muestreo en el verano 2015 (entre las
8- 12h, 12-16h y 16-20h) para cada una de las zonas altitudinales (*** si P < 0,0001).

b. \Variation de la taille des A. iberica en fonction de I’heure et du mois

La taille du tibia des fourmis tombées dans les pieges I'été 2015 ne différe pas entre les trois
périodes de la journée (F,1332 = 1,37, P = 0,26). Il y a toutefois, un effet du mois (F1132 =
14,24, P < 0,0001) et du mois® (F1,1328 = 19,69, P < 0,0001) décrivant une relation quadratique
en forme de cloche, c'est-a-dire, que les fourmis du mois de juillet sont plus grandes qu’en
mai et septembre (Fig. 23a). D’autre part, la taille du tibia augmente avec I'altitude (F1 132; =

28,58 P < 0,0001) (Fig. 23b) (Résultats statistiques fournis en Tableau 8).

Ces mémes résultats sont obtenus pour la taille des fourmis tombées en juillet : il y a
une augmentation linéaire avec I'altitude (F; 740 = 19,44, P < 0,0001) et pas de différence

significative en fonction de la période de la journée (F1749=2,3, P = 0,13).
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Tableau 7. Résultats des modeles linéaires mixtes généralisés décrivant la relation entre les données
d’occurrence d’A. iberica, I'altitude et la période de la journée (distribution binomiale) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacidn entre los datos de ocurrencia de A. iberica,
la altitud y el periodo del dia (distribucion binomial) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur Variable explicative Estimate SE z P
aléatoire
Altitude -4,04E-04  7,2E-05 -5,6 <0,0001
Eté 2015 Mois 8-12H vs 16-20H -1,41 11,8 -11,98 <0,0001
Occurrences
Piege 8-12H vs 12-16H -1,17 0,11 -10,26 <0,0001
12-16H vs 16-20H 0,24 0,12 2 0,04
Altitude -4,03E-04 9,76E-05  -4,13  <0,0001
Mois 8-12H vs 16-20H -1,45 0,17 -8,5 <0,0001
Juillet Occurrences
Piege 8-12H vs 12-16H -0,85 0,16 -5,3 <0,0001
12-16H vs 16-20H 0,59 0,17 3,51 0,0004

Tableau 8. Résultats des modeles linéaires mixtes décrivant la relation entre la longueur du tibia d’A. iberica, le
mois, 'altitude et la période de la journée (distribution Gaussiene) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacidn entre la longitud del tibia de A. iberica, el
mes, la altitud y el periodo del dia (distribucién Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur Variable Estimate SE t P
aléatoire explicative
Mois 1,74E-01 3,47E-02 5,003 <0,0001
Longueur du tibia (2015) Piege
Mois’ -1,22E-02 2,52E-03 -4,841 <0,0001
Piege Altitude 2,52E-05 5,65E-06 4,468 <0,0001
Longueur du tibia (2015)
Mois Période -8,55E-04 1,04E-03 -0,822 0,411
Année Altitude 3,40E-05 7,72E-06 4,41 <0,0001
Longueur de tibia (Juillet)
Piege Période 2,02E-03 1,33E-03 -1,52 0,13
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Figure 23. Longueur moyenne du tibia (+SE) en fonction a) du mois et b) de I'altitude pour les A. iberica
tombées dans les pieges en 2015. Les valeurs de la fig. a) ont été ajustés par une régression polynomiale
d’ordre deux; les valeurs de la fig. b) ont été ajustés par une régression linéaire. Résultats statistiques fournis
en Tableau 8.

Longitud media de la tibia (+SE) en funcién a) del mes y b) de la altitud para las A. iberica caidas en las
trampas en 2015. Los valores de la fig. a) han sido ajustados con una regresion polinomial de segundo grado;
los valores de la fig. b) han sido ajustados con una regresidn lineal. Resultados estadisticos presentados en la
Tabla 8.
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Figure 24. Richesse spécifique en fourmis pour chacune des zones altitudinales calculée a partir du contenu des
piéges posés en 2015.

Riqueza especifica de hormigas en cada una de las zonas altitudinales calculada a partir del contenido de las
trampas de 2015.
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Tableau 9. Occurrence relative (%) des espéces de fourmis a trois périodes de la journée (8-12h, 12-16h et 16-20h) et au
niveau de chacune des zones altitudinales. Le pourcentage de pieges vides est indiqué et il n’a pas été pris en compte pour
le calcul des occurrences relatives. En rouge sont signalées les especes les plus présentes (Occurrence > 10%).

Ocurrencia relativa (%) de las especies de hormigas durante tres periodos del dia (8- 12h, 12-16h y 16-20h) para cada zona
altitudinal. El porcentaje de trampas vacias aparece indicado al final de la tabla y no ha sido tomado en cuenta al calcular las
ocurrencias relativas. En rojo aparecen las especies las con mayor presencia (Ocurrencia > 10%).

Espaces 100 600 1000 1300 1700 2000

12H 16H 20H | 12H 16H 20H | 12H 16H 20H | 12H 16H 20H | 12H 16H 20H | 12H 16H 20H
Aphaenogaster iberica 51 34,1 32,1455 41 269|421 17,1 24,7288 14,4 153|302 181 22,5(299 23,1 11,8
Aphaenogaster gibbosa - - - - - - 0,5 0 0 1,3 07 48|16 09 14 - - -
Bothriomyrmex sp. 0,7 0 0 - - - 0 09 0,6 - - - - - - - - -
Camponotus aethiops 35 23 23] 34 0 3,782 26 39 3 2,2 4,2 - - - - - -
Camponotus cruentatus - - - - - - - - - - - - 1229 164 31 - - -
Camponotus foreli 4,2 0 3,8 |41 48 3 36 26 79|13 0 1,6 - - - - - -
Camponotus lateralis 0 0 0,8 - - - - - - - - - - - - - - -
Camponotus piceus - - - - - - - - - 26 1,4 2.1 - - - - - -
Camponotus pilicornis - - - - - - - - - - - - 0,5 0 0 - - -
Camponotus sylvaticus - - - - - - - - - 0,4 0 0 - - - - - -
Cardiocondyla batesii - - - 2,1 1,2 3,7 - - - - - - - - - - - -
Cataglyphis rosenhaueri 56 329 115| 41 31,3 179| 0,5 299 14 - - - - - - 08 1,3 24
Cataglyphis velox - - - - - - 6,7 27,4 10,7 |24,9 48,2 27 |24,5 56,9 289 | 52 51,9 64,7

Crematogaster auberti 35 23 38|41 36 37|05 09 17 3 1,4 5,8 - - - - - -

Crematogaster scutellaris - - - 0,7 0 0 - - - - - - - R R R R R
Crematogaster sordidula - - - 1,4 0 0 41 09 06 |04 0 0 - - - - - -
Formica subrufa - - - - - - - - - 13,7 18 116 - - - - R R
Goniomma hispanica - - - - - - 1 0 0 - - - - R R R R R
Messor barbarus - - - 2,1 0 1,5 - - - - - - _ _ - - _ _
Messor bouvieri 07 1,2 08 |103 24 52|67 26 1,7 | 43 0 42 | 21 0 0,7 - - -
Messor capitatus 0,7 0 0 - - - 26 09 11|52 36 16|26 09 0 08 06 1,2

Monomorium salomonis 28,7 22,3 359(159 12 306|174 11,1 27 21 29 74105 0 0 - - -

Myrmica sulcinodis - - - - - - - - - 2,1 1,4 11 - - - - - -
Pheidole pallidula 1,4 12 46 | 3,4 0 0 46 26 5,6 - - - - - - - - -
Plagiolepis pygmea 0 35 31|07 12 07|05 0,9 0 0 0 0,51 05 0 0 - - -
Proformica longiceta - - - - - - - - - 0,4 0 0 - - - 47 15 94
Tapinoma nigerrimum - - - - - - - - - 3 0,7 63 13 6,9 12,7 | 7,1 5 8,2
Tetramorium forte - - - - - - - - - 34 43 6,3 1 0 2,139 31 24

Tetramorium semilaeve 0 0 0,8 0 24 22105 0 0,6 0 0,7 0 0,5 0 0,7 | 0,8 0 0

Temnothorax sp. 0 0 08 | 21 0 0,71 0,5 0 0 - - - - - - - - -
Pieges vides (%) 21 45 40 | 27 52 32 13 39 30 | 23 23 31 21 29 36 | 29 19 43
Total pieges (N) 117 118 118 | 114 114 114 | 122 122 122 | 117 118 118 | 120 120 120 | 120 120 120
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c. Autres fourmis : Richesse spécifique.

Au total 30 espeéces ont été identifiées dans les pieéges posés en 2015 (Tableau 9). La richesse
spécifique est plus importante a moyenne altitude (19 espéces a 1300 m) contrairement a

tres haute altitude ou la richesse est moindre (8 especes a 2000 m) (Fig. 24).

d. Autres arthropodes : Abondance et masse seche

Il y a un effet de l'altitude aussi bien sur I'abondance en autres arthropodes (z = 21,85, P <
0,0001) que sur la masse seche (Fys90 = 24,79, P < 0,0001) ainsi qu’un effet de altitude?
(abondance : z = -19,34, P < 0,0001 ; masse seche : F; 890 = 17,15, P < 0,0001) décrivant dans
les deux cas une relation quadratique en forme de cloche (Fig. 25) (Résultats statistiques
fournis en Tableau 10). La plus grande abondance en arthropodes ainsi que la plus forte

masse seche se trouvent a moyenne altitude.
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Figure 25. Abondance (bleu) et masse séche (gris) moyenne (+SE) des arthropodes tombés dans les pieges
posés lors de I'été 2015, en fonction de I'altitude. Les valeurs ont été ajustées par une régression polynomiale
d’ordre deux. Résultats statistiques fournis en Tableau 10.

Abundancia (azul) y peso seco (gris) medios (+SE) de artropodos caidos en las trampas durante el verano 2015
en funcién de la altitud. Los valores han sido ajustados con una regresién polinomial de segundo grado.
Resultados estadisticos presentados en la Tabla 10.
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Tableau 10. Résultats des modeles linéaires mixtes généralisés décrivant la relation entre I'abondance en
arthropodes, leur masse seche et I'altitude (distribution Poisson pour I'abondance et Gaussiene pour la masse
seche) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos generalizados que describen la relacidon entre la abundancia en
artréopodos, su peso seco y la altitud (distribucién de Poisson para la abundancia y Gaussiana para el peso seco)
(significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur Variable Estimate SE z P
aléatoire explicative
Mois Altitude 3,54E-03 1,62E-04 21,85 <0,0001
Abondance en arthropodes
Piege Altitude® 1,21E-06 6,28E-08 -19,34 <0,0001
Mois Altitude 2,26E-03 4,54E-04 4,978 <0,0001
Masse seche des arthropodes
Piege Altitude® -8,12E-07 1,96E-07 -4,141 <0,0001

3. A. 3. Discussion

Dans cette premiere partie nous avons mis en évidence I'existence d’une structure
génétique le long du gradient altitudinal plus ou moins marquée en fonction des marqueurs
utilisés, mais différenciant dans tous les cas les populations de basse, moyenne et haute
altitude. Cette structuration peut témoigner d'un faible flux génique ainsi que
I’hétérogénéité environnementale entre les différents niveaux altitudinaux constituant des
conditions favorables a l'adaptation locale. D’autre part, la variation des conditions
environnementales le long du gradient conduit a une plasticité comportementale

importante chez les fourrageuses qui adaptent leur activité a la température du milieu.

Génétique des populations

L’étude génétique montre une grande différentiation au niveau mitochondrial avec
différents haplotypes entre toutes les zones altitudinales. Cette forte structuration est en
accord avec le mode de dispersion des reines chez A. iberica qui se fait par fission et qui est
donc restreint a la marche sur de faibles distances. De plus, c’est a moyenne altitude ot il y a
la plus grande diversité d’haplotypes. Ce patron existe aussi chez les plantes le long de
gradients altitudinaux (Ohsawa & Ide, 2008). Théoriquement il peut s’expliquer par le fait

qgue les populations périphériques, se situant prés de la limite extérieure de la zone de
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répartition géographique de l'espéce, sont souvent relativement faibles et se trouvent
isolées des populations centrales (Mayr, 1963; Levin, 1970; Lawton, 1993). De plus, ces
populations périphériques sont souvent fondées par un petit nombre d'individus, ce qui peut
entrainer également une réduction significative de la diversité génétique (Nei et al., 1975;
Allendorf, 1986; McCommas & Bryant, 1990). D’autre part, elles sont susceptibles de subir
différentes pressions de sélection que les populations centrales. Les conditions
environnementales changeant le long du gradient altitudinal, on peut supposer que les
populations géographiquement centrales connaissent des conditions optimales, alors que les
populations périphériques sont généralement dans des conditions sous-optimales (Lesica &
Allendorf, 1995). Ainsi, dans les populations périphériques, les faibles flux de génes, la taille
réduite de la population et les effets fondateurs favorisent la dérive génétique, réduisant
ainsi la variation génétique et augmentant la différenciation entre populations (Lesica &
Allendorf, 1995). Par conséquent, une variation génétique relativement importante ne peut

étre maintenue que dans les populations centrales.

L'analyse des marqueurs microsatellites indique également une structuration
génétique, bien que plus faible. Cette structure résulte partiellement de la capacité de
dispersion des males. Contrairement aux reines, les males peuvent voler mais, comme chez
d'autres espéces (par exemple Cataglyphis cursor), le flux de genes males n'est pas suffisant
pour éviter la différenciation génétique entre les sites (Clémencet et al., 2005). Le succes de
dispersion décroit avec la distance ce qui peut induire une augmentation de la distance
génétique avec la distance altitudinale. Ainsi, une diminution de I'efficacité de dispersion
avec la distance géographique associée a la dérive génétique peut conduire a un patron
d’isolation par la distance. L'absence de relation entre distance horizontale et distance
génétique suggere que la dispersion des populations serait, dans notre cas d’étude,
contrainte essentiellement par l'altitude peut étre en raison de barriéres environnementales
entre les différents étages altitudinaux (Reisch et al.,, 2005; Ohsawa & Ide, 2008;
Noormohammadi et al.,, 2015). Parmi les facteurs affectant le flux génétique entre
populations le long de gradients altitudinaux on trouve la topographie du paysage, la
structure de la végétation ou la phénologie de I'émergence des sexués (Reisch et al., 2005).
En outre, I'absence de corrélation entre distance horizontale et distance génétique peut

s’expliquer par le fait que notre travail était restreint au versant sud de la montagne. En
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effet, certains auteurs font référence a une différentiation génétique marquée avec la
distance horizontale lorsque I'étude s’étend sur les deux versants de la montagne (Taberlet

et al., 1998; Ohsawa & Ide, 2008).

L’analyse discriminante en composantes principales montre une claire différentiation
des zones 1700 et 2000 malgré la faible distance qui les sépare. Au niveau des autres zones,
méme si la structuration est moins marquée, on distingue une séparation entre les zones de
basse altitude de celles de moyenne altitude. En effet, le flux génétique est plus susceptible
de se produire entre populations voisines ; plus les populations sont proches, plus elles ont
tendance a étre génétiquement semblables (Slatkin, 1993; Hutchison & Templeton, 1999;

Medrano & Herrera, 2008).

Etude de terrain
a) Variation de la température avec I'altitude

L'ensemble des données de température vérifient les différences recherchées le long du
gradient altitudinal pour notre étude. Globalement, la température diminue avec l'altitude
alors que les précipitations augmentent. Toutefois, pendant la saison estivale c’est a
moyenne altitude qu’il fait le plus chaud et ou I'amplitude thermique est la plus importante.
Les mesures prises a 20 cm de profondeur dans le sol refletent les températures subies par
les fourmis a l'intérieur des nids. Cette profondeur a été choisie a partir de nos propres
observations sur la structure pas trés profonde des nids d’A. iberica. Dans le sol, la
température diminue également avec l'altitude mais les variations thermiques au cours de la

journée sont beaucoup moins importantes que celles observées a la surface du sol.

b) Rythmes d’activité

L'activité relative journaliéere ainsi que |'efficacité des fourmis des zones 100 a 1700
est bimodale avec un grand pic d’activité le matin et un second pic moins important en
début de soirée. Le creux d’activité entre les deux pics coincide avec le pic de température.
Au niveau de la zone 2000 ou les températures sont les plus froides, le profil d’activité
relative ainsi que le profil d’efficacité sont plutot unimodales avec un pic proche du pic de

température. Ce patron est corroboré par les occurrences mesurées a partir du contenu des
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pieges pitfall. De nombreux facteurs abiotiques, comme la lumiére du soleil, la pluie et/ou
I'intensité du vent, peuvent affecter I'activité de fourragement de certaines especes (Briese,
1980; Cerda & Retana, 1989; Wirth & Leal, 2001). Toutefois, pour de nombreuses espéeces la
température a la surface du sol est I'un des facteurs les plus importants (Rogers, 1974;
Whitford & Ettershank, 1975; Crist & MacMahon, 1991; Vogt et al., 2003; Bucy & Breed,
2006; Azcérate et al., 2007; Yamamoto & Del-Claro, 2008; Jayatilaka et al., 2011). En effet, la
température conditionne la consommation d’oxygene, les pertes en eau et le colt
énergétique du transport (Lighton & Feener, 1989; Lopez et al.,, 1992). Pour certaines
espéces par contre, l'intensité lumineuse ou la position du soleil s’averent étre un facteur
plus déterminant dans I'activité de fourragement que la température elle méme (Bernstein,
1974; Retana et al., 1988; Narendra et al., 2010; Amor et al., 2011). Néanmoins, ces especes
se caractérisent soit par un fourragement tardif, en fin de journée ou nocturne, soit par un
mode de fourragement solitaire. Des especes comme Cataglyphis floricola s'appuient sur des
capacités cognitives individuelles, telles que I'apprentissage visuel, pour retrouver leur
chemin ce qui requiert un angle solaire précis (Wehner & Lanfranconi, 1981; Knaden &
Wehner, 2005; Amor et al., 2011). Ces auteurs ne nient toutefois pas que les températures
extrémes, chaudes ou froides, limitent l'activité de fourragement indépendamment de

['élévation solaire.

D’autre part, I'activité de fourragement chez les fourmis peut étre extrémement
flexible et s’ajuster aux variables physiques telles que la température (voir Introduction
générale p.33). Ainsi, A. iberica, tout comme d’autres espéces occupant des habitats arides,
présente une plasticité comportementale lui permettant de passer d’une activité unimodale
a bimodale lorsque les températures du milieu sont trop élevées (Greenaway, 1981; Crist &
MacMahon, 1991; Pol & de Casenave, 2004; Amor et al., 2011; Caut et al., 2013). Nous avons
pu aussi observer d’autres types de comportements thermorégulateurs tels que l'utilisation
de refuges thermiques (De Bie & Hewitt, 1990; Lopez et al.,, 1992; Cole, 1994; Crist &
Williams, 1999) et la migration fréquente des colonies vers des nouvelles localisations plus
ou moins exposées au soleil (McGlynn et al., 2004). L’utilisation de refuges thermiques était
récurrente chez les fourmis de moyenne altitude la ou I'amplitude thermique est la plus
importante. Des périodes de repos dans la végétation et en grimpant sur des brindilles

pendant les heures les plus chaudes leur permettait de s’éloigner le plus possible de la
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surface chaude du sol. De plus, notre espece se caractérise par des migrations fréquentes de
la colonie, tout comme il a été décrit chez d’autres especes proches : A. senilis (Avargues-
Weber & Monnin, 2009), A. rudis (Smallwood, 1982) et A. araneoides (McGlynn et al., 2004).
C'est a basse altitude qu’il y a eu le plus de déménagements tout au long de I'étude, avec
notamment des migrations vers des petits arbustes lors des mois les plus chauds. A
moyenne altitude ces déplacements ont été particulierement importants en juillet
coincidant avec la période la plus chaude. En revanche, ces migrations ont été trés rares a
haute altitude (une seule migration dans toute la période estivale 2015). Ainsi, en jouant sur
I’exposition des nids, les fourmis peuvent étendre les heures de fourragement en optimisant

le microclimat qui les entoure.

Secondairement, I'activité de fourragement peut aussi étre modulée par des facteurs
biotiques comme la disponibilité en nourriture (Fewell et al., 1992; Biseau & Pasteels, 2000;
Detrain et al., 2000; Sanders & Gordon, 2002; Pol & de Casenave, 2004), I'état nutritionnel
de la colonie (Whitford & Ettershank, 1975), le niveau d’activité dédié a d’autres taches
(Gordon, 1984, 1986), les interactions interspécifiques (Mehlhop & Scott, 1983; Cerda et al.,
1998) et/ou la présence de prédateurs (Whitford & Bryant, 1979; MacKay, 1982; Munger,
1984; Crist & Wiens, 1996). Certains de ces facteurs comme le rassasiement de la colonie,
pourraient expliquer que notre second pic d’activité dans la journée soit plus faible que le
premier. Cependant, l'inertie du sol peut également jouer un rble dans cette moindre
activité puisque apres le pic de température le sol met plus de temps a refroidir que I'air

ambiant.

La plus grande activité relative maximale mesurée a moyenne altitude peut étre
ainsi la conséquence de plusieurs facteurs. Des facteurs biotiques, comme une plus grande
compétition, des ressources plus éparses ou bien des colonies de plus grande taille
pourraient expliquer ces différences d’activité maximale. Si ce dernier parametre sera
abordé dans la deuxieme partie de ce chapitre, nous pouvons a présent traiter les deux
premiers grace aux résultats obtenus par les pieges pitfall. D’une part, suivant le patron déja
observé dans d’autres études (Fisher, 1999; Sanders, 2002; Bharti et al., 2013; Bishop et al.,
2014), il existe une plus grande richesse spécifique de fourmis a moyenne altitude ce qui
augmente le degré de compétition interspécifique. Cette plus grande compétition

impliquerait un plus grand investissement des ouvriéres dans la recherche de nourriture.
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L'abondance en arthropodes, proxy des proies potentielles, est supérieure a moyenne
altitude. A. iberica se caractérise par un régime omnivore se nourrissant majoritairement
d’insectes morts ainsi que de graines et de pétales de fleurs (obs. personnelles). De ce fait, a

priori, la quantité de ressources alimentaires ne serait pas un facteur limitant.

L'efficacité maximale, contrairement a l'activité maximale, est beaucoup moins
importante a moyenne altitude. Néanmoins, lorsqu’on regarde |'efficacité le long de la
journée, a moyenne altitude la différence entre les deux pics est moindre qu’a basse et
haute altitude, le nombre de proies ramenées au nid étant ainsi plus reparti entre le matin et
le soir ce qui peut compenser la plus basse efficacité maximale. Ces différences de
répartition au long de la journée peuvent étre dues a la plus grande compétition présente a

moyenne altitude qui rendrait la capture de proies plus difficile.

La température d’activité relative maximale et d’efficacité maximale est plus élevée a
moyenne altitude. Au vu de la plus grande richesse spécifique de cette zone, il se peut que A.
iberica, tout comme d’autres espéces subordonnées, sorte fourrager a des températures
plus élevées afin d’éviter les espéces dominantes. Ces derniéres, au contraire, vont fourrager
lors que les températures sont plus fraiches (Cerdd & Retana, 1997b; Cerda et al., 1998;
Bestelmeyer, 2000). D’autre part, ce résultat peut également étre expliqué par la plus
grande amplitude thermique des zones de moyenne altitude. Chez d’autres insectes, les
environnements fluctuants peuvent conduire a une résistance a la température supérieure
(Sarup & Loeschcke, 2010; Bozinovic et al., 2011; Fischer et al., 2011), ce qui permettrait a
notre espece de fourrager a des températures plus élevées. En outre, plus on monte en
altitude, plus I’heure d’activité et d’efficacité maximale sont tardives tout comme le pic de
température. A basse altitude les fourrageuses peuvent sortir plus té6t puisque les
températures sont douces dées 8h du matin, alors qu’a haute altitude les températures sont
encore tres froides a cette heure provoquant une activité maximale plus tardive. Malgré

cela, les fourrageuses n’atteignent pas les mémes températures qu’a plus basse altitude.

L’analyse séparée du mois de juillet a été réalisée car pendant ce mois I'’ensemble des
colonies sont au maximum de leur activité sur tout le long du gradient. En début et fin de
saison on peut trouver des différences de phénologie. Globalement, on obtient les mémes

résultats que pour I'ensemble de la saison estivale mis a part pour I'heure d’activité
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maximale qui ne varie pas en fonction de l'altitude. Pour ce mois, le pic de température a

lieu quasiment au méme moment sur I'ensemble du gradient.

c. Variations morphologiques

Nous avons réalisé des mesures morphologiques sur les A. iberica tombées dans les
pieges pitfall pour mettre en évidence des possibles différences de taille entre les différents
moments de la journée. Notre hypothése de départ était que les fourmis qui sortent
fourrager pendant les heures les plus chaudes (entre 12h et 16h) sont plus grandes afin de
mieux résister aux plus fortes températures. Nos résultats montrent qu’il n’y a aucune
différence de taille entre les fourrageuses qui sortent le matin, 'aprés midi et le soir. En
revanche il y a des différences mensuelles, toutes zones confondues, avec une augmentation
de la taille jusqu’au mois de juillet et ensuite une diminution jusqu’a septembre. Chez les
fourmis, comme chez la plupart des insectes, la vitesse de développement diminue avec la
température, ce qui conduit a des individus de plus petite taille (Atkinson, 1994; Forster &
Hirst, 2012; Sanchez Oms et al., 2017). Selon ce principe on s’attendrait a des individus de
plus petite taille en juillet, ce qui n’est pas le cas. Il pourrait donc s’agir d’'une adaptation
morphologique pour faire face aux températures plus élevées de juillet. Néanmoins, il faut
tenir compte du temps de développement et du temps séparant la métamorphose et
I’émergence de la sortie du nid. Il est fort probable que les fourmis piégées au mois de juillet
se soient développées au mois de mai et que celles piégées en septembre se soient
développées en juillet ce qui expliquerait également les différences de taille observées. On
peut tout de méme imaginer que ce décalage dans le temps a pu étre sélectionné au cours
de I’évolution afin de produire des individus plus grands pour survivre aux fortes chaleurs.
Finalement, la taille des individus augmente avec l'altitude ce qui reste dans la logique de la

production d’individus plus grands lorsque les températures sont plus basses.

Conclusion

Dans cette premiere partie nous avons montré ['‘existence de plasticité
comportementale en fonction des conditions de température retrouvées le long du gradient
altitudinal avec également une variation dans le degré de thermophilie des fourmis. Ces

différences de température retrouvées pour 'activité de fourragement vont principalement
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dépendre de la physiologie thermique des fourrageuses (Lighton & Turner, 2004; Stuble et
al., 2013; Bishop et al., 2017).

Deuxiémement, nous avons une structuration génétique le long du gradient
altitudinal. Avec I’hétérogénéité environnementale, cette structuration constitue le critére
requis minimal pour que le phénomene d’adaptation locale puisse se produire (Kawecki &
Ebert, 2004; Blanquart et al., 2013; Savolainen et al., 2013). On s’attend ainsi a ce que les
traits impliqués dans la résistance aux conditions climatiques, tels que la résistance a la
température ou la morphologie des individus, soient soumis a une forte sélection. En effet,
et comme nous I'avons vu, des fonctions importantes comme le développement et I'activité

sont dépendantes de la température.

De ce fait, dans la deuxiéme partie de ce chapitre nous allons analyser les variations
de résistance a la température le long du gradient altitudinal ainsi que les variations
morphologiques. Deuxiemement, nous allons également étudier les variations métaboliques,
dépendantes elles aussi des conditions de température. Finalement, par une expérience de
common garden, nous allons voir si les différences de résistance a la température et de
morphologie le long du gradient se maintiennent aprés un an sous les mémes conditions

d’élevage.
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3. B—Etude en laboratoire : Variations physiologiques et
morphologiques

3. B. 1. Matériel et méthodes
Echantillonnage

Le travail d’échantillonnage a été mené dans la méme région que précédemment (voir Mat.
et méth. Chap.3-A, p. 90), en Sierra Nevada, dans le sud-est de I'Espagne et le long d’un
gradient altitudinal allant jusqu’a 2000 m d’altitude. En octobre 2015 nous avons déterré un
total de 71 colonies d’A. iberica (a 100, 600, 1000, 1300, 1700 et 2000 m), 51 colonies en
juillet 2016 (a 100, 150, 300, 600, 1000, 1300, 1700 et 2000 m) et 28 colonies en octobre
2016 (a 0, 100, 150, 300, 600, 850, 1000, 1300, 1700 et 1850 m). Juste apres collection, pour
les colonies déterrées en 2015, nous avons compté le nombre d’individus par colonie. Lors
du comptage, un individu sur 20 a été prélevé et placé dans de I'alcool a 70° afin de réaliser

postérieurement des mesures morphologiques.

Apreés leur récolte, les colonies ont été maintenues dans une méme salle d’élevage a
24 £ 2°C avec un acces a I'eau ad libitum et nourries une fois par semaine avec des Tenebrio
molitor et des pommes coupées en petits morceaux. Des tubes a essai placés a l'intérieur

des boites d’élevage servaient de nid.

Résistance a la température
a. Chaud

Les tests de résistance a la température ont été réalisés au maximum 3 semaines apres la
récolte des colonies. Pour mesurer la résistance a la température nous avons utilisé une
plague chauffante ayant un rang de température de 5 a 200°C et une précision de mesure
d’1°C (rectangular precision hot plate « Plactronic », J. P. Selecta, Barcelone, Espagne). Les
fourmis ont été déposées dans un récipient en plastique (Longueur x largeur x hauteur : 14 x
10 x 8), dont les parois étaient fluonnées, sans couvercle et dont le fond était découpé afin
de permettre aux ouvriéres de reposer directement sur la surface de la plaque. Les ouvriéres
ont été placées sur la plaque par groupes de dix a une température de 55°C et le temps de

survie jusqu’a leur mort a été mesuré. Pour I'ensemble de ces tests nous n’avons utilisé que
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les fourmis fourrageuses, présentes a I'extérieur des tubes a essai, provenant des colonies
récoltées en octobre 2015 (n = 67 colonies) et en octobre 2016 (n = 28 colonies). Nous avons
testé entre 10 et 20 individus par colonie. Pour les colonies de 2015, nous avons reconduit
les tests suivant la méme procédure, apres avoir passé un an en conditions de laboratoire. A
la fin de tous ces tests les fourmis ont été conservées dans de 'alcool a 70°C afin de réaliser

des mesures morphologiques.

b. Froid

Chaque fourmi a été introduite dans un flacon en verre et plongé dans un bac de glace
pendant 20 minutes. Suivant le protocole de Boyles et al., (2009), a la fin de cette période et
dans une piéce maintenue a 24 + 2°C, chaque fourmi a été déposée au centre d’un cercle de
4,5 cm de diameéetre dessiné au fond d’une boite de pétri de 9 cm de diamétre. Nous avons
mesuré le Chill coma recovery time, c'est-a-dire, le temps nécessaire pour que la fourmi se
réveille et sorte complétement du cercle pendant un temps maximum de 20 minutes. Nous
avons attribué un temps minimal de 21 minutes aux individus n’étant pas sorti du cercle a la
fin du temps d’observation. Dix fourmis par colonie ont été testées sur un total de 67

colonies récoltées en 2015.

Mesures morphologiques

Pour les fourmis prises au hasard lors du comptage des nids (n = 1090), cinq mesures ont été

réalisées sur chaque individu :

- Largeur et longueur de la téte. La largeur correspond a la distance entre les deux
yeux. La longueur est mesurée comme la distance entre I’occiput et le bord inférieur
du clypéus.

- Longueur du mesosoma.

- Longueur du fémur et du tibia de la patte arriere gauche.

Pour ce faire nous avons utilisé une loupe binoculaire (LEICA S8APQ) équipée d’une
caméra vidéo (LEICA EC3). Les mesures ont été réalisées a l'aide du logiciel Image J

(Schneider et al., 2012).
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Ces différentes mesures étant corrélées (voir Résultats, Fig. 27) nous avons choisi
pour les mesures sur les fourmis issues des tests de résistance a la température (chaud) de
ne prendre que la longueur du tibia. En effet, le tibia est rarement abimé lors de la dissection
et en plus, sa longueur joue un réle important dans la résistance a la température (Hurlbert

et al., 2008; Sommer & Wehner, 2012).

Etude métabolique

Cette étude a été réalisée a partir des colonies échantillonnées en octobre 2015 et juillet
2016, aprés 18 et 9 mois en conditions de laboratoire respectivement. Nous avons estimé le
taux métabolique standard d’ouvrieres (n = 134) provenant de trois zones (100, 1300 et
2000m) a différentes conditions de température (15, 20, 25, 30 et 32°C). La respirométrie a
volume constant a été appliquée en utilisant I'équipement Sable Systems (Las Vegas,
Nevada). Sept chambres respirométriques (seringues de 10 ml fermées par un bouchon en
caoutchouc), contenant chacune une petite pelote de coton imbibée de 200 uL d’eau
désionisée prévenant la dessiccation, ont été introduites dans une étuve (Refritherm 200) en
conditions d’obscurité et ont été connectées a un RM8-Multiplexer. La septieme chambre
était vide afin de servir comme contrble. Toutes les heures les valeurs de CO, de cette
chambre étaient soustraites a celles des autres chambres expérimentales afin de corriger
des possibles fuites du systeme. Chaque chambre respirométrique a été nettoyée a I'éthanol

95% entre chaque test.

Lors de chaque test le flux d’air a été nettoyé de H,0 et de CO, a l'aide d'une colonne
de drierite / ascarite / drierite (Lighton, 2008). Le débit a été établi a 50 ml min™* avec une
pompe SS-3 et régulé par une valve Sierra (200 ml min) connectée a une unité MFC. Cet air
a été ensuite nettoyé par une deuxiéme colonne de drierite / ascarite / drierite et envoyé au
multiplexeur programmé avec le logiciel SSI Expedeta faisant basculer l'air entre les
chambres. La température a I'intérieur de I'étuve a été enregistrée en continu en utilisant un
cable Thermistor adjacent aux chambres respirométriques. Tous les équipements ont été
interfacés avec un ordinateur utilisant un SSI Ul-2. Toutes les heures I'air des chambres
respirométriques a été vidé pendant 200 secondes & 50 ml min’, passé au travers d’une
colonne de 10 cm® de Cl,MgQOg afin d’éliminer toute trace d’humidité, et d’un analyseur de

CO, (CA-10, précision de 1%, résolution de 0.00001%). Avant chaque test cet analyseur a été

130



Chapitre 3

calibré. Pour cela il a été mis a zéro avec de I'azote (N,) et étalonné avec un gaz contenant
une concentration connue de CO, (1,000 p.p.m. CO, in N, = 1%). Pour chaque test, six
ouvrieres d’un total de 18 colonies ont été utilisées. Les colonies ont été maintenues a jeun

une semaine avant et tout le long des expérimentations.

Chaque test dure 6 heures donnant six mesures par chambre. Les données issues de
la premiere heure ne sont pas utilisées car incluent du CO, extérieur. Les fourmis ont été
pesées avant chaque test au 10" mg prés (masse humide initiale). Aprés les tests, les fourmis
ont été congelées et séchées a 60°C pendant 24h, puis pesées au 10~ mg prés (masse séche

finale). Ainsi, chaque fourmi n’a servi qu’a un seul test.

Analyse des données

Les données ont été analysées avec le logiciel R (RStudio-Team, 2016). Des modeéles linéaires
mixtes généralisés ont été réalisés pour I'ensemble des données avec la bibliotheque LME4
et ImerTest (Bates et al., 2015; Kuznetsova et al., 2015). L’ensemble des modeéles décrits par

la suite sont récapitulés en Annexe 3 dans le Tableau 3.

L'effet de I'altitude sur le nombre d’ouvriéres par colonie a été analysé (modele 1,
distribution Poisson). Pour les données morphologiques, nous avons tout d’abord vérifié la
corrélation entre les différentes mesures prises sur les individus mis de c6té lors du
comptage des nids, par la méthode de Pearson. La relation entre altitude et longueur du
tibia a été vérifiée (modele 2, distribution Gaussienne) avec la colonie d’origine comme
facteur aléatoire. Ce méme modeéle a été réalisé avec les mesures prises sur les fourmis
issues des tests de résistance a la température. Dans ce modele, en plus de l'effet de
I'altitude nous avons introduit la période d’échantillonnage comme facteur fixe (modéle 3,
distribution Gaussienne). Pour tenir compte des différences de taille, une régression du
temps de survie a 55°C sur la longueur du tibia a été réalisée (modéle 4, distribution
Gamma) pour ensuite tester la régression du résidu sur l'altitude et la période
d’échantillonnage (modeéle 5, distribution Gamma). L'effet de l'altitude sur le temps de
survie a 55°C pour chaque période d’échantillonnage a été ensuite testé séparément. Pour
ce qui est du chill coma recovery time nous avons testé |'effet de I'altitude (modele 6,
distribution Gaussienne) avec la colonie d’origine comme facteur aléatoire. Une

transformation de type log a été appliquée sur ces données afin de les normaliser. Le
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changement de résistance a la température et de taille aprés un an en conditions de
laboratoire a été analysé avec un modele mixte (fonction Ime dans la bibliotheque nime
(Pinheiro et al., 2017)) en introduisant la période d’expérimentation et la zone altitudinale
comme facteurs fixes et la colonie d’origine comme facteur aléatoire (modeles 7 et 8,
distribution Gaussienne). Sur I'ensemble de ces modeéles nous avons testé une relation
linéaire et polynomiale d’ordre deux. Seuls les modeéles présentant le meilleure Critére
d’Information d’Akaike (AIC) sont rapportés. Les interactions non significatives ont été

retirées des modeéles.

Dans I"’étude métabolique chaque donnée utilisée lors des analyses correspond a la
moyenne des 5 heures de mesure pour chaque fourmi. Nous avons utilisé le logiciel SSI
ExpeData pour soustraire le CO, de la chambre vide de chaque mesure expérimentale,
corriger des petites variations dans le débit (£ 0,1ml min™) et transformer les mesures de
CO, de p.p.m. a pl hr'’. Le log du taux métabolique spécifique de masse (CO, mI™ g™ h™) qui
est basé sur le poids sec final, a été utilisé afin de simplifier la comparaison avec d’autres
études (Lighton & Bartholomew, 1988; Lighton, 2008). Nous avons vérifié que la différence
de poids entre avant et aprés les tests est indépendante des conditions de température.
Ainsi, comme dans ces études nous avons tout d’abord estimé une relation linéaire avec la
température et ensuite nous avons testé une relation non linéaire de type polynomial
d’ordre deux (modele 9, distribution Gaussienne) en appliquant une analyse multifactorielle
ANCOVA. La colonie d’origine (au sein de chaque zone altitudinale) n’explique pas une
variation significative du taux métabolique. Nous ne I'avons donc pas inclus comme facteur

aléatoire.
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3. B. 2. Résultats

Colonies

Le nombre d’ouvriéres a été compté sur un total de 71 colonies déterrées lors de I'été 2015.
La relation entre le nombre d’ouvriéres par colonie et I'altitude (z = 26,39, P < 0,0001) ainsi
que laltitude? (z = -24,89, P < 0,0001) est significative décrivant une relation quadratique en
forme de cloche (Fig. 26 ; Résultats statistiques fournis en Tableau 11). Ainsi, c’est a
moyenne altitude que les colonies sont les plus peuplées trouvant dans ces zones des

conditions plus favorables a leur développement qu’a basse et haute altitude.
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Figure 26. Nombre moyen d'ouvriéres par colonie (+SE) en fonction de l'altitude. Les valeurs ont été ajustées
par une régression polynomiale d’ordre 2. Résultats statistiques fournis en Tableau 11.

Numero medio de obreras por colonia (+SE) en funcidn de la altitud. Los valores han sido ajustados con una
regresion polinomial de segundo grado. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 11.
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Tableau 11. Résultats du modele linéaire mixte généralisé décrivant la relation entre I'altitude et le nombre
d'ouvriéres par colonie (distribution Poisson) (significatif si P < 0,05).

Resultados del modelo lineal mixto generalizado y que describe la relacidon entre la altitud y el niumero de
obreras por colonia (distribucion de Poisson) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Variable Estimate SE z P
explicative
Nombre d’ouvrieres Altitude 9,835e-04 3,727E-05 26,39 <0,0001
par colonie Altitude -4,047e-07  1,626E-08 -24,89 <0,0001
Morphologie

Les différentes mesures morphologiques prises sur les fourmis mises de c6té lors du

comptage des nids sont toutes corrélées (R? compris entre 0,77 et 0,9 pour I'ensemble des

corrélations, P < 0,0001) (Fig. 27). La relation entre la longueur du tibia et I'altitude est

linéaire et positive (F16s = 12,52, P = 0,0007) (Fig. 28a; Résultats statistiques fournis en

Tableau 12). La taille des fourmis augmente ainsi avec I'altitude, la ou les températures sont

les plus froides.

Tableau 12. Résultats des modeles linéaires mixtes réalisés décrivant la relation entre I'altitude et la

longueur du tibia d’A. iberica (distribution Gaussienne) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacidn entre la altitud y la longitud de la
tibia de A. iberica (distribucién Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Variable réponse Facteur aléatoire Variable explicative Estimate SE z P
Longueur du tibia
- s Colonie Altitude 4,36E-05 1,23e-05 3,539  0,0008
(fourmis mises de c6té
lors du comptage des colonies)
Altitude
Longueur du tibia 2,66E-05 1,09E-05 2,445 0,016
- Colonie Période
(fourmis issues des tests
-4,70E-02 1,52E-02  -3,095 0,003

de résistance a la température)

d’échantillonnage
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Figure 27. Corrélations réalisées par la méthode de Pearson entre les différentes mesures morphologiques prises sur les fourmis mises de c6té lors du comptage des nids.

Correlaciones realizadas por el método de Pearson entre las diferentes medidas morfoldgicas tomadas sobre las hormigas recuperadas durante el conteo de los nidos.

135



Chapitre 3
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Figure 28. Longueur moyenne du tibia (+SE) en fonction de I'altitude. Les données correspondent a) aux
fourmis mises de coté en 2015 lors du comptage des nids et b) aux fourmis issues des tests de résistance a la
température échantillonnées en Octobre 2015 (rouge) et Octobre 2016 (bleu). Les valeurs ont été ajustées par
une régression linéaire. Résultats statistiques fournis en Tableau 12.

Longitud media de la tibia (+SE) en funcién de la altitud. Los datos corresponden a) a las hormigas recuperadas
durante el conteo de los nidos y b) a las hormigas utilizadas en los tests de resistencia a la temperatura
muestreadas en Octubre 2015 (rojo) y en Octubre 2016 (azul). Los valores han sido ajustados con una regresién
lineal. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 12.

La longueur du tibia des individus issus des tests de résistance a la température
augmente linéairement avec l'altitude (F193 = 5,98, P = 0,016) confirmant les résultats
obtenus avec les A. iberica tombées dans les pieges pitfall (voir Résultats Chap. 3-A, p. 113).
Il'y a également un effet de 'année (F1,35=5,98, P = 0,003). Les fourmis d’Octobre 2016 sont
plus petites que celles d’Octobre 2015 (Fig. 28b ; Résultats statistiques fournis en Tableau
12).

Résistance a la température

Le temps de survie a 55°C augmente linéairement avec la longueur du tibia (F11178 = 1279,8,
P < 0,0001). Le modele basé sur les résidus montre une relation entre le temps de survie,
I'altitude (F1,1176 = 13,9, P = 0,0002), Ialtitude® (F1,1176 = 43,74, P < 0,0001) et I'année (F1,1176 =
4,52, P = 0,034). L’altitude? décrivant une relation quadratique en forme de cloche.

Lorsqu’on regarde individuellement pour chaque période, il y a un effet de I'altitude et de
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Ialtitude® aussi bien pour les fourmis de 2015 (altitude : F1663 = 2, P < 0,0001 ; altitude?:
F1663 = 33,88, P = 0,0001) que pour celles de 2016 (altitude : F;51; = 11,41, P = 0,0008 ;
altitude?: F1511=9,63, P = 0,002), avec une relation quadratique en forme de cloche (Fig. 29 ;
Résultats statistiques fournis en Tableau 13). Des lors, c’est a moyenne altitude, la ou
I'amplitude thermique est la plus importante, que les fourmis résistent le plus a une
température extréme. Toutefois, tout comme pour la taille, la résistance a la température

des fourmis échantillonnées en Octobre 2016 est inférieure.

0,5

Temps de survie a 55°C (Résidus)

I I I
0 500 1000 1500 2000
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Figure 29. Régression du temps de survie a 55°C en fonction de l'altitude basée sur I'analyse des résidus. Les
valeurs ont été ajustées par une régression polynomiale d’ordre 2. Résultats statistiques fournis en Tableau 13.

Regresion del tiempo de supervivencia a 55°C en funcidn de la altitud basada sobre el andlisis de los residuos.

Los valores han sido ajustados con una regresién polinomial de segundo grado. Resultados estadisticos
presentados en la Tabla 13.

Si on compare le temps de survie a 55°C mesuré juste apreés échantillonnage des
fourmis (Octobre 2015) avec le temps de survie aprés avoir passé un an en conditions de
laboratoire (Octobre 2015 + 1 an) il y a un effet significatif de la période (F; 9,3 = 31,55, P <
0,0001), de la zone altitudinale (F144 = 2,64, P = 0,036) et une interaction entre les deux
(F1,923= 3,69, P = 0,0026) (Fig. 30a). La résistance a la température des fourmis est inférieure

apres un an en laboratoire pour toutes les zones sauf pour 2000m. De plus, globalement on
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retrouve les mémes différences entre les différentes zones. Pour ce qui est de la longueur du
tibia, il y a également un effet de la période (F1923 = 30,55, P < 0,0001) mais il n’y a pas de
différence significative entre zones altitudinales (F; 44 = 0,46, P = 0,8) (Fig. 30b). Comme pour

le temps de survie, aprés un an, les fourmis sont plus petites pour 'ensemble des zones.
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Figure 30. a) Temps de survie a 55°C et b) longueur du tibia des fourmis provenant des différentes zones
altitudinales, juste aprés échantillonnage (Octobre 2015) et aprés avoir passé un an en conditions de
laboratoire (Octobre 2015 + 1 an).

a) Tiempo de supervivencia a 55°C y b) longitud de la tibia de las hormigas procedentes de diferentes zonas
altitudinales. Las medidas han sido tomadas justo después del muestreo (Octubre 2015) y después de un afio
en condiciones de laboratorio (Octubre 2015 + 1 afio).

La résistance au froid, estimée par le chill coma recovery time, augmente
linéairement avec l'altitude (Fy 64 = 4,43, P = 0,039) (Fig. 31 ; Résultats statistiques fournis en
Tableau 13). Ce résultat indique que les fourmis exposées aux températures les plus froides,

c'est-a-dire, celles vivant a haute altitude, sont les plus résistantes au froid.
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Figure 31. Chill coma recovery time moyen (+SE) en fonction de l'altitude. Les valeurs ont été ajustées par une

régression linéaire. Résultats statistiques fournis en Tableau 13.

Tiempo medio de chill coma recovery time (£SE) en funcion de la altitud. Los valores han sido ajustados con una
regresion lineal. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 13.

Tableau 13. Résultats des modeles linéaires mixtes réalisés décrivant la relation entre I'altitude et la résistance

a la température chez A. iberica (distribution Gaussienne) (significatif si P < 0,05).

Resultados de los modelos lineales mixtos que describen la relacién entre la altitud y la resistencia a la
temperatura de A. iberica (distribucién Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Facteur

Variable réponse Variable explicative Estimate SE z P
aléatoire
Altitude 1,23E-03 1,67E-04 7,38 <0,0001

Résidus 5

. Altitude -5,45E-07 8,07E-08 -6,745 <0,0001
temps de survie -
a55°C Période d'échantillonnage 124601 583602  -2,126 0,034
Chill coma Colonie Altitude -7,85E-05  3,73E-05 -2,104 0,039

recovery time
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Meétabolisme

Le modele montre un effet de la température (Fy125 = 18,1, P < 0,0001), de la température2

(F1,12s = 5,58, P = 0,02), de la zone (Fy1;5 = 5,39, P = 0,0057), une interaction
zone*température (Fy125 = 6,34, P = 0,0024) et une interaction zone*température2 (Fp125 =
6,67, P = 0,0018) sur le taux métabolique spécifique de masse (Fig.32 ; Résultats statistiques
fournis en Tableau 14). Le taux métabolique des fourmis de la zone 100 est inférieur a celui
des fourmis des zones 1300 et 2000 jusqu’a une température de 30°C. Toutefois, la relation
avec la température varie en fonction de la zone altitudinale. Les ouvriéres de la zone 100
sont plus sensibles a une augmentation de la température car leur taux métabolique
augmente plus rapidement que celui des ouvriéres des zones 1300 et 2000, notamment a
partir de 25°C. Au-dela de 30°C les courbes se croisent : tandis que le taux métabolique des
ouvriéres des zones 1300 et 2000 semble atteindre un plateau, celui des ouvriéres de la zone
100 continue d’augmenter. Dés lors, pour des températures inférieures a 30°C, ce sont les
individus de haute altitude, c'est-a-dire, des zones les plus froides, qui présentent le plus

haut taux métabolique.

Tableau 14. Résultats de 'ANCOVA basé sur une régression polynomiale d’ordre deux entre le taux
métabolique poids spécifique, la zone altitudinale et la température (distribution Gaussienne) (significatif si P <
0,05).

Resultados del ANCOVA realizado sobre una regresién polinomial de segundo grado entre la tasa metabdlica
especifica del peso, la zona altitudinal y la temperatura (distribucidon Gaussiana) (significativo si P < 0,05).

Sum of
Variable réponse Variable explicative DF F P
Squares
Zone altitudinale 2 0,4 5,39 0,006
Température 1 0,67 18,1 <0,0001
Taux métabolique spécifique de masse Zone altitudinale* 2 0,47 6,35 0,0024
Température
Température’ 1 0,21 5,58 0,02
Températurez*Zone 2 0,5 6,67 0,002
altitudinale
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Figure 32. Taux métabolique masse-spécifique en fonction de la température pour les fourmis de
trois zones altitudinales (zone 100, 1300 et 2000). Les valeurs ont été ajustées par des régressions
polynomiales d’ordre deux. Résultats statistiques fournis en Tableau 12.

Tasa metabdlica especifica por masa en funcidn de la temperatura de las hormigas procedentes de
tres zonal altitudinales (zona 100, 1300 y 2000). Los valores han sido ajustados con una regresién
polinomial de segundo grado. Resultados estadisticos presentados en la Tabla 14.

3. B. 3. Discussion

Les résultats de cette deuxiéme partie montrent des différences de tolérance thermique le
long du gradient altitudinal. Tandis que les fourmis de moyenne altitude, la ol I'amplitude
thermique est la plus importante, présentent une meilleure résistance a la chaleur, celles de
haute altitude sont plus résistantes au froid. Les fourmis se différencient également par leur
taille mais celle-ci n’explique pas les différences de thermoresistance observées. Au niveau
énergétique, les fourmis de moyenne et haute altitude présentent un taux métabolique
supérieur tandis que les fourmis de basse altitude sont plus sensibles aux changements de

température. Ces traits vont présenter un certain degré de plasticité mais les différences
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entre zones altitudinales, notamment en ce qui concerne la résistance a la température, ont

plus probablement une base génétique.

La taille des colonies varie le long du gradient altitudinal, les colonies les plus grandes
étant a moyenne altitude. Ce trait favorise la plus grande activité maximale mesurée pour les
colonies de cette zone dans la premiére partie de ce chapitre. En effet, plus les colonies sont
grandes et plus les besoins en ressources alimentaires le seront aussi mais meilleure sera
I’efficacité des ouvrieres au sein de la colonie (Howard & Tschinkel, 1980; Anderson &
Ratnieks, 1999). De nombreux facteurs exogenes influencent la taille des colonies comme Ila
température et ’humidité (Porter & Tschinkel, 1987, 1993; Porter, 1988; Cassill & Tschinkel,
2000), la qualité et quantité des ressources alimentaires (Porter & Tschinkel, 1985; Porter,
1989), la taille des ouvriéres (Porter & Tschinkel, 1985; Calabi & Porter, 1989), le taux de
parasitisme (Briano et al., 1995) et la compétition intra- et interspécifique (Cushman et al.,
1988; Adams, 1990; Gordon et al., 1997; Palmer, 2004). Précédemment nous avons vu que
c’est a moyenne altitude qu’on trouve la plus grande abondance en arthropodes et donc en
proies potentielles. De plus, I'occurrence d’A. iberica diminue avec I'altitude (Résultats Chap.
3-A, p. 112) ce qui reflete une moindre densité en nids et donc une moindre compétition
intra-spécifique qu’a plus basse altitude. Finalement, les conditions de température plus
douces qu’a haute altitude seraient plus favorables au bon développement de la colonie.
Chez A. senilis par exemple, le développement des larves est arrété a une température de
20°C (Sanchez Oms et al., 2017). Ainsi, 'ensemble de ces variables rendraient les zones de
moyenne altitude plus favorables au développement de la colonie que les zones situées a

basse et haute altitude.

L’étude de la résistance a la température le long du gradient altitudinal montre une
bonne adaptation des fourmis a leur milieu. Premierement, la résistance a la chaleur est
supérieure chez les fourmis de moyenne altitude aussi bien pour celles échantillonnées en
2015 que pour celles de 2016. Dés lors, les zones ol les fourmis présentent une plus grande
thermophilie lors du fourragement (voir Résultats Chap. 3-A, p. 106) sont aussi celles qui
présentent la plus grande résistance a la chaleur. Deuxiemement, la résistance au froid
augmente linéairement avec l'altitude de facon a ce que les fourmis exposées aux
températures les plus froides soient les plus résistantes, car le froid, tout comme la chaleur,

contraint I'activité des fourmis et leur performance (Huey & Kingsolver, 1989). Ces résultats
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vont a I'encontre de la régle de Brett qui stipule que les variations géographiques au niveaux
des limites thermiques supérieures sont moindres que celles des limites inférieures, ces
derniéres étant plus labiles (Brett, 1956; Gaston, 2009). Cette regle vérifiée chez certaines
especes de fourmis le long de gradients latitudinaux et altitudinaux (Diamond et al., 2012b;
Bishop et al., 2017) ne s’applique pas a nos résultats qui montrent, certes une variation de la
résistance au froid avec I'altitude, mais aussi une variation importante de la résistance au
chaud. Cette derniére serait en lien avec la plus grande amplitude thermique trouvée a
moyenne altitude (voir Résultats Chap. 3-A, p. 102). Il a été montré chez d’autres insectes
gu’un environnement dans lequel les températures fluctuent conduit a des tolérances
thermiques supérieures. Ainsi, chez Drosophila melanogaster un développement sous des
conditions de température fluctuantes incrémente la tolérance au froid par rapport a un
développement sous des conditions de température stables (Overgaard et al., 2011). Chez
d’autres Drosophilidae (Sarup & Loeschcke, 2010; Bozinovic et al., 2011), ainsi que chez
certains papillons (Fischer et al., 2011), la résistance aux fortes températures est également
augmentée suite a un développement sous des températures fluctuantes. D’autre part, la
régle de Janzen semblerait quant a elle applicable a nos résultats. La régle de Janzen, aussi
appelée I'hypothése de variabilité climatique, prédit une plus grande plage de tolérance
thermique la ou la température du milieu est plus variable (Janzen, 1967; Gaston, 2009),
dans notre étude, a moyenne altitude. Toutefois, ni les mécanismes physiologiques (Neven,
2000; Macmillan & Sinclair, 2011) ni les bases génétiques (Hercus et al., 2000; Anderson et
al., 2005) sous-jacents aux limites supérieures et inférieures de tolérance thermique ne sont

les mémes, ce qui explique leur différente relation avec I'altitude.

Parmi les nombreuses adaptations que les fourmis peuvent présenter pour faire face
aux températures extrémes (Gehring & Wehner, 1995; Gibbs & Pomonis, 1995; Cerda &
Retana, 2000; Clémencet et al., 2010; Slipinski et al., 2015; Boulay et al., 2017), les
adaptations de type morphologique vont incrémenter le temps (Lighton & Feener, 1989) et
la température de fourragement (Rissing & Pollok, 1984). Dans I'Introduction générale nous
avons vu comment les individus de plus grande taille sont favorisés face aux fortes
températures (voir p. 34). D’aprés cela, on avait émis I’hypothése que les fourmis de
moyenne altitude, c'est-a-dire, les plus thermophiles et les plus thermorésistantes soient les

plus grandes. Ce n’est néanmoins pas ce que |'on observe car, tout comme pour les
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ouvrieres tombées dans les pieges pitfall (voir Chap. 3-A, p. 113), la taille augmente
linéairement avec l'altitude avec une production d’individus plus grands au niveau des zones
les plus froides (Atkinson, 1994; Forster & Hirst, 2012; Sanchez Oms et al., 2017). En effet,
tout comme pour la température en surface, nous avons vu que la température a l'intérieur
du sol diminue avec l'altitude (Chap. 3-A, p. 102) et méme si les fourmis sont capables de
thermorégulation a l'intérieur des nids (Kadochova et al., 2014), il se peut que I'amplitude

thermique ne soit pas suffisante pour éviter ces différences de taille.

D’autre part, les adaptations morphologiques comme les trés longues pattes,
caractérisent tout particulierement des especes comme les Cataglyphis et les Ocymyrmex,
occupant les habitats du désert qui ont une trés faible densité alimentaire, ce qui ne semble
pas étre le cas dans notre milieu. Les fourrageuses de ces espéces doivent ainsi couvrir de
grandes distances sur des terrains physiquement trés exigeants. Toutefois, nos résultats ne
nient pas la relation entre taille et résistance a la température car I'analyse réalisée avec
toutes zones confondues montre une relation positive entre les deux. D’autres types de
mécanismes non-morphologiques comme la synthese d’hydrocarbures linéaires et saturées
(Gibbs & Pomonis, 1995), la production de Heat shock proteins (Gehring & Wehner, 1995) ou
encore le régulation du métabolisme (Lighton & Bartholomew, 1988; Nielsen et al., 1999)

pourraient expliquer les différences de résistance a la température observées.

Les mesures de résistance a la température et les mesures morphologiques réalisées
apres avoir passé un an sous les mémes conditions de laboratoire (Common garden
experiments (Kawecki & Ebert, 2004)) montrent non seulement que ces traits sont
plastiques mais aussi I'existence d’ une base génétique qui conduit a des réponses
phénotypiques différentes en fonction de la zone d’origine. Ainsi, méme si la résistance a la
température diminue d’un an a lautre, globalement, les différences entre zones
altitudinales se maintiennent. L’exception ce sont les individus de la zone 2000 qui semblent
plus résistants un an aprés. Chez I'espéce proche A. senilis, |la résistance a la température est
également un caractére plastique qui varie en fonction de la température de développement
(Sdnchez Oms et al., 2017). Plus cette température est élevée, plus la résistance est
importante. Ainsi, en fonction de la zone altitudinale d’origine, la résistance a la température
peut se voir augmentée ou diminuée par rapport aux mesures prises juste apres

échantillonnage, selon si les conditions de température du laboratoire sont supérieures ou
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inférieures a celles du terrain. De plus, comme déja évoqué, des températures fluctuantes
peuvent augmenter la résistance thermique des individus. En laboratoire, les colonies
étaient soumises a des conditions stables. Si seule la plasticité phénotypique entre en jeu, il
n’y aurait pas eu de différences entre zones altitudinales aprés un an sous les mémes
conditions d’élevage. Dans la premiére partie de ce chapitre nous avons mis en évidence une
structuration génétique le long du gradient qui pourrait contribuer a expliquer ces
différences phénotypiques. La longueur du tibia serait également soumise a de la plasticité
phénotypique car ils sont plus petits aprés un an en laboratoire. En revanche, les différences
entre zones ne sont plus significativement différentes. Ainsi, la taille des individus serait un

trait plastique répondant aux conditions environnementales.

Le métabolisme constitue une autre adaptation possible a la température et a
I'altitude. Si la relation allométrique entre le taux métabolique et la taille corporelle est bien
connue en biologie (Kleiber, 1932; Brown et al., 2004), d’autres facteurs extrinseques aux
organismes peuvent moduler le taux métabolique comme la température (Lighton &
Bartholomew, 1988; Gillooly et al., 2001) ou la disponibilité en phosphore (Jeyasingh, 2007).
Nous avons étudié la réponse métabolique d’A. iberica a la température pour trois zones
altitudinales. Selon la relation allométrique entre taille et taux métabolique, les individus les
plus grands, c'est-a-dire ceux de la zone 2000, auraient d(i présenter le plus bas métabolisme
spécifique de masse (Chown et al., 2007). Hors, c’est tout le contraire, le taux métabolique
des ouvrieres des zones 1300 et 2000 est supérieur a celui des ouvriéres de la zone 100 pour
des températures comprises entre 15 et 30 °C. Cependant, la relation avec la température
varie en fonction de la zone altitudinale, les ouvrieres de la zone 100 étant plus sensibles
notamment a partir de 25°C. Au-dela de 30°C les courbes se croisent : tandis que le taux
métabolique des ouvriéres des zones 1300 et 2000 semble atteindre un plateau, celui des
ouvriéres de la zone 100 continue d’augmenter. Dans leur milieu, les fourmis de haute
altitude sont exposées a des températures chaudes pendant des périodes relativement
courtes en comparaison avec celles de plus basse altitude, ayant une saison d’activité plus
restreinte. Avoir un taux métabolique plus important va leur permettre d’étre
physiologiquement plus actives et de maximiser la croissance de la colonie pendant ces
courts périodes de temps. Ce type d’adaptation a déja été mis en évidence chez deux

especes de Myrmica le long d’un gradient latitudinal, les populations du nord répondant plus
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intensément a une hausse de la température (Nielsen et al., 1999). Il en est de méme chez
trois especes de Pogonomyrmex le long d’un gradient altitudinal (MacKay, 1982). Cette
adaptation physiologique est nécessaire afin de permettre a notre espéce d’avoir les mémes

performances tout le long du gradient.

Il serait également intéressant d’étudier I’évolution du métabolisme pour ces zones
altitudinales au-dela de 30°C, températures plus stressantes pour notre espéce. Chez
Pogonomyrmex rugosus, ainsi que chez des scarabées du désert ,une réduction du
métabolisme a été signalé comme adaptation aux températures extrémes (Bartholomew et
al., 1985; Lighton & Bartholomew, 1988). Dans des environnements arides ou la nourriture
devient rare, ce type d’adaptation permet une réduction aussi bien des besoins alimentaires
gue des pertes en eau par respiration. Selon cette théorie, notre hypothése serait un taux
métabolique plus bas chez les fourmis de la zone 1300 puisque ce sont celles qui subissent
les plus fortes températures mais aussi, celles qui se caractérisent par la plus grande
thermophilie et la plus grande résistance a la température. Le plateau obtenu a partir de

30°C laisse penser qu’une adaptation de ce type est possible.
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Conclusion

L'ensemble des résultats montrent un lien entre [Ialtitude et différents traits
comportementaux, physiologiques et environnementaux établis afin d’atteindre des
performances optimales. Certains de ces traits vont étre soumis a un certain degré de
plasticité, plus ou moins important en fonction du caractére étudié. Dans la littérature
certains auteurs avancent I’hypotheése de plasticité adaptative qui souléve la possibilité que
la plasticité phénotypique soit en réalité un caractere adaptatif cible de la sélection naturelle
(Fox et al., 2001). Selon cette hypothése, un génotype plastique serait plus performant qu’un
autre moins plastique dans des environnements soumis a des changements constants. Dans

ces circonstances le génotype plastique serait favorisé sur le long terme.

L’expérience de common garden met en évidence une base génétique expliquant les
différences de thermo-tolérance observées le long du gradient. Cependant, méme si dans la
premiére partie de ce chapitre nous avons mis en évidence une structuration génétique le
long du gradient, celle-ci n’est pas suffisamment marquée pour qu’on puisse conclure sur de
I’adaptation locale. De plus, pour gu’il y ait adaptation locale, il faudrait vérifier que les
différences entre populations pour un trait donné, sont plus importantes que les différences
qui peuvent résulter par simple dérive génétique (Hendry et al., 2001; McKay & Latta, 2002;
Kawecki & Ebert, 2004). En outre, des expériences de type transplantations réciproques
pourraient permettre de vérifier s’il existe de I'adaptation locale (Kawecki & Ebert, 2004;
Blanquart et al., 2013). Pour ce faire, les colonies, une fois déterrées, devraient étre inter-
changées entre niveaux altitudinaux laissant quelques unes dans leur propre habitat comme
contréle. En cas d’adaptation locale chaque population devrait avoir de meilleures
performances dans son habitat d’origine. Toutefois, cette expérience peut étre
extrémement lourde a mettre en place car apres avoir déterré et marqué les individus de
toutes les colonies il faudrait réaliser des suivis quasi journaliers pendants un a deux mois a

cause du caractere migratoire des colonies d’A. iberica.

Finalement, si les différences de thermophilie ont pu étre mises en relation avec des
différences dans la résistance a la température, cette derniére n’a pas pu étre expliquée par
des variations morphologiques. Comme nous I'avons déja indiqué, d’autres mécanismes sont

impliqués dans les capacités de thermo-tolérance chez les fourmis comme par exemple, la
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production de Heat shock proteins (Gehring & Wehner, 1995; Slipinski et al., 2015).
Actuellement, des études transcriptomiques sont menées par I'équipe afin de mettre en
évidence d’éventuelles différences d’expression génique aprées exposition des individus a
différentes conditions de température. Cette étude permettra de voir s’il existe un lien avec

la plus grande résistance a la température des individus de moyenne altitude.
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Tout le long de cette these, nous nous sommes intéressés a la relation entre température et
divers aspects comportementaux, physiologiques et écologiques chez les fourmis. Nous
avons engagé les recherches aussi bien sur des principes méthodologiques que sur les
processus écologiques et évolutifs qui participent a la formation de la biodiversité et qui
expliquent I'adaptation biologique des populations naturelles a leur environnement. Dans
cette derniére partie nous parlerons du changement climatique et des possibles réponses
des espéces face a ce changement au regard de leur tolérance thermique. Mais avant cela,

faisons un point sur les principaux résultats obtenus durant cette these.

|. Etendue des données de tolérance thermique

Dans le premier chapitre, nous avons vu I'importance d’incorporer des données sur les
limites physiologiques dans les modeles de distribution des espéeces (Gaston, 2009; Kearney
et al., 2009; Buckley et al., 2012) pour des problématiques de changement climatique,
d’especes invasives ou encore pour des études sur la structuration des communautés. En
effet, pour ce type de travail, certains auteurs se sont apercus que les modeéles dits de niche
environnementale ne suffisent pas (Kearney & Porter, 2009; Chevin et al., 2010; Chown et
al.,, 2010). Ces derniers utilisent la distribution actuelle des espéces et les variables
environnementales caractérisant leur niche réalisée pour prédire les changements de
distributions et le taux d’extinction des espéces (Thomas et al.,, 2004). Le principal
inconvénient de cette méthode est qu'elle ne tient pas compte des processus biologiques
qui sous-tendent |'adaptation d'une espece a son environnement et qu’elle ne peut pas
incorporer les différences biologiques entre espéces qui déterminent si elles peuvent
persister, ou non, in situ. Ce type de modélisation est donc actuellement plus adapté pour
comprendre les changements dans la répartition des environnements spécifiques a une
espéce que pour prédire la persistance de la population ou encore, pour guider les plans de

conservation.

D’autre part, nous avons vu qu’afin d’incorporer ces données sur les limites
physiologiques des espéces dans les modeles, ou encore, réaliser des études macro
écologiques utilisant les données de résistance a la température présentes dans la

littérature, il est devenu indispensable de réduire la méthodologie existante pour les tests de
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résistance a la température. De ce fait, nous nous sommes penchés sur cette diversité
méthodologique chez les fourmis, car de par leur grande diversité morphologique, les
différentes vitesses de déplacement et la diversité de couleurs qu’elles présentent, elles
offrent de nombreux axes exploratoires dans I'étude de la thermo-tolérance (Kaspari &
Weiser, 1999; Pereboom & Biesmeijer, 2003). Pour rappel, nous avons réalisé une révision
de I'ensemble de la littérature s’intéressant a la tolérance thermique chez les fourmis qui
nous a permis de mettre en évidence I'existence d’un grand nombre de méthodes, mesures
et dispositifs utilisés chez les fourmis. Dans cette révision, méme si certaines des méthodes
semblent étre plus utilisées (méthode dynamique), le choix de celles-ci en fonction des
especes et des conditions du protocole peut étre contestable. Nos résultats ont montré qu’il
n’est pas possible de fixer un seul et unique protocole mais celui-ci va dépendre de certains
facteurs notamment des espéces d’étude et de la question que I'on se pose. De méme il faut
tenir compte de I'aspect logistique spécialement en ce qui concerne le temps nécessaire a la
réalisation de ces différents tests mais aussi en termes d’effort d’échantillonnage. Il faudra
également garder a I'esprit que des facteurs intrinséques aux individus peuvent influencer la
résistance a la température comme |’'age ou I'état nutritionnel (Bowler & Terblanche, 2008;
Nguyen et al., 2014). Comprendre exactement les résultats que I'on obtient avec une
méthode ou une autre nous aidera a mieux connaitre la tolérance thermique des espéces et

nous aidera a réaliser des prévisions plus précises sur leur distribution.

Il. Adaptations aux températures extrémes et plasticité phénotypique

Dans le deuxieme chapitre, nous avons mis en avant la capacité de réponse par plasticité
phénotypique d’un insecte thermophile face a une variation des conditions
environnementales. Plus précisément, une variation de la température durant le
développement et les premiers jours de vie des jeunes fourmis, peut conduire a différents
seuils de résistance a la température chez les adultes. Ainsi, nos résultats montrent qu’une
température d’élevage plus élevée réduit le temps de développement ainsi que la taille des
individus. Cependant, les individus de petite taille sont plus thermorésistants que les
individus de grande taille, et donc il n’existe aucune relation entre taille et résistance a la
température contrairement a ce qu’il a été observé pour d’autres espéces de fourmis (Cerda

& Retana, 1997a; Clémencet et al., 2010). Dans ce chapitre il a été mis en évidence la grande
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capacité d’A. senilis a ajuster sa résistance thermique en fonction des conditions locales. Ce
résultat est tout particulierement important dans le cadre du changement climatique car
I'impact d’une augmentation des températures sur la résistance thermique des fourmis est
un sujet ayant recu peu d’attention jusqu’a présent. Weidenmiiller et al., (2009) avait
néanmoins montré chez Camponotus rufipes des préférences pour des températures plus
élevées dans le positionnement du couvain chez des ouvriéres ayant été exposées a des
températures plus chaudes pendant leur état nymphale. Grace a cette plasticité
phénotypique, les espéces peuvent étre plus tolérantes face aux changements
environnementaux (Ghalambor et al., 2007). En effet, cette plasticité va leur permettre ou
bien de faire face aux nouvelles conditions environnementales et ainsi persister
suffisamment longtemps pour permettre I'adaptation (Pigliucci, 2001) ou bien elle va

faciliter I’évolution par assimilation génétique (Waddington, 1953; West-Eberhard, 2005).

Dans le troisieme chapitre, notre étude réalisée le long d’un gradient altitudinal a
permis de mettre en évidence des variations phénotypiques soulignant un lien inéluctable
entre environnement, physiologie et comportement mis en place afin d’atteindre des
performances optimales. Si le comportement de fourragement des fourmis s’avere étre trés
plastique en réponse aux conditions de température, d’autres traits comme la résistance a la
température semblent avoir une base génétique. En effet, nous avons vu que les différences
de résistance a la température entre niveaux altitudinaux se maintiennent aprées avoir passé
un an sous les mémes conditions de laboratoire. Méme si notre étude génétique a mis en
évidence une certaine structure génétique le long du gradient, celle-ci n’est pas
suffisamment marquée pour pouvoir conclure sur de I'adaptation locale. Néanmoins, ce
faible flux génique ainsi que I'hétérogénéité environnementale retrouvée le long du gradient
constituent les requis minimums pour qu’il puisse avoir fixation de traits adaptatifs par

sélection naturelle sur une population donnée.

Les mécanismes de plasticité phénotypique et d’adaptation locale traités dans ces
deux chapitres permettent aux especes d’étre présentes sur des larges zones géographiques
et étre exposées a des conditions environnementales tres diverses. De plus, ces mécanismes
vont leur permettre de faire face a de nouvelles conditions environnementales soit en leur
permettant de s’adapter in situ, soit en facilitant le déplacement vers de nouvelles aires de

répartition.
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lll. Changement climatique

Au vu du changement climatique que nous vivons actuellement, il est devenu d’une
extréme importance de comprendre comment les espéces vont répondre a une
augmentation des températures (Sala, 2000; Thomas et al., 2004; Agrawal et al., 2007;
Deutsch et al., 2008; Zarnetske et al., 2012). Si les organismes ectothermes constituent la
plus grande partie de la biodiversité terrestre (Wilson, 1992), il s’agit également du groupe le
plus vulnérable face au changement de températures. Les températures critiques maximales
et minimales covarient souvent avec la latitude et l'altitude montrant I'adaptation des
organismes au climat (Janzen, 1967; Addo-Bediako et al., 2000; Ghalambor, 2006). Chez les
insectes, la probabilité de mourir face a une température extréme va dépendre de la
réponse physiologique, de la taille de I'organisme, de son état nutritionnel ainsi que d‘autres
parameétres extrinséques comme I'humidité et la magnitude et de la durée de
I’'augmentation de la température (Cerdd et al., 1998; Chown et al., 2009; Santos et al.,

2011; Oberg et al., 2012; Overgaard et al., 2012; Ribeiro et al., 2012).

La réponse d’'une espéece face a un changement de conditions environnementales
peut affecter d’autres especes présentes dans le milieu. Des changements dans la
productivité des écosystemes et au niveau des interactions interspécifiques peuvent se
produire (voir par exemple O’Reilly et al., 2003). Pour cette raison, la priorité est de centrer
les études sur des especes dont les changements d'abondance ou de comportement
auraient les conséquences les plus importantes sur les processus écosystémiques et sur la
biodiversité. Parmi les insectes, les fourmis sont extrémement abondantes, variées et jouent
un réle majeur dans les processus écologiques (Holldobler & Wilson, 1990; Folgarait, 1998;
Ness & Morin, 2008), certains auteurs les considérent méme comme les «ingénieurs des
écosystéemes» (Jones et al., 1994; Folgarait, 1998; Ness & Morin, 2008). Au vue de leur
étroite relation avec la température extérieure, les fourmis vont étre fortement impactées
par le changement climatique. De ce fait, les nombreux processus écologiques dans lesquels
elles interviennent tels que la prédation, la dispersion de graines, la pollinisation, le
recyclage des nutriments ou encore en tant que source de nourriture pour d’autres
vertébrés et invertébrés (Holldobler & Wilson, 1990; Bestelmeyer & Wiens, 2003) pourront

également se voir affectés.
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I11.1. Les faits

Les différents modeles de changement climatique proposés par le GIEC (IPCC, 2014)
prédisent tous une augmentation de la surface des zones désertiques sur la Terre. Par
ailleurs, I"'augmentation de la température qui devrait étre maximale au pole nord et dans
les régions de haute montagne devrait également frapper fortement les principales zones
arides du globe. La désertification, c'est-a-dire, la dégradation des sols dans les régions
arides et semi arides est le résultat de ce changement climatique et des activités de I’homme
et finira par devenir irréversible avec I'intensification de I'assechement, du compactage et de
I’érosion des sols. D’ici la fin du 21éme siecle, les climatologues estiment que la température
globale pourrait monter de 2 a 6 degrés par rapport a la période préindustrielle. La
montagne méditerranéenne, de par sa position latitudinale va étre particulierement
vulnérable a cette augmentation des températures et a la réduction des précipitations,
changements qui ont déja commencé a étre enregistrés dans ces zones naturelles (Zamora

etal., 2015).

I1.2. Réponses des espéces face au changement climatique

Le climat est un facteur important dans la distribution des espéces et permet
d’expliquer la localisation de la majorité d’espéces terrestres sur les régions continentales
(Thomas, 2010). Face au changement climatique, nombreuses espéces répondent en
modifiant leur distribution vers des latitudes ou altitudes plus élevées afin de retrouver un
habitat leur garantissant la survie (Grabherr et al., 1994; Walther et al., 2002; Parmesan &
Yohe, 2003; Root et al., 2003; Chen et al., 2011; Tewksbury et al., 2011). Si ces études
portent majoritairement sur des plantes, oiseaux et papillons, Hickling et al., (2006) ont
montré que d’autres groupes taxonomiques tels que les millipédes, les araignées, les
poissons et les mammiferes semblent répondre de la méme fagon. En Grande Bretagne, 68%
des especes ont migré en direction du nord durant ces 25 derniéres années. Ainsi, Chen et
al., (2011) calculent un déplacement vers le poles de 16,9 km tous les 10 ans et de 11 m en

altitude.

Les especes qui réussissent a migrer présentent souvent des tolérances thermiques

restreintes mais ont de bonnes capacités compétitrices (Urban et al., 2012). A I'inverse, les
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especes qui sont remplacées, présentent une tolérance au froid supérieure mais sont peu
compétitrices (Kay & Whitford, 1978; Tilman & Pacala, 1993; Chase & Leibold, 2003). Ces
phénomeénes de déplacement des espéeces ont également été mis en évidence chez les
fourmis. Dans le systeme montagneux des Appalaches aux Etats Unis, deux espéces
d’Aphaenogaster semblent se donner a ce jeu migratoire. A. rudis, espéce normalement
présente a basse altitude, se déplace vers des plus hautes altitudes en déplagant sa
congénére A. picea (Warren et al., 2016). Normalement les habitats de ces especes se
différencient principalement par la température minimale (Warren et al., 2011; Warren &
Chick, 2013) ce qui fait que, A. picea présente une tolérance thermique, aussi bien au chaud
gu’au froid, deux degrés en dessous que A. rudis et sort fourrager a des températures 6°C
plus basses que celles d’A. rudis (Warren & Chick, 2013). Avec l'augmentation des
températures, I'écotone des deux espéces se voit déplacé d’environ 750 métres vers le haut
des montagnes avec un remplacement progressif d’A picea par A rudis. Cet exemple montre
comment le réchauffement climatique peut contre-sélectionner les espéces adaptées au
froid. Toutefois, les écosystéemes peuvent se maintenir stables si ces espéces sont
remplacées par des congéneres tolérantes aux températures plus chaudes et si ces derniéres
réussissent a s’acclimater complétement a leur nouvel habitat (Somero, 2010). Dans le cas
d’A rudis, malgré sa migration vers le haut des montagnes, elle semble conserver une
tolérance au froid moins importante que A picea. De ce fait, la sortie de la dormance
hivernale et le début de la saison d’activité chez A. rudis sera plus tardif dans sa nouvelle
localisation (Warren et al., 2011). Ces changements phénologiques peuvent avoir a leur tour
des conséquences sur lI'ensemble de ['écosystéme et conduire par exemple a une

asynchronie entre pollinisateurs et floraison (Cleland et al., 2007).

Toutefois, la migration des espéces peut étre limitée par la capacité de dispersion
mais aussi par la présence d’'une zone “refuge” dans laquelle disperser. A cause de la
fragmentation des habitats par exemple, les espéces ne pourront pas toujours se déplacer
vers des environnements optimaux et devront s’adapter in situ pour éviter I'extinction. Le
changement climatique va conduire a de nouvelles pressions environnementales, telles que
des périodes de plus en plus longues de stress thermique et de sécheresse, qui peuvent
conduire a une sélection directionnelle pour la résistance thermique. Ainsi, par sélection

naturelle, il peut y avoir émergence de génotypes plus performants dans ce nouvel
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environnement (Hoffmann & Sgro, 2011). Cependant, ce type de réponse risque de prendre
beaucoup de temps et ne pas empécher I'extinction des espéces. Au contraire, la plasticité
phénotypique, comme nous I'avons vu dans le chapitre 2 et comme il a été vu chez d’autres
insectes (Zeilstra & Fischer, 2005; Forster & Hirst, 2012), peut fournir une réponse
extrémement rapide, permettant aux espéces d’étre plus tolérantes aux changements
brusques de température. Il faut tout de méme tenir compte du fait que cette plasticité peut
avoir un co(t et des limites particulierement importantes notamment dans des
environnements extrémes (Chevin et al., 2010). En effet, pour certains traits, la plasticité
phénotypique peut atteindre une limite et « saturer ». Par exemple, la taille ou encore le
taux métabolique des organismes ne peut pas augmenter indéfiniment face a un

changement environnemental continu.

I11.3. Impact sur les especes thermophiles

Dans une méme famille, certaines espéces vont étre plus ou moins vulnérables au
changement climatique. Par exemple, les especes tropicales peuvent étre plus sensibles au
réchauffement que les espéces tempérées; celles vivant dans la canopée seront également
plus sensibles que celles de la litiere (Huey & Tewksbury, 2009; Wittman et al., 2010;
Diamond et al., 2012b). Un groupe qui est tout particulierement menacé par I'augmentation
des températures est celui des organismes poikilothermes et thermophiles. En effet ces
especes ont une température optimale tres élevée et sont souvent exposés a des
températures proches de leur température critique maximale (voir p. 32). Si ces espéces
n’arrivent pas a migrer vers des zones plus favorables, on peut se demander si elles seront
capables de survivre dans des conditions encore plus extrémes. De plus, comme on vient de

le voir, la plasticité phénotypique peut étre limitée dans ce type d’environnement.

Un nouvel axe de recherche trés en vogue ces dernieres années et qui peut
également jouer sur la résistance a la température chez les insectes est I'étude du
microbiota. En effet, chez les insectes, les bactéries symbiotiques sont connues pour jouer
de nombreux réles. Ces bactéries vont faciliter chez leurs hétes la colonisation de nouvelles
niches alimentaires et vont permettre la spécialisation pour un certain groupe d’aliments
(Douglas, 2009), mais aussi, elles vont leur fournir les nutriments essentiels qui viennent

mangquer a leur diete et vont réaliser la détoxification de certains aliments (Cardoza et al.,
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2006; Adams et al., 2009). De plus, les bactéries symbiotiques peuvent favoriser chez les
insectes la résistance contre des pathogéenes et des parasitoides (Currie, 2003; Oliver et al.,
2003, 2010, Kaltenpoth et al., 2005, 2009; Teixeira et al., 2008; Brownlie et al., 2009) et
contribuer a la préservation de I'état des proies et a I’hygiéne des nids (Currie et al., 1999;
Kaltenpoth et al., 2005, 2009). Finalement, le microbiota peut jouer un réle sur la tolérance
thermique de leur héte (Montllor et al., 2002; Russell & Moran, 2006; Dunbar et al., 2007;
Harmon et al., 2009). Si la température a des effets directs sur les insectes hotes, elle va
aussi avoir divers effets indirects sur ces symbiontes notamment dans leur abondance et
dans leur efficacité de transmission a la descendance (Montllor et al., 2002; Prado et al.,
2009). C’est pourquoi, certaines chaperonnes bactériennes viennent protéger les protéines
de I'h6te d’une dégradation par la chaleur (Wilcox et al., 2003; Stoll et al., 2009). Il peut
également y avoir induction de I'expression de certains genes de stress thermique sous des
conditions normales de température ce qui confere une plus grande thermotolérance aux
individus lors qu’ils sont soumis a des températures extrémes (Brumin et al., 2011). Un
prochain projet de recherche pourrait ainsi porter sur I'étude du microbiota chez des
espéces de fourmis thermophiles afin d’élucider le réle que ces symbiontes jouent sur la
résistance a la température mais aussi sur le réle qu’ils pourraient jouer lors d’un

changement climatique.
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Annexe 1. Supplementary material for the paper: Is phenotypic plasticity a key mechanism for responding to

thermal stress in ants? (Chapitre 2)

Table S1: Generalized linear model with binomial link function testing whether the

probability of death at a given hot plate temperature depends on mesosoma length, leg

length and the mesosoma to leg ratio for ants reared at 24°C (model 10)

Estimate Std. Error z value Pr (>|z|)
Intercept 395.721 10826.706 0.037 0.971
temperature -1.965 213.512 -0.009 0.993
mesosoma 61.096 4801.696 -0.013 0.990
leg -19.785 1484.691 -0.013 0.989
meso.leg ratio -1484.254 34945.843 -0.042 0.966
temperature:mesosoma 1.368 94.642 0.014 0.988
temperature:leg -0.421 29.267 -0.014 0.989
temperature:meso.leg ratio 10.786 689.068 0.016 0.988

Null deviance: 85.338 on 65 degrees of freedom

Residual deviance: 28.903 on 58 degrees of freedom

AIC: 44.903

Number of Fisher Scoring iterations: 7
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Table S2 Generalized linear model with binomial link function testing whether the

probability of death at a given hot plate temperature depends on mesosoma length, leg

length and the mesosoma to leg ratio for ants reared at 28°C (model 11)

Estimate Std. Error z value Pr (>|z|)
Intercept 11453.25 36968.17 0.310 0.757
temperature -219.51 701.28 -0.313 0.754
mesosoma 5766.55 17443.48 0.331 0.741
leg -1787.87 5474.01 -0.327 0.744
meso.leg ratio -37514.08 117889.51 -0.318 0.750
temperature:mesosoma -110.46 330.88 -0.318 0.739
temperature:leg 34.23 103.84 0.330 0.742
temperature:meso.leg ratio 719.27 2236.30 0.322 0.748

Null deviance: 81.774 on 58 degrees of freedom
Residual deviance: 18.084 on 51 degrees of freedom

AIC: 34.084

Number of Fisher Scoring iterations: 10
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Table S3: Generalized linear model with binomial link function testing whether the
probability of death at a given hot plate temperature depends on mesosoma length, leg

length and the mesosoma to leg ratio for ants reared at 32°C (model 12)

Estimate Std. Error z value Pr (>|z|)
Intercept -1730.088 4032.553 -0.429 0.668
temperature 33.046 76.505 0.432 0.666
mesosoma -584.512 1715.223 -0.341 0.733
leg 206.727 533.641 0.387 0.698
meso.leg ratio 4747 .845 12908.754 0.368 0.713
temperature:mesosoma 11.205 32.598 0.344 0.731
temperature:leg 3.981 10.123 -0.393 0.694
temperature:meso.leg ratio -90.215 245.322 -0.368 0.713

Null deviance: 81.639 on 58 degrees of freedom
Residual deviance: 32.871 on 51 degrees of freedom

AIC: 48.871

Number of Fisher Scoring iterations: 7
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Annexe 2 Tableau 2. Tableau récapitulatif de I'ensemble des modeéles linéaires mixtes réalisés lors de
I'analyse des données du terrain (Chapitre 3. B).

Tabla recapitulativa de los modelos linéales mixtos realizados para los analisis de los datos de campo (Capitulo
3.A).

Modele Variable réponse Variable explicative ;Zggiurre Distribution
1 Température moyenne (data logger 2015) Altitude Data logger Gaussienne
2 Température max (data logger 2015) Altitude Data logger Gaussienne
3 Température min (data logger 2015) Altitude Data logger Gaussienne
4 (aﬁgiﬁﬁggrgu”;g{egg fs) Altitude+Altitude’ Nid Gaussienne
5 @ |aTse::fZ?:t;Jesg?z§)15) Altitude+Altitude? - Gaussienne
6 @ |aTseun:f2ﬁLaggigﬂi2now) Altitude - Gaussienne
7 (aTE rngfr:é:rzums%)lﬁmfet) Altitude+Altitude’ Ar':lrzcée Gaussienne
8 @ IaTseS:fZ?:tc:gig??éillet) Altitude+Altitude’ Année Gaussienne
9 (a Iazi?fqgféactiﬂrgorlmjﬁillet) Altitude Année Gaussienne
10 AR max (2015) Altitude+Altitude? Mois Gaussienne
11 Température d’AR max (2015) Altitude+Altitude? Mois Gaussienne
12 Heure d’AR max (2015) Altitude Mois Gaussienne
13 Efficacité maximale (2015) Altitude+Altitude? Mois Gaussienne
14 Température d’Eff. max (2015) Altitude+Altitude? Mois Gaussienne
15 Heure d’Eff. max (2015) Altitude Mois Gaussienne
16 AR max (juillet) Altitude +Altitude” Année Gaussienne
17 Température d’AR max (juillet) Altitude+Altitude” Année Gaussienne
18 Heure d’AR max (juillet) Altitude Année Gaussienne
19 Efficacité maximale (juillet) Altitude Année Gaussienne

20 Température d’Eff. max (juillet) Altitude Année Gaussienne
21 Heure d’Eff. max (juillet) Altitude Année Gaussienne
22 Occurrences A.iberica (2015) Altitude+Période Mois, piege Binomial
23 Occurrences A.iberica (juillet) Altitude+ Période Piége, année Binomial
24 Longueur du tibia (2015) Mois+Mois? Piege Gaussienne
25 Longueur du tibia (2015) Altitude+Période Mois, piege Gaussienne
26 Longueur du tibia (juillet) Altitude+ Période Piege, année Gaussienne
27 Abondance en arthropodes Altitude+Altitude? Mois, piege Poisson
28 Masse seche arthropodes Altitude+Altitude? Mois, piege Gaussienne
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Annexe 3 Tableau 3. Tableau récapitulatif de I'ensemble des modeéles linéaires mixtes réalisés lors de

I'analyse des données du Chapitre 3. B.

Tabla recapitulativa de los modelos linéales mixtos realizados para los analisis de los datos del Capitulo 3. B.

5 . z . o Facteur O
M | Variable r n Variable explicativ e Distribution
odéle ariable réponse ariable explicative aléatoire stributio
1 Nombre d’ouvriéres Altitude+Altitude’ - Poisson
2 Longueur du tibia Altitude Colonie Gaussienne
3 Longueur du tibia Altitude+Période d’échantillonnage Colonie Gaussienne
4 Temps de survie a 55°C Longueur du tibia - Gamma
. . Altitude+Altitude®+Période :
5 Résidus temps de survie d'échantillonnage - Gaussienne
6 Chill Coma Recovery Time Altitude Colonie Gaussienne
7 Temps de survie a 55°C Période d exgenmentatlon Zone Colonie Gaussienne
altitudinale
8 Longueur du tibia a 55°C Période d expenmentatlon Zone Colonie Gaussienne
altitudinale
_— . .
9 Taux métabolique spécifique de masse Zone altitudinale*Température+Zone - Gaussienne

altitudinale*Température
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RB|  Adaptations aux températures extrémes et plasticité
B phénotypique chez une fourmi thermophile

Chez les fourmis la température affecte de nombreux traits entrainant des conseéquences écologiques importantes. Faire
face a des températures extrémes est crucial pour ces organismes ce qui a conduit a la mise en place de diverses
adaptations. Les espéces distribuées le long de gradients environnementaux sont soumises a des pressions de sélection
variables entre les populations. La sélection naturelle peut ainsi favoriser de traits adaptatifs qui procurent un avantage
localement. La plasticité phénotypique constitue quant a elle, un mécanisme de réponse rapide permettant 1’ajustement
des traits a des changements brusques de I’environnement. Lors de cette thése nous avons, premiérement, détermine
I’impact du choix méthodologique sur les tests de résistance a la température chez les fourmis. Cette étude a mis en
évidence une grande diversité méthodologique. Cependant, ces méthodes n’étant pas équivalentes, il n’est pas possible de
fixer un seul et unique protocole mais celui-ci va dépendre de I’espéce étudiée et de la question posée. D’autre part, nous
avons étudié chez une fourmi thermophile des variations phénotypiques dans les traits impliqués dans la résistance a la
température le long d’un gradient altitudinal. Nous avons mis en évidence une plasticité comportementale importante: les
ouvriéres situées a moyenne altitude sont actives a des températures plus élevées que celles de basse et haute altitude. De
plus, ces ouvriéres survivent plus longtemps & la chaleur, mais il ne semble pas y avoir d’adéquation entre
I’environnement et les données morphologiques. Le taux métabolique est plus élevé chez les fourmis de moyenne et
haute altitude. En revanche, les fourmis de basse altitude sont les plus sensibles a une augmentation des températures.
L’étude génétique des populations montre une structuration qui peut contribuer a expliquer les différences phénotypiques
signalées précédemment. Finalement, nous avons cherché a déterminer le degré de plasticité des caractéres
physiologiques et morphologiques face a une augmentation des températures durant le développement. Nos résultats
montrent que par ce mécanisme de plasticité phénotypique, la résistance a la température chez les adultes peut étre
ajustée rapidement en fonction des conditions locales.

Mots cles : Température, fourmi thermophile, tolérance thérmique, plasticité phénotypique, adaptation locale,
gradient altitudinal, écologie évolutive

In ants, temperature directly affects many traits, with significant ecological consequences. Dealing with extreme
temperatures is crucial for these organisms, which has led to the establishment of several adaptations. Species distributed
along environmental gradients are subject to different selection pressures across populations. Thus natural selection can
promote adaptive traits that provide a local advantage. Phenotypic plasticity, on the other hand, is an extremely rapid
response mechanism allowing the adjustment of traits to abrupt changes in the environment. In this thesis we have,
firstly, determined the impact of the methodological choice on temperature resistance tests in ants. Our study highlighted
a great diversity of methodology used this kind of tests. Since these different methods are not equivalent, it is not
possible to set a single protocol, but this one will depend on the species studied and the question addressed. Secondly, we
sought to determine phenotypic variations in a thermophilic ant along an altitudinal gradient. This study revealed an
important behavioural plasticity: the workers located at mid-elevation have their higher daily activity at a warmer
temperature than workers of low- and high-elevations. Moreover, workers of mid-elevation populations survive longer
when they are exposed to heat but there appears to be no match between environmental conditions and morphological
data. Metabolism is higher in mid- and high-elevation ants. However, low-elevation ants are the most sensitive to
increasing temperatures. Measures of gene flow between populations were also conducted. Results suggest limited gene
flow between populations that may contribute to the above-mentioned phenotypic differences. Finally, we evaluated the
degree of plasticity of physiological and morphological features in response to increasing temperatures. Results point out
that variation in temperature experienced by a thermophilic ant during development and the early adult life can result in
significant plasticity in ant development and thermal resistance. By this mechanism of phenotypic plasticity this species
has a tremendous capacity to adjust its thermal resistance based on local conditions.

Key words: Temperature, thermophilic ant, thermal tolerance, phenotypic placticity, local adaptation, altitudinal
gradient, evolutionary ecology




