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Introduction






"In ants it is clear that there is much
room for improvement in the capacity to
transmit information from larvae to
workers, and a study of this relation
under carefully supervised food supply

should be rewarding."

Brian 1956



A. Succes reproducteur, notion clé du vivant

La théorie de la sélection naturelle selon Darwin a permis la compréhension de I'évolution
des especes puisque chaque individu qui differe un peu des autres d'une maniere qui
augmente sa survie ou sa descendance sera favorisé et cette variation tendra a se répandre
(Darwin 1872). Ces variations interindividuelles dépendent notamment de facteurs
génétiques dont les mutations peuvent entrainer des différences phénotypiques (Kutschera
& Niklas 2004). L'évolution des traits phénotypiques d'ordre morphologique et
comportemental est donc expliquée par la survie et le succés reproducteur qu'ils conférent,
formant la valeur sélective d'un individu. Cependant, I’existence des castes stériles chez les
insectes et la coopération entre les animaux restaient difficilement expliquées par les

mécanismes darwiniens (Costa 2013).

En 1964, Hamilton montre qu'on peut élargir la notion de succes reproducteur aux effets de
I'individu sur ses apparentés autres que ses descendants (succés reproducteur indirect). Il
s'agit de prendre en compte I'échelle du gene et non plus seulement de l'individu. Ainsi,
favoriser un individu apparenté aboutit a favoriser ses propres génes dans une certaine
mesure, car deux individus apparentés ont une plus forte probabilité de partager les mémes
génes que deux individus au hasard dans une population. Le succes reproducteur indirect
(indirect fitness), additionné au succés reproducteur classique, fitness directe, aboutit au

succes reproducteur total d'un individu, l'inclusive fitness.

Cependant, aider un apparenté n'est bénéfique pour son propre succes reproducteur total
gue si le bénéfice de cette aide est supérieur au co(t (c) nécessaire pour aider I'apparenté.
Le bénéfice correspond au nombre de descendants supplémentaires qu'a pu produire
I'apparenté grace a l'aide (b), rapporté au niveau d'apparentement entre l'individu et son

apparenté (r). Cette relation s'écrit couramment sous la forme suivante.
br-c>0

Cette notion d'inclusive fitness est une théorie clé pour comprendre I'existence et I'évolution
de la coopération entre les individus apparentés (West et al. 2007, Abbot et al. 2011). Cette
coopération est impliquée dans les relations familiales et sociales, notamment lors du
développement des jeunes profitant de soins parentaux. Ainsi, dans un premier temps nous
aborderons la communication et les relations sociales autour des soins parentaux. Le
principe de l'inclusive fitness permet aussi d'expliquer I'évolution vers la socialité la plus
poussée, I'eusocialité. Ainsi, dans un second temps, I'eusocialité des Hyménoptéres sociaux

et en particulier des fourmis sera présentée, en lien avec les soins aux jeunes.
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B. Communication animale

1. Communication, signal, indice

La communication animale est fréquemment observée, pour autant, la définition de la
communication ne fait pas consensus et est toujours discutée entre les spécialistes, reflétant
la diversité des observations, des interprétations et des cadres théoriques entourant la

communication (Rendall et al. 2009).

Une définition de la communication au sens strict correspond a la transmission d’un signal
entre deux individus, un émetteur et un récepteur. Le signal est défini par Maynard Smith &
Harper (2003) comme "any act or structure which alters the behaviour of other organisms,
which evolved because of that effect, and which is effective because the receiver’s response
has also evolved™". Cependant, cette définition posséde plusieurs versions, utilisant
notamment la notion d’information, employée depuis longtemps de maniére intuitive, et qui
peut étre vu comme une réduction de l'incertitude sur I'environnement (Rendall et al. 2009).
Ainsi, la communication implique un émetteur qui délivre une information a un récepteur
qui utilise cette information pour prendre une décision (Otte 1974, Théry & Heeb 2008).
D'autres auteurs ont cependant préféré les formulations indiquant une modification ou une
influence sur le comportement du récepteur (Rendall et al. 2009, Owren et al. 2010). Enfin,
certains utilisent les deux notions en considérant la communication comme une tentative
d’influence des autres du point de vue de I'émetteur et comme apportant de I'information
du point de vue du récepteur (Maynard Smith & Harper 1995, Ruxton & Schaefer 2011). Le
signal, par définition, a été sélectionné pour I'avantage adaptatif qu’il procure a la fois a
I’émetteur et au récepteur (Maynard Smith & Harper 2003, Théry & Heeb 2008) bien que le
bénéfice pour le récepteur soit discuté (Owren et al. 2010). Pour I'émetteur, c'est la réponse
du récepteur lui procure un avantage adaptatif. Pour le récepteur, c'est I’honnéteté du signal

qui lui permet d'agir de maniére adaptée.

IIII

Une définition plus large de la communication permet de s’affranchir de I""intentionnalité"
de I'émission du signal et donc du bénéfice pour I’'émetteur (Théry & Heeb 2008). Dans cette
situation, on parle d’indice et non de signal. Un indice, par définition, peut étre utilisé par
I'animal récepteur comme guide pour une action future mais l'indice n’a pas été
spécifiguement sélectionné pour cet effet, contrairement au signal (Otte 1974, Maynard

Smith & Harper 2003).

1 . ore . . e s N
Tout acte ou structure qui modifie le comportement d’un autre organisme, qui a évolué a cause de cet effet
et qui est efficace parce que la réponse du récepteur a aussi évolué. (Traduction : MS)
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Les signaux et les indices utilisent différents canaux sensoriels : ils peuvent étre visuels,
acoustiques, chimiques, tactiles, électriques... Les signaux chimiques, considérés comme les
plus anciens et les plus utilisés, possédent un vocabulaire particulier : on parle par exemple
de phéromone, qui déclenchent une réaction spécifique chez un individu récepteur de la
méme espece (Wyatt 2010). L'effet immédiat d'une phéromone sur le comportement du
récepteur (releaser) a été particulierement étudié, mais les phéromones possédent parfois
un effet physiologique sur le long terme (primer) (Wyatt 2003). L'émission simultanée de
plusieurs signaux et/ou indices semble fréquente (Bro-Jgrgensen 2010). Ces signaux
multiples sont dits multimodaux si plusieurs canaux de communication sont utilisés (Partan
& Marler 1999, 2005). Parmi les signaux multimodaux ou multiples, certains sont
redondants, induisant la méme réponse du récepteur, ils peuvent alors étre équivalents ou
se renforcer (Johnstone 1996, Partan & Marler 1999). Au contraire, les signaux non
redondants induisent séparément une réponse différente du récepteur. Quand ils sont
associés, ces signaux initialement non redondants peuvent produire des réponses
indépendantes ou bien un nouveau type de réponse comme une réponse uniquement au
signal dominant, une réponse modulée ou encore une autre réponse, dite émergente
(Partan & Marler 1999). Par rapport a un signal utilisant un seul canal, les signaux
multimodaux peuvent permettre d'attirer I'attention du récepteur par différents canaux, de
moduler le signal ou d'assurer la réception d'un signal dans un environnement trés bruité
(Johnstone 1996, Candolin 2003).

Les signaux évolueraient souvent par ritualisation a partir de traits préexistants chez
I'émetteur et utilisés initialement comme indices par le récepteur (Théry & Heeb 2008,
Bradbury & Vehrencamp 2011a). Lorsque I'émetteur de l'indice obtient un avantage sélectif
grace a la réponse du récepteur, I'émission de l'indice peut co-évoluer avec la réponse pour
former un signal (Maynard Smith & Harper 2003, Bradbury & Vehrencamp 2011a). Les
signaux visuels, acoustiques ou tactiles peuvent donc avoir pour précurseurs des
mouvements d'intention, des conflits motivationnels ou des réponses du systéme nerveux
dans des conditions de stress menant par exemple aux comportements de substitution. Les
signaux chimiques peuvent quant a eux évoluer a partir des produits du métabolisme ou des
molécules libérées lors de blessures (Wyatt 2003). De plus, un biais sensoriel chez le
récepteur ayant évolué dans un autre contexte peut étre exploité dans le cadre de la
communication (Théry & Heeb 2008, Mas & Kolliker 2008). Cependant, une pression de
sélection par l'environnement, les prédateurs ou les parasites ne permet qu'a certains

signaux seulement d'évoluer (Endler 1992, Laidre & Johnstone 2013).
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2. L'honnéteté de la communication

Lors de I’étude de la communication animale, il est apparu que les animaux ont souvent des
intéréts divergents quant a la situation sur laquelle ils communiquent. La possibilité pour un
émetteur de tricher sur ses objectifs réels afin d‘obtenir davantage de ressources est alors
envisageable (Théry & Heeb 2008). Le signal ne serait alors qu’un moyen de manipuler le
récepteur. Dans ce cas, le récepteur aurait un intérét a ne plus répondre au signal, qui
perdrait alors sa valeur communicative et disparaitrait (Laidre & Johnstone 2013). Comment
alors les signaux peuvent-ils se maintenir ? Une réponse est venue de Zahavi, qui a formulé
en 1975 le principe du handicap, un mécanisme permettant de garantir ’honnéteté du signal
(Zahavi 1975, Bradbury & Vehrencamp 2011b).

Le principe du handicap de Zahavi (1975), formalisé mathématiquement par Grafen (1990),
se place initialement dans le contexte du choix du partenaire sexuel. Ainsi, les individus
émetteurs différent dans leur qualité, mais cette qualité est cryptique. Pour le récepteur,
choisir et répondre a l'individu émetteur ayant la meilleure qualité est important mais n'est
donc pas possible directement. Or les individus émetteurs émettent un signal qui est lié a
leur qualité, le récepteur choisit alors I'individu avec le meilleur signal, qui sera donc dans ce
cas le partenaire sexuel ayant la meilleure qualité. Ce systéme est évolutivement stable si le
niveau du signal augmente avec la qualité de I'émetteur, c'est-a-dire si le signal est honnéte,
et si le signal est de plus en plus colteux pour un signal de meilleure qualité. Ce colt est
donc le handicap qui garantit que I'émetteur possede effectivement les qualités signalées
(zahavi 1975, Bradbury & Vehrencamp 2011b). Les individus de basse qualité ne peuvent se
permettre un colt trop important alors que les individus de bonne qualité peuvent émettre

un signal colteux (Zahavi 1975, Grafen 1990).

Plus précisément, le co(t d’un signal se compose théoriquement d’un colt de réalisation et
d’un co(t stratégique, méme si ces deux colts sont difficiles a séparer expérimentalement
(Guilford & Dawkins 1991, Szamadé 2011, Higham 2014). Le colt de réalisation est lié a
I'envoi du signal lui-méme alors que le colt stratégique représente le colit supplémentaire
pour promouvoir, mettre en avant le signal (Guilford & Dawkins 1991, Maynard Smith &
Harper 1995, 2003). C’est donc le colt stratégique qui représente le handicap et permet

I’honnéteté du signal selon Zahavi.

Pour autant, I'existence d'un co(t stratégique selon le principe du handicap n'est pas le seul
mécanisme permettant a la communication d’étre honnéte (Maynard Smith & Harper 2003,
Ruxton & Schaefer 2011). Quelques-uns de ces autres mécanismes assurant I'honnéteté sont
cités ici (Zahavi 2008, Grose 2011, Ruxton & Schaefer 2011, Szamadé 2011, Higham 2014). (i)

Certains signaux, appelés index, sont impossibles a manipuler, donc honnétes, car ils sont
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reliés intrinsequement a la qualité des individus (Maynard Smith & Harper 1995, Ruxton &
Schaefer 2011, Biernaskie et al. 2014). (ii) Dans les cas d’alignement d’intérét entre les deux
protagonistes, aucun des protagonistes ne peut y gagner en trichant, le signal est donc
honnéte, méme sans colt associé (Bradbury & Vehrencamp 2000, Grose 2011). (iii) Un signal
peu informatif, ne comprenant que deux modalités (signaler ou ne pas signaler), peut étre
stable et non colteux, méme sans alignement d'intérét entre les protagonistes (Bergstrom &
Lachmann 1998, Brilot & Johnstone 2002, Broom & Ruxton 2013). (iv) Enfin, le co(t pourrait
étre uniquement pour les tricheurs par exemple s'il s'agit d'un co(t en inclusive fitness (Hurd
1995, Lachmann et al. 2001, Szamado 2011). Malgré ces différents mécanismes permettant
a la communication d'étre honnéte, il existe des cas de communication malhonnéte mais elle
ne peut se maintenir évolutivement que si sa fréquence est faible (Théry & Heeb 2008,
Ruxton & Schaefer 2011). Les modeles de communication animale que nous venons de
rappeler ont été appliqués en particulier pour les quémandes alimentaires des jeunes aupres

de leurs parents, point que nous allons développer.

C. Investissement parental et quémandes

1. Investissement parental au coeur des relations familiales

Les soins parentaux sont définis comme tout trait parental qui augmente la fitness des
descendants et qui a probablement eu pour origine et/ou qui est actuellement maintenu
pour cette fonction (Royle et al. 2012a). Les soins parentaux comprennent des traits non
comportementaux (comme la production et I'approvisionnement énergétique des gametes)
et des traits comportementaux, comme ['établissement et le maintien d'un nid ou d'un
territoire, les soins aux ceufs et aux jeunes, I'approvisionnement alimentaire post-natal et les
soins apres l'indépendance nutritionnelle (Royle et al. 2012b). Ces soins peuvent étre
réalisés par un ou les deux parents ou encore par des individus, souvent apparentés, qui
aident pour les soins. Les soins parentaux et notamment les apports alimentaires sont
souvent précédés de comportements des jeunes interprétés comme des quémandes, tels
gue piaillements, cris, postures, ouvertures de la cavité buccale, colorations particuliéres ou
encore bousculades (Kilner 2002). Ces quémandes alimentaires des jeunes aupres de leurs
parents ont été observées depuis longtemps et ont été considérées comme un systeme

permettant la coopération pacifique entre les jeunes et les parents (Kilner 2001).

A partir des années 1970, Trivers introduit la notion d'investissement parental qui permet de

modéliser évolutivement les relations parentales : l'investissement parental correspond a
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tout ce que les parents peuvent faire qui augmente les chances de survie d'un jeune, au prix
d'une diminution de l'investissement possible des parents dans les autres jeunes de cette
portée et des suivantes (Trivers 1972). Les parents répartissent donc leur investissement de
telle sorte que leur succes reproducteur soit maximal (Parker et al. 2002). Grace au concept
d'inclusive fitness (Hamilton 1964), Trivers (1974) a introduit I'idée que les jeunes pourraient
eux aussi intervenir dans la relation jeune-parent. En effet, les jeunes pourraient chercher a
optimiser leur propre succées reproducteur. Chaque jeune devrait alors quémander le plus de
soin possible pour lui-méme, au détriment de ses freres et sceurs, afin d'augmenter son
propre succes reproducteur. Cependant, demander et obtenir davantage de soins induit une
diminution de l'investissement parental pour les autres freres et sceurs. Ainsi, augmenter le
succes reproducteur direct diminue le succés reproducteur indirect, tel que défini par
Hamilton (1964). Chaque jeune demandera l'investissement parental qui lui permettra

d'atteindra son succes reproducteur total le plus élevé (Trivers 1974).

Cependant, l'investissement parental optimisé du point de vue des parents pour chaque
jeune peut différer, et souvent étre inférieur, a l'investissement parental optimisé du point
de vue de chaque jeune (Trivers 1974). Cette différence prédit donc I'existence d'un conflit
potentiel entre les parents et les jeunes. De plus, les modéles ont permis de montrer qu'au
sein de la famille, il existe d'autres conflits que le conflit entre parents et jeunes. Ainsi, on
peut montrer que les jeunes sont en conflit entre eux puisque chacun veut plus
d'investissement parental pour lui-méme (Parker & Macnair 1979). Ce conflit peut exister
entre les jeunes d'une méme portée si les parents procurent une quantité fixée de soins a la
portée (intrabrood conflict) ou bien entre les jeunes de portées différentes lorsque les
parents augmentent leur investissement pour une portée, au détriment des portées
suivantes (interbrood conflict) (Parker et al. 2002, Royle et al. 2004). Selon Parker et al.
(2002), le conflit entre jeunes d'une méme portée concerne majoritairement la distribution
des ressources entre les jeunes, tandis que le conflit entre portées concerne

I'approvisionnement, la quantité totale d'aliment apporté au nid.

Plusieurs conflits émergent donc de |'analyse du niveau optimal d'investissement parental
pour chaque protagoniste (Figure 1) (Parker et al. 2002, Bradbury & Vehrencamp 2011c) :
conflit entre jeunes et parents (Trivers 1974), conflit entre jeunes (Parker & Macnair 1979)
ou encore conflit entre parents puisque chacun des parents bénéficierait que l'autre

s'investisse davantage (McNamara et al. 2003, Johnstone & Hinde 2006).
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Figure 1 : Les conflits familiaux pour I'investissement parental (d'aprées Parker et al (2002)).

L'existence de ces conflits théoriques est difficile a démontrer expérimentalement (Mock &
Forbes 1992). En effet, il n'est ni nécessaire ni suffisant d'observer un comportement
conflictuel entre les individus ; il faut montrer que les optima divergent et qu'une
modification de l'investissement parental augmente les bénéfices d'une partie et réduit les
bénéfices de l'autre partie (Royle et al. 2012b). Des confirmations expérimentales de ces
prédictions de conflit ont été trouvées lors de I'étude des hyménoptéres sociaux, et en
particulier I'étude du sex-ratio des descendants d'une colonie, ainsi que dans les résultats

récents en génétique quantitative (Kilner & Hinde 2008).

La distribution des soins parentaux résulte donc de la résolution simultanée de plusieurs
conflits. Pour étudier la résolution de ces conflits, les modeéles se focalisent sur une partie de
ce systéme global et deux modeles principaux ont émergé (Parker et al. 2002, Smiseth et al.
2008, Bradbury & Vehrencamp 2011c). Le premier ensemble de modeles suppose que les
jeunes contrélent l'apport alimentaire (Parker & Macnair 1978) tandis que le deuxieme
ensemble de modeéles suppose au contraire que les parents contrélent I'apport alimentaire
(Godfray 1991, 1995b).

Les premiers modeles envisagent ainsi les quémandes des jeunes comme moyen de
manipulation afin d’obtenir le plus de nourriture possible (Macnair & Parker 1978, 1979,
Parker & Macnair 1978). Le jeune qui quémande le plus ou surpasse les autres jeunes
obtient un supplément de nourriture. Les jeunes contrblent donc la distribution, i. e.
répartition des aliments (Macnair & Parker 1978). De plus, les jeunes sont capables

d'influencer l'approvisionnement alimentaire dans le cas de compétition entre portées
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différentes (Parker & Macnair 1979). Une escalade évolutive du niveau de manipulation des
parents et du conflit entre les jeunes d'une méme portée (scramble competition) en
résulterait (Bradbury & Vehrencamp 2011c). Cependant, ces quémandes d'intensité toujours
croissante ont un co(t qui aurait pour conséquence de limiter le niveau de compétition
entre jeunes (Macnair & Parker 1979). Ces premiers modeles basés sur la manipulation ont
permis d’interpréter |'existence des comportements de quémande coliteux et exubérants,
mais d’autres modeles ont ensuite pris le parti d'une communication non manipulatrice
(Johnstone 1999).

2. Les quémandes comme communication honnéte

En 1991, Godfray propose une approche différente des quémandes des jeunes. Il applique
les théories de la communication et plus précisément le principe du handicap de Zahavi aux
guémandes alimentaires afin de résoudre le conflit entre jeunes et parents (Zahavi 1975,
Grafen 1990). Les quémandes seraient donc des signaux colteux dirigés vers les parents.
Pour adapter le principe du handicap aux quémandes, Godfray suppose que l'intensité du
signal des jeunes augmente avec le besoin de I'émetteur, et non avec sa qualité. Le besoin
des jeunes étant cryptique, les parents utilisent les quémandes qui refletent honnétement le
besoin. Cela permet ainsi aux parents de distribuer la nourriture de la maniére qui optimise
leur propre fitness (Godfray & Johnstone 2000). Dans ce modele, les parents contrélent donc
la répartition de la nourriture en s'appuyant sur les signaux de quémandes des jeunes. Le
systeme est évolutivement stable grace a deux conditions (Godfray 1991). Premiérement, les
guémandes doivent étre colteuses pour les jeunes. Deuxiemement, le gain pour un jeune
doit augmenter avec le besoin, c'est-a-dire que les jeunes en mauvais état bénéficient mieux

d’une ressource alimentaire que les jeunes en bon état.

Cette interprétation des quémandes des jeunes a changé la fagon de considérer les relations
jeunes-adultes, puisqu'elle permet le retour de I'honnéteté, tout en résolvant les conflits
entre parents et jeunes et en expliquant le colit des quémandes (Godfray & Johnstone
2000). Les modeéles de compétition (Parker & Macnair 1978) et de communication (Godfray
1991, 1995b) ne sont cependant pas indépendants (Godfray 1995a, Parker et al. 2002). Les
signaux de quémande dirigés vers les parents auraient ainsi pu évoluer depuis une situation
de compétition entre jeunes (Rodriguez—Gironés 1999, Royle et al. 2004). Les modéles de
communication honnéte et de compétition entre jeunes peuvent méme étre considérés
comme un continuum en fonction de I'importance de chaque partie dans le controle de la

distribution alimentaire, du controle total par les parents (communication honnéte) au
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contréle total par les jeunes (compétition entre jeunes) (Rodriguez-Gironés et al. 2001,
Parker et al. 2002, Johnstone & Roulin 2003).

Les modeles de quémandes honnétes sont cependant particulierement utilisés pour
expliquer et prédire le niveau de quémande et de réponse. Les prédictions expérimentales
de ces modeéles nous intéressent spécialement et ont été résumées par Kilner & Johnstone
(1997). Premierement, le niveau de quémande du jeune est corrélé a son niveau de besoin.
Deuxiemement, les parents apportent la nourriture en fonction du niveau de quémande des

jeunes. Enfin, troisiemement, les quémandes alimentaires sont colteuses.

L'obligation d'un colt pour les quémandes a été par la suite largement discutée, tout comme
dans les modeéles plus généraux de communication (Maynard Smith 1991, 1994, Ruxton &
Schaefer 2011, Higham 2014). Un co(t théorique faible ou nul est alors souvent attendu, ce
qui semble en accord avec les mesures expérimentales du colt des quémandes (Moreno-
Rueda 2007, mais voir Kilner 2001). Ce colt des quémandes peut étre direct, en lien avec les
dépenses énergétiques des quémandes, ou bien indirect, lié a une réduction de la survie en
cas d'augmentation du risque de prédation par exemple (Godfray 1995a, Moreno-Rueda
2007). La comparaison des dépenses énergétiques montrerait que la dépense pour les
guémandes est faible par rapport aux dépenses énergétiques totales des jeunes (McCarty
1996). L'impact de la quémande sur la croissance des jeunes a aussi été mesuré mais semble
limité a quelques espéces d'oiseaux (Rodriguez-Gironés et al. 2001, Kilner 2001).
L'augmentation du risque de prédation lorsque les quémandes augmentent semble aussi
expérimentalement faible (Haskell 1999, Moreno-Rueda 2007). Cependant les expériences
mesurant les colts sont relativement peu nombreuses et la notion de colt reste
fréquemment utilisée dans les modeles et explications liés aux conflits familiaux (Moreno-
Rueda 2007).

D. Comportements de quémandes avec une attention particuliére
pour les quémandes chez les insectes

Les modeles théoriques développés dans les paragraphes précédents ont pour objectif
d'expliquer et de prédire les comportements que nous observons. Les deux principales
prédictions testées expérimentalement sont : (i) la réponse des parents serait corrélée a
I'intensité du signal et (ii) I'intensité du signal d'un jeune serait corrélée a son besoin (Kilner
& Johnstone 1997). Dans ce paragraphe, nous présenterons les principaux résultats des tests
de ces prédictions, et en particulier, nous nous focaliserons sur les modeéles insectes

eusociaux (Tableau 1).
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1. Les quémandes induisent un apport alimentaire

Il s'agit de valider la valeur de quémande des différents signaux, de démontrer un lien entre
un signal et l'apport alimentaire par les adultes, ce qui correspond a valider une des
prédictions des modeles de quémandes : |'apport alimentaire augmente en fonction de
I'intensité du signal (Kilner & Johnstone 1997). La mesure de I'apport alimentaire peut porter

sur l'approvisionnement ou bien sur la distribution.

Les études cherchant a démontrer cet effet modifient expérimentalement l'intensité des
guémandes des jeunes et mesurent la réponse chez les parents. Pour les quémandes
visuelles comme la coloration des oisillons, les expérimentateurs peuvent colorer ou
décolorer artificiellement les oisillons, montrant ainsi un effet sur la distribution alimentaire
(Ayala et al. 2007, Kilner & Hinde 2008). Pour les quémandes acoustiques des oisillons ou
jeunes mammiféres notamment, la diffusion d'enregistrements de quémandes ou de sons
peut la encore montrer que ce sont bien les quémandes qui modifient la réponse des
parents, pour l'approvisionnement et la distribution (Ottosson et al. 1997, Burford et al.
1998, Hinde 2006). Un cas de communication acoustique a ainsi été décrit chez les insectes
eusociaux (Tableau 1), le frelon Vespa orientalis, ou les larves du dernier stade émettent des
vibrations par le frottement de leurs mandibules sur les parois de la cellule (Schaudinischky
& Ishay 1968, Yamane 1976). Ces vibrations attirent les ouvriéres qui nourrissent alors
I'individu dans la cellule, voire tentent de nourrir le microphone expérimentalement

introduit pour simuler des quémandes (Schaudinischky & Ishay 1968, Ishay et al. 1974).

Chez les insectes, le canal chimique est le plus utilisé pour la communication en général et
on le trouve aussi fréquemment pour les quémandes alimentaires (Tableau 1). Les larves du
bourdon Bombus terrestris émettent un signal chimique, perceptible par les ouvrieres a
faible distance et induisant une distribution alimentaire aux larves (Smeets & Duchateau
2001, Pereboom et al. 2003, Den Boer & Duchateau 2006). Chez |'abeille domestique Apis
mellifera, la visite des cellules contenant les larves est influencée par I'état d'affamement
des larves et la distribution alimentaire est influencée par la quantité de nourriture présente
dans les cellules (Le Conte et al. 1990, Huang & Otis 1991a, b). Il a récemment été montré
gu'un signal chimique, la E-beta-ocimene, avait un role direct de quémande alimentaire
puisque l'ajout d'ocimene dans les cellules vides ou sur les larves augmente les visites des
ouvriéres dans ces cellules (Tableau 1) (He et al. 2016). Enfin, chez la fourmi Solenopsis
invicta, les ouvrieres semblent capables de distribuer I'alimentation selon des signaux ou des
indices chimiques variant avec I'état nutritionnel, mais la ou les molécules n'ont pas été
identifiées (Cassill & Tschinkel 1995).
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Tableau 1 : Principales études testant les prédictions des modeles de communication sur les quémandes alimentaires chez les insectes sub-
sociaux et eusociaux : (1) Les quémandes des jeunes induisent-elles le nourrissage par les adultes ? (2) Le niveau de besoin des jeunes est-il lié
au niveau de quémande ? Il est indiqué le type de signal (par exemple, signal de faim) et la modification expérimentale testée (par exemple,
affamement de 2 jours) par rapport au contréle (non mentionné, alimentation normale).

Nature des quémandes

(1) Quémandes induisent
nourrissage ?

(2) Besoin lié aux quémandes ?

Références principales

Perce-oreille

Femelle exposée a odeur

Signal de bonne condition :

Mas et al. 2009,

Forficula auricularia Chimique Fa)té%gé\gnte nourrissage de la Affamement pendant 2 j Mas & Kolliker 2011
L s Signal de mauvaise condition :
Punaise Chimique : Femelle exposée a odeur Quantité d'aliment faible ou Kélliker et al. 2005, 2006

Sehirus cinctus

Mélange de 8 composés

augmente nourrissage de la
portée

élevée durant le 1°" stade
larvaire

N Tactile : Nourrissage do s vorges™® | signal de faim Rauter & Moore 1999, 2004,
Ly Approcher et toucher les e Lo ) Smiseth & Moore 2004, 2007,
vespilloides et N. arties buccales des parents Corrélation entre quémande et | Affamement pendant 2 h 2008
orbicollis P P nourrissage
. . Signal de faim/de mauvaise
Termite Tactile : o , o
L . Corrélation entre quémande et | condition :
fgélrgélllltsermes éﬁsrricécrs?;:(}k?;;cgcirer les nourrissage Qualité d'aliment variable ou Kawatsu 2013

affamement pendant 2 j

Abeille domestique
Apis mellifera

Chimique :
I'ocimene et la phéromone de
couvain

Corrélation entre affamement et
nourrissage ;

Ouvrieres exposées a odeur
augmentent les visites
(ocimene) et le fourragement

Signal de faim :
Affamement pendant 45 min

Huang & Otis 1991b,

Le Conte et al. 2006,
Maisonnasse et al. 2009,
He et al. 2016

Bourdon
Bombus terrestris

Chimique

Ouvrieres exposées a odeur
augmentent nourrissage

Signal de faim :
Affamement pendant 24 h

Den Boer & Duchateau 2006

Frelon
Vespa orientalis

Acoustique :
Frottement des mandibules
sur les parois de la cellule

Ouvrieres exposées a vibrations
augmentent nourrissage

Signal de faim
(effectif faible) :
Affamement de 5 et 7 jours

Schaudinischky & Ishay 1968,
Ishay et al. 1974

Tactile :

Fourmi . Corrélation entre quémande et . Agbogba 1991

. | Balancement de la partie : Non testé
Mesoponera caffraria antérieure du corps nourrissage
Fourmi - Corrélation entre affamement et . : :

? .
Solenopsis invicta Chimique - nourrissage Non testé Cassill & Tschinkel 1995
Fourmi Tactile : . Corrélation entre quémande et .
Partie antérieure du corps Non testé Creemers et al. 2003

Myrmica rubra

relevée (stretching)

nourrissage

Fourmi
Gnamptogenys
striatula

Tactile :
Rotation de la partie
antérieure du corps (swaying)

Corrélation entre quémande et
nourrissage

Signal de faim :
Affamement pendant 24 h

Kaptein et al. 2005
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En plus de ces signaux chimiques, la communication par contact est aussi fréquente chez les
insectes, en particulier pour les espéces ou les jeunes ne sont pas élevés dans des cellules,
comme les termites et les fourmis (Tableau 1). Parmi les espéces sub-sociales, les
nécrophores, Nicrophorus vespilloides et N. orbicollis, ont été particulierement étudiés pour
leurs signaux tactiles, voire visuels (Rauter & Moore 1999, Smiseth & Moore 2002, 2004,
2007). Les jeunes sont partiellement dépendants des parents puisqu'ils peuvent se nourrir
seuls ou bien bénéficier de régurgitations des parents, mais la présence des soins parentaux
augmente la croissance et la survie des jeunes (Eggert et al. 1998). Les jeunes quémandent
et obtiennent des régurgitations de la part des parents s'approchant et touchant les piéces
buccales des parents (Rauter & Moore 1999). Conformément a la prédiction des modeles de
guémande, les parents augmentent |'apport alimentaire quand le nombre de jeunes
augmente (Rauter & Moore 1999, 2004). La situation ainsi décrite chez les nécrophores est
similaire a celle observée chez un autre insecte hétérométabole, mais cette fois ayant atteint
I'eusocialité : les juvéniles du termite Reticulitermes speratus obtiennent de la nourriture en
approchant et picorant les ouvriers (pecking) (Kawatsu 2013). Chez les fourmis, le lien entre
les mouvements ou la posture des larves et le nourrissage par les ouvriéres a été montré
expérimentalement chez trois especes (Tableau 1), Mesoponera (ex-Pachycondyla) caffraria
(Agbogba 1991), Myrmica rubra (Creemers et al. 2003), et Gnamptogenys striatula (Kaptein
et al. 2005). Ainsi, les études chez les insectes montrent souvent une corrélation voire un
lien de causalité entre quémandes et répartition des ressources alimentaires entre les
jeunes, similairement a ce qui est trouvé dans les autres espéces animales en particulier les

oiseaux (Kilner & Hinde 2008).

En plus d'influencer la répartition des ressources, les larves ou juvéniles sont aussi capables
de modifier l'approvisionnement alimentaire, c'est-a-dire la quantité totale d'aliment
apportée au nid. Ainsi, les signaux chimiques émis par les larves de certains insectes sub-
sociaux augmentent |'approvisionnement alimentaire maternel pour I'ensemble des larves
(Kolliker et al. 2005, 2006, Mas et al. 2009, Mas & Kolliker 2011). Chez les insectes eusociaux,
en particulier les fourmis et |'abeille domestique, il est supposé depuis longtemps que les
larves d'insectes jouent un role important dans le niveau d'activité et de fourragement d'une
colonie (Vowles 1955). En particulier la phase nomade des fourmis Iégionnaires est initiée
par les jeunes ouvrieres mais entretenue par un stimulus en provenance des larves
(Schneirla 1958). Cette théorie de I'existence d'un stimulus larvaire pour le fourragement
"brood stimulation theory" expliquerait au niveau proximal le déclenchement et I'ajustement
de I'approvisionnement alimentaire aux besoins de la colonie (Schneirla 1958). Dans |'espece

Cerapachys biroi dont le fonctionnement cyclique se rapproche de celui des fourmis
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légionnaires, le nombre de larves augmente en effet le fourragement des ouvriéres (Ulrich et
al. 2016).

En I'absence de cycle synchronisant I'ensemble du couvain, un lien entre le déclenchement
ou le maintien du fourragement et le développement des larves pourrait aussi exister.
Lorsque le nombre de larves ou leur état d'affamement augmente, les besoins nutritionnels
de la colonie augmentent et on s'attend donc a observer une augmentation du niveau de
fourragement (Holldobler & Wilson 1990, Seeley 1998). Au niveau proximal, I'augmentation
du niveau du stimulus d'origine larvaire déclencherait le fourragement pour un plus grand
nombre d'ouvrieres et/ou augmenterait |'efficacité individuelle du fourragement (Seeley
1998, Beshers et al. 1999). Chez I'abeille domestique, deux phéromones émises par le
couvain, la phéromone de couvain et la E-beta-ocimene, ont un effet sur le comportement
et la physiologie des ouvrieres de la colonie : la phéromone de couvain augmente
notamment le nombre de fourrageuses a pollen et leur effort individuel de fourragement
(Pankiw et al. 1998, Pankiw 2004) ; I'ocimene inhibe le développement ovarien des ouvriéres
et accélere la transition des ouvriéres vers le fourragement (Maisonnasse et al. 2009, 2010).
Chez les fourmis, plusieurs travaux montrent aussi l'influence des larves sur le fourragement
par modification de |'effort de fourragement au niveau collectif ou individuel. On observe
ainsi chez Solenopsis invicta une augmentation de la quantité de nourriture ramenée dans la
colonie lorsque les larves sont affamées (Sorensen et al. 1985). Chez Lasius niger, la
présence de couvain augmente |'efficacité du fourragement, par augmentation du nombre
de fourmis marquant une piste (Portha et al. 2002, 2004). Chez Ectatomma tuberculatum,
les ouvrieres augmentent leur effort individuel dans le fourragement (vitesse de
fourragement, nombre de sorties) quand le nombre de larves augmente (Fénéron et al.
2008) ou lorsque une odeur de larves affamées est ajoutée (Daumas et al. 2012). Chez
Pogonomyrmex badius, I'ajustement du nombre de fourrageuses n'est pas observé en cas
d'ajout de larves dans la colonie (Kwapich & Tschinkel 2015) mais I'ajustement pourrait se
faire par modification de l'effort individuel comme observé chez E. tuberculatum. Les
ouvriéres des colonies de fourmis seraient donc capables d'ajuster le fourragement selon les
besoins nutritionnels de la colonie, et en particulier selon la présence ou |'affamement des

larves.

Les résultats expérimentaux que nous venons de voir montrent donc qu'une des prédictions
des modeles de sollicitation honnéte, l'apport alimentaire augmente en fonction de
I'intensité du signal (Kilner & Johnstone 1997), a été validée dans de nombreuses espéeces et
en particulier chez les insectes eusociaux. Les larves ou les jeunes sont capables d'influencer

I'approvisionnement et la répartition alimentaire par leurs quémandes.
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2. Les quémandes sont liées au besoin

Les quémandes alimentaires pourraient alors varier avec le besoin des jeunes, tels que le
prédisent les modeles de quémande honnéte (Kilner & Johnstone 1997). Pour le tester
expérimentalement, il convient de mesurer le besoin des jeunes ou de le faire varier. La
notion de besoin semble intuitive mais il s'agit d'un concept difficile a mesurer et sujet a de
nombreuses discussions (Clark 2002, Kolliker 2011). Le besoin se définit comme "a measure
of the increase in an offspring’s personal fitness resulting from receipt of a unit of food"
(Royle et al. 2002), "the benefits that offspring stand to gain from eliciting additional
investment™ (Johnstone & Kilner 2011) ou encore "the value of extra resources to [young]*"
(Godfray & Johnstone 2000). Le bénéfice pour le jeune se comprend comme un gain a court
terme mais aussi a long terme, les deux pouvant étre liés. Au niveau pratique, de nombreux
auteurs ont utilisé avec succés le niveau de faim supposé des jeunes suite a des
modifications de I'état nutritionnel (Clark 2002, Kolliker 2011), malgré quelques critiques
(Mock et al. 2011). Il s’agit soit de priver les jeunes d’aliments durant des durées variables
(par exemple lacovides & Evans 1998, Krebs 2001), soit au contraire de les gaver
artificiellement (par exemple Mondloch 1995, Leonard & Horn 1998). Ces études montrent
alors trés souvent un lien entre le niveau de faim et le niveau de quémande chez les oiseaux
(Budden & Wright 2001), chez les mammiferes (Drake et al. 2007, Manser et al. 2008) et
chez les insectes (Mas & Kolliker 2008). Parmi les insectes eusociaux (Tableau 1), I'effet
direct de la faim des larves a été validé pour |'émission d'ocimene chez I'abeille (He et al.
2016), pour la production d'un composé chimique chez le bourdon B. terrestris (Den Boer &
Duchateau 2006) et pour la durée des mouvements larvaires chez la fourmi G. striatula
(Kaptein et al. 2005). Les ouvriéres de la fourmi S. invicta nourrissent davantage les larves
affamées, ce qui indiquerait que les signaux ou indices larvaires varient selon le niveau de
faim (Cassill & Tschinkel 1995). Enfin, chez le frelon V. orientalis, la fréquence des vibrations

produites par les larves varieraient selon leur affamement (Ishay et al. 1974).

Le besoin peut donc étre évalué par I'état d'affamement, mais une autre approche consiste a
utiliser la condition des individus, les individus en moins bonne condition ayant des besoins
supérieurs que les individus en meilleure condition (Royle et al. 2004). Les individus en
moins bonne condition quémanderont donc a un niveau supérieur, comme attendu dans le
cadre d'un signal de besoin (signal of need). Cependant, certaines observations montrent
parfois un effet inverse de la condition des individus sur le niveau de quémande : les jeunes

en meilleure condition possedent un signal de plus forte intensité. Dans ce cas, plusieurs

? Une mesure du gain en fitness d'un jeune résultant de I'obtention d'un item de nourriture (Traduction : MS)
® Le bénéfice gagné par un jeune qui recueille un investissement additionnel (Traduction : MS)
* La valeur d'une ressource supplémentaire pour le jeune (Traduction : MS)

23



auteurs parlent de signal de qualité (signal of quality) par opposition au signal de besoin
(Mock et al. 2011), bien que cette notion soit fortement discutée (Johnstone & Kilner 2011,
Hinde & Godfray 2011). Les parents pourraient parfois avoir un avantage évolutif a préférer
les individus en meilleure condition, en particulier lorsque les ressources sont limitées, ce qui
permettrait I'évolution d'un signal de qualité (Caro et al. 2016). En effet, les individus en
meilleure condition ont plus de chances de survivre et conférent aux parents les meilleures
chances d'augmenter leur succés reproducteur. Expérimentalement, la condition des
individus est estimée par des indices physiques et physiologiques tels que la taille, la masse
ou le niveau de coloration du bec chez les oiseaux (Price et al. 1996, Quillfeldt 2002, Ayala et
al. 2007). La condition peut aussi étre artificiellement modifiée de diverses maniéres : par
des privations ou des suppléments alimentaires sur une longue durée, par des compléments
alimentaires en caroténoide par exemple chez les oiseaux ou encore par modification de la
charge parasitaire (Tschirren et al. 2005, Villasefior & Drummond 2007, O’Connor et al.
2014). Ces observations ou manipulations de la condition des jeunes montrent souvent un
lien avec les quémandes acoustiques ou visuelles des oiseaux (lacovides & Evans 1998,
Quillfeldt 2002, Jacob et al. 2011). Cependant, ce résultat n'est pas toujours retrouvé, en
particulier, une diminution expérimentale de I'état de santé des jeunes (parasitisme,
stimulation immunitaire) n'augmente pas le niveau des quémandes (Saino et al. 2000,
O’Connor et al. 2014). Chez les insectes, la bonne ou mauvaise condition des larves a été
modifiée lors de quelques expériences (Tableau 1). Chez Sehirus cinctus, punaise sub-sociale,
les jeunes signalent leur mauvaise condition par un signal chimique volatile (Koélliker et al.
2005, 2006). De méme, les jeunes termites R. speratus augmentent leurs sollicitations quand
la qualité de I'alimentation diminue (Kawatsu 2013). A l'inverse, le signal chimique des larves
du perce-oreille Forficula auricularia augmente quand les individus sont en bonne condition,
reflétant un signal de qualité plutot qu'un signal de besoin (Mas et al. 2009, Mas & Kolliker
2011).

Enfin, la définition du besoin inclut le besoin a long terme, le niveau de faim d'un individu
refléterait alors non seulement les besoins immédiats mais aussi ceux a plus long terme
(Clark 2002, Johnstone & Kilner 2011, Hinde & Godfray 2011). Ces besoins énergétiques a
plus long terme seraient liés a des différences structurelles ou physiologiques, par exemple
entre les individus males ou femelles, ou bien entre reproducteurs ou non reproducteurs
chez les espéces eusociales. Pour tester si les quémandes varient en fonction du besoin a
long terme, certains auteurs comparent donc des individus différant sur le long terme, entre
femelles et males ayant un dimorphisme marqué par exemple (Price et al. 1996). Les études
ciblées sur l'influence du besoin a long terme sont moins nombreuses que pour la faim ou la

condition mais semblent montrer que les individus ayant des besoins a long terme
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supérieurs (pour atteindre une plus grande taille par exemple) ont un niveau de quémande
plus élevé chez quelques especes d'oiseaux (Price et al. 1996). Aucune expérience n'a testé a
notre connaissance l'effet du besoin a long terme sur les quémandes alimentaires chez les

insectes.

Malgré les variations d'approches et de définition du besoin, ces mesures expérimentales
permettent généralement de montrer un lien entre besoin et niveau de quémande des
jeunes (Smiseth et al. 2008), allant dans le sens des prédictions des modeles de
communication (Godfray 1995a, Kilner & Johnstone 1997). Chez les insectes eusociaux, les
tests validant ces hypothéses sont finalement peu nombreux, malgré la diversité de
I'organisation coloniale, des traits d'histoire de vie et des caractéristiques morphologiques
des larves entre espéces. En particulier, sur les 14096° espéces de fourmis répertoriées, une
seule espece a notre connaissance et pour une seule durée d'affamement a été testée
(Kaptein et al. 2005). C'est pourquoi nous avons choisi dans cette thése d'étudier le modeéle

fourmi dans le cadre des modeéles de communication pour les soins alimentaires.

E. Particularités du modele fourmis

1. Eusocialité, origines et implications

De nombreuses espéces d'hyménoptéres ont atteint I'eusocialité, et en particulier toutes les
espéces de fourmis. L'eusocialité, niveau de socialité le plus avancé, est caractérisée par une
coopération pour les soins aux jeunes, une division de la reproduction et un chevauchement
de deux générations au moins pour I'élevage des jeunes (Wilson 1971, Crespi & Yanega
1995). Le principe de l'inclusive fitness de Hamilton (1964) a permis de comprendre
comment des genes codant pour un altruisme de reproduction aussi avancé ont pu étre
sélectionnés (West et al. 2007, Bourke 2011, 2014). L'évolution vers |'eusocialité a aussi été
probablement favorisée par plusieurs traits d'histoire de vie comprenant la monogamie
(Boomsma 2009, Boomsma et al. 2011), une manipulation maternelle empéchant la
dispersion des jeunes (Alexander 1974, Ratnieks & Wenseleers 2008), le partage des soins
parentaux ou encore la présence d’un nid défendable (Queller & Strassmann 1998). L'haplo-
diploidie des hyménopteres induit aussi des niveaux d'apparentement particuliers au sein
des fratries qui auraient pu favoriser I'apparition de I'eusocialité (Hamilton 1964, Trivers &

Hare 1976), méme si cette hypothése n'est plus considérée comme un prérequis (Queller &

> Le 24 septembre 2016, d'aprés http://osuc.biosci.ohio-state.edu/
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Strassmann 1998, Foster et al. 2006). En effet, les males sont formés par parthénogenese
arrhénotoque et les femelles sont ordinairement issues d'une fécondation. L'haplo-diploidie
permet de calculer les niveaux d'apparentement suivants (en prenant le cas d'une colonie
monogyne et monoandre) : une femelle avec sa sceur a un coefficient d'apparentement de
0,75 alors qu'une femelle avec sa fille a un coefficient d'apparentement de 0,5. Elever une
sceur permettrait donc d'avoir une inclusive fitness plus élevée qu'en élevant sa propre fille
et I'haplo-diploidie aurait ainsi pu contribuer a favoriser I'évolution vers l'altruisme de

reproduction et I'eusocialité.

Si linclusive fitness permet d’expliquer les différents niveaux de coopération entre
apparentés, elle prédit aussi I'existence de conflits au sein méme de ces systémes
coopératifs (Ratnieks et al. 2006). |l suffit en effet que les intéréts des membres divergent
pour qu’un conflit potentiel existe, ce qui arrive dans plusieurs situations comme pour le
ratio male/femelle produit par une colonie, la production des males ou encore le
déterminisme en reine ou ouvriéres -pas ou peu fertiles (Heinze et al. 1994, Ratnieks et al.
2006). Ce dernier conflit potentiel porte sur les larves femelles totipotentes en
développement. Ces larves femelles sont en conflit avec les adultes puisque chaque larve a
pour optimum une destinée reproductive (Bourke & Ratnieks 1999, Wenseleers et al. 2003).
Au contraire, les ouvriéres ont pour optimum une quantité supérieure d'ouvriéres tant que
la taille de la colonie n'est pas suffisante (Peeters & Molet 2010). La production d'ouvrieres
dans cette période de croissance coloniale permet d’améliorer la productivité de la colonie
alors que la production de gynes nécessite plus de ressources et fait perdre une potentielle
ouvriére pour la colonie. La production d'un grand nombre de gynes risquerait de provoquer
une tragédie des biens communs, diminuant la productivité actuelle et future de la colonie,
jusqu'a sa possible disparition (Hardin 1968, Peeters & Molet 2010). Cependant, lorsque la
colonie atteint une taille suffisante, le conflit est réduit puisque 'optimum des ouvrieres
change : la colonie s'oriente vers la production de gynes permettant la perpétuation des

genes et leur dispersion.

La résolution de ce conflit pour une destinée reproductive ou non des larves dépend du
niveau d'apparentement qui, lorsqu’il augmente, réduit les conflits potentiels, et de Ia
coercition effectuée par les ouvriéres pour contraindre les larves dans la caste non
reproductive (Wenseleers et al. 2003, Ratnieks et al. 2006). La coercition des ouvrieres passe
par un contréle de l'alimentation et parfois par des comportements agressifs (Vargo &
Fletcher 1986, Vargo 1998, Ratnieks & Wenseleers 2008, Villalta et al. 2016). Cependant, les
larves peuvent intervenir dans ce conflit, dans les cas ou elles peuvent contréler au moins en
partie leur alimentation (Bourke & Ratnieks 1999, Beekman & Ratnieks 2003, Kaptein et al.

2005), le cannibalisme d'ceufs ou de larves étant par exemple un moyen pour augmenter
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leur alimentation (Polis 1981, Ruger et al. 2007, Schultner et al. 2013, 2014). Les larves
peuvent aussi éviter la coercition des ouvriéres de plusieurs manieres, en masquant les
indices permettant la reconnaissance de la caste ou en devenant des reines miniatures ayant
besoin de peu de ressources pour leur développement (Nonacs & Carlin 1990, Beekman &
Ratnieks 2003). La possibilité pour les larves de gagner le conflit augmente lorsque le
dimorphisme entre les ouvriéres et les reines est peu prononcé (Bourke & Ratnieks 1999). Ce
conflit autour du déterminisme des castes est aussi dépendant des caractéristiques mémes

de ce déterminisme, environnemental ou génétique.

2. Déterminisme des castes

Le déterminisme femelle/male suit un mécanisme génétique assez simple, bien que les
détails ne soient pas encore connus. Le sexe femelle ou male est déterminé par un ou
plusieurs loci : I'hétérozygotie donne une femelle alors que I'homozygotie, le plus souvent
par haploidie, donne un male (Cook & Crozier 1995). Au contraire, le déterminisme au sein
des femelles en caste reproductive et non reproductive est plus complexe. Le déterminisme
était historiguement supposé d'origine environnementale, mais l'influence des génes et
I'influence épigénétique sont de plus en plus démontrées et I'hypothése d'un continuum
entre déterminisme environnemental et génétique est maintenant proposée (Anderson et
al. 2008, Schwander et al. 2010).

Au cours du développement, plusieurs périodes sensibles ou critiques pour le déterminisme
interviennent successivement. Des paramétres environnementaux (alimentation, conditions
thermiques, influences sociales...) agissent dans ces périodes, soit en inhibant les larves et
en les forcant a se déterminer en ouvriéres, soit au contraire en facilitant le développement
en gyne (Wheeler 1986). En particulier, un apport alimentaire trop faible empécherait le
développement en gyne et, a I'opposé, un apport suffisant d'aliments pourrait déclencher le
développement spécifique en reine (nutritional switch) (Brian 1970, Wheeler 1986, mais voir
Bonavita-Cougourdan & Passera 1978). En effet, les reines ayant une taille souvent
supérieure a celle des ouvrieres, on considére qu'elles ont des besoins alimentaires
supérieurs en période de croissance (Bonavita-Cougourdan & Passera 1978, Wheeler 1986).
Le mécanisme par lequel l'alimentation agirait est une modification de la quantité
d'hormone juvénile : si cette hormone dépasse un certain seuil, elle entraine un
développement en gyne, comme montré chez |'abeille domestique (Wheeler et al. 2006).
L'application expérimentale topique d'hormone juvénile sur les larves d'une espece de
fourmi, Harpegnathos saltator, induit en effet le développement en gyne (Penick et al.

2012). Chez quelques espéces, l'orientation vers le phénotype gyne peut méme étre
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déterminé des le stade ceuf en fonction de la quantité et qualité des nutriments fournis par
la reine lors de la ponte ou directement de la quantité d'hormone juvénile (Wheeler 1986).
En plus des facteurs alimentaires, la présence de la reine inhibe le développement en gyne
dans les colonies de nombreuses espéces (Boulay et al. 2009). L'inhibition d'origine royale,
de nature chimique, agit sur la cascade hormonale des larves ou bien influence les
comportements de soin ou de coercition des ouvriéres dirigés vers les larves (Brian 1970,
Wheeler 1986, Vargo 1998, Anderson et al. 2008).

Anderson et al. (2008) soulignent que ces paramétres environnementaux peuvent tous avoir
une influence génétique ou épigénétique. Il est en effet montré une base génétique au seuil
de déterminisme ou une influence du génotype des ouvriéres sur le devenir des larves chez
un nombre croissant d'especes (Anderson et al. 2008, Schwander et al. 2010, Teseo et al.
2014). Cependant, discriminer les effets génétiques de ceux de I'environnement social est

particulierement difficile dans ces espéces eusociales (Anderson et al. 2008, Lo et al. 2010).

3. Division du travail entre ouvrieres

En plus de la division reproductive du travail, une des caractéristiques clés des colonies de
fourmis est |'existence d'une division du travail entre ouvriéres (Holldobler & Wilson 1990).
La spécialisation des ouvriéres aurait été favorisée pour I'avantage adaptatif qu'elle procure,
les ouvriéres spécialisées dans une tache devenant plus efficaces (Robinson 1992). Le
polyéthisme est dit temporel, lorsque la tache d'une ouvriére est corrélée a son age, et
morphologique, lorsque les ouvrieres effectuent des taches pour lesquelles elles présentent
des adaptations morphologiques (Holldobler & Wilson 1990). Le polyéthisme temporel, le
plus fréquemment observé, suppose une association entre la maturation de l'ouvriére et les
taches effectuées. L'ontogenése du comportement se caractérise souvent par la séquence
suivante, qui suit une évolution centrifuge : soins au couvain, nettoyage, gardiennage et
enfin, fourragement (Holldobler & Wilson 1990, Robinson 1992). La relation entre
I'ontogenese et I'dge de I'ouvriere n'est cependant pas linéaire puisque des individus issus de
la méme cohorte effectuent souvent des taches différentes (Sendova-Franks & Franks 1994,
Robinson et al. 1994). Au niveau ultime, ce polyéthisme temporel pourrait étre adaptatif
puisque les ouvriéres les plus agées, dont |'espérance de vie est moindre, effectuent les

taches les plus dangereuses (Goldsby et al. 2012).

La division du travail est souvent expliquée par les modeles a seuil qui supposent que chaque
tiche est associée a un stimulus dont le niveau varie en fonction de l'environnement

(Beshers et al. 1999, Beshers & Fewell 2001). L'ouvriéere effectue la tache si le stimulus est
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supérieur a son seuil interne de réponse. Une division du travail se met en place si les seuils
different entre les ouvriéres. Les seuils internes pourraient varier notamment par auto-
renforcement, en considérant que la réussite d'une tache abaisse le seuil interne pour cette
tache et que I'échec augmente le seuil (Theraulaz et al. 1998). De plus, en considérant que
les seuils varient avec la maturation des ouvrieres, le polyéthisme temporel se met alors en

place.

D'autres modeles proximaux expliquant la mise en place et le maintien de la division du
travail s’appuient sur le principe de I'auto-organisation (Page & Mitchell 1990, Bonabeau et
al. 1997, Beshers & Fewell 2001). L'auto-organisation considére que les comportements
collectifs complexes peuvent apparaitre a partir de comportements individuels simples,
basés sur une information locale et non centralisée (Bonabeau et al. 1997, Seeley 2002).
L’auto-organisation permet alors la création de structures spatio-temporelles (Bonabeau et
al. 1997, Seeley 2002). Les caractéristiques de l|’auto-organisation en font un principe
applicable a la modélisation de la mise en place et du maintien de la division du travail de
maniere non mutuellement exclusive (Deneubourg & Goss 1989, Boomsma & Franks 2006,
Detrain & Deneubourg 2006). Ainsi, a partir du principe d'auto-organisation, les modeéles de
"foraging for work" proposent une organisation linéaire du travail (Tofts & Franks 1992,
Tofts 1993, Tripet & Nonacs 2004). Dans le "foraging for work", une ouvriere recherche une
tache, I'accomplit, la refait tant qu’elle est disponible, sinon, elle avance a la recherche d’une
autre tache (Tofts & Franks 1992, Beshers & Fewell 2001). Les taches seraient reliées
linéairement et spatialement entre elles, comme dans une ligne de production, depuis les
soins au couvain vers le fourragement a I'extérieur du nid, ce qui permet I’'émergence d’un

polyéthisme temporel.

4. Organisation spatiale de la colonie et du couvain

Comme on le voit pour le "foraging for work", I'organisation spatiale au sein de la colonie
peut aussi contribuer a expliguer les mécanismes permettant la division du travail et le
polyéthisme temporel (Hatcher et al. 1992, Sendova-Franks & Franks 1994). Les nids de
fourmis sont en effet souvent organisés spatialement, avec des chambres dédiées a une
fonction selon leur position ; le couvain est par exemple souvent situé dans les chambres
profondes du nid (Holldobler & Wilson 1990). De plus, chague ouvriere posséderait, pour
une période de sa vie, une zone de fidélité (Fresneau 1985, Holldobler & Wilson 1990,
Sendova-Franks & Franks 1994, 1995, Mersch et al. 2013). La fidélité a la zone du nid
posséde une forte résilience puisqu’elle se retrouve aprés un déménagement (Sendova-

Franks & Franks 1994). L'organisation spatiale des ouvriéres pourrait donc aussi permettre
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une optimisation des taches puisque les ouvrieres effectueraient un faible déplacement

entre chaque tache (Seeley 1982).

L'organisation spatiale est particulierement marquée pour le couvain et donc possiblement,
pour les soins au couvain. Le couvain est ainsi souvent regroupé par taille ou organisé de
maniére concentrique ou linéaire, parfois en lien avec des facteurs environnementaux tels
gue la température ou I'humidité (Le Masne 1980, Fresneau et al. 1989, Holldobler & Wilson
1990, Franks & Sendova-Franks 1992, Lim & Lee 2005) ou grace a un mécanisme auto-
organisé (Deneubourg et al. 1990, Sendova-Franks et al. 2004). Une disposition alternative
des larves est observée chez certaines especes, les larves sont éparpillées sur I'ensemble de
la surface du nid, séparées les unes des autres, ce qui pourrait avoir pour fonction de limiter
le cannibalisme (Le Masne 1953, Urbani 1991, Riiger et al. 2007). Le tri du couvain pourrait
s'appuyer sur leur taille mais aussi sur des indices morphologiques puisque la croissance des
larves est divisée en stades larvaires qui different parfois par la présence, la quantité ou la
morphologie des soies (Petralia & Vinson 1979, Baratte et al. 2005, Ramos Lacau et al. 2008,
Solis et al. 2010a, b, 2013). En plus du tri par taille, les ouvrieres de quelques especes
pourraient discriminer le sexe, male ou femelle, du couvain possiblement par des différences
morphologiques ou chimiques (Helms et al. 2000, Sundstrom et al. 1996, mais voir
Hammond et al. 2002). ®

5. Soins aux larves et quémandes alimentaires des larves

Le couvain ainsi agencé par les ouvriéres est entierement dépendant de ces derniéres pour
sa survie et sa croissance (Markin 1970, Le Masne 1980). Les soins aux larves consistent alors
a les nourrir, nettoyer leur cuticule, les assister lors des mues, les transporter et les trier (Le
Masne 1953, 1980). Nous nous focaliserons ici sur l'alimentation des larves et sur les

comportements précédant le nourrissage.

L'alimentation des larves de premiers stades est composée de liquides protéinés ou sucrés,
fournis par trophallaxie ou grace au transport de gouttelettes par les ouvrieres, appelé
pseudo-trophallaxie (Markin 1970, Wheeler & Wheeler 1976, Buschinger & Schaefer 2006).

Les larves peuvent aussi étre nourries d’ceufs trophiques pondus par les ouvrieres (Le Masne

® par ailleurs, les ouvriéres de nombreuses especes sont capables de discriminer le couvain hétérospécifique, et
parfois le couvain hétérocolonial (Febvay et al. 1984, Carlin 1988, Fénéron & Jaisson 1992, Hare 1996, Fouks et
al. 2011). Ces différents niveaux de discrimination pourraient se faire grace aux différences morphologiques ou
bien de la méme maniére que la reconnaissance entre ouvriéres, grace aux hydrocarbures cuticulaires
(D’Ettorre & Lenoir 2010), puisque les larves présentent un profil cuticulaire souvent similaire a celui des
ouvriéres de leur colonie, bien que la quantité de composants larvaires soit plus faible (Akino et al. 1999, Al Diri
2004, Villalta et al. 2016).
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1980). A un stade plus avancé, les larves peuvent recevoir des proies : selon I'espece, la
mobilité et la taille des larves, les morceaux de proie seront posés sur les pieéces buccales,
sur la partie ventrale des larves ou bien les larves sont elles-mémes déposées sur les proies
de grande taille (Le Masne 1953, Wheeler & Wheeler 1976, Agbogba 1986, Buschinger &
Schaefer 2006). Enfin, les larves de nombreuses especes de fourmis peuvent consommer des
ceufs en développement ou d'autres larves (Le Masne 1980, Masuko 2003, Riger et al.
2007).

Autour du nourrissage des larves, des descriptions font référence soit a des mouvements des
larves pour solliciter les ouvrieres (hypothese de la quémande alimentaire), soit a une
situation un peu différente ol ce sont les ouvriéres qui testent si les larves sont disponibles
pour le nourrissage (test pré-nourrissage) (Le Masne 1953, Brian 1956, Creemers et al.
2003). Avant d'explorer I'hypothese de la quémande alimentaire chez les larves de fourmis,
examinons le cas du test pré-nourrissage, dont la description la plus compléte est celle de Le
Masne (1953). Cette description s'appuie sur des observations de comportements
préparatoires au nourrissage chez plusieurs espéces, que ce soit pour une trophallaxie ou un
dépot de proie. L'ouvriére, positionnée a proximité de la larve, réalise des mouvements
caractéristiques des antennes dirigés vers la larve, parfois accompagnés d'un léchage de la
larve. La larve répond a la stimulation de l'ouvriere en redressant la téte, ou la partie
antérieure de son corps selon sa morphologie, et en bougeant les mandibules. Lorsque la
larve répond ainsi, I'ouvriére commence a régurgiter ou bien dépose sa proie. Si la larve ne

réagit pas, l'ouvriere se dirige vers une autre larve.

Les données expérimentales peuvent étre interprétées dans I'hypothese des tests pré-
nourrissages dans trois especes, Solenopsis invicta, Mesoponera (ex-Pachycondyla) caffraria
et Myrmica rubra. Cassill et Tschinkel ont ainsi particulierement étudié la distribution de
I'alimentation dans les colonies de S. invicta (Cassill & Tschinkel 1995, 1996, 1999, Cassill et
al. 1998). Les larves sont inspectées continuellement par les ouvriéres et nourries par des
trophallaxies fréquentes, de méme durée (Cassill & Tschinkel 1995, 1996). Les ouvriéres sont
capables de nourrir individuellement les larves selon leur besoin : le nombre de trophallaxies
est supérieur pour les larves affamées ou de plus grande taille (Cassill & Tschinkel 1995).
Cette discrimination serait basée sur l'existence de signaux ou d'indices chimiques, non-
volatiles, informant de I'état de satiété des larves (Cassill & Tschinkel 1995). D'autres auteurs
proposeraient cependant pour cette méme espéce l'existence de mouvements larvaires qui
pourraient aussi contribuer a la relation larve-ouvriére (O’Neal & Markin 1973). Qu'il s'agisse
de composés chimiques ou de mouvements, la situation chez cette espéce correspondrait a
un test pré-nourrissage, tel que décrit par Le Masne (1953). Une autre situation, décrite chez

M. caffraria, se place aussi parmi les tests pré-nourrissage. Les ouvrieres séparent les larves
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gu’elles vont nourrir des autres larves et le tri s’effectue en fonction de la réponse ou de
I'absence de réponse de la larve (balancement ou étirement du corps) a une stimulation
tactile de I'ouvriére (Agbogba 1991). Enfin, chez M. rubra, Brian (1956) indique que le
nourrissage des larves suit un test tactile des ouvrieres pour repérer les larves qui acceptent
la nourriture, les larves sont alors considérées comme attendant passivement le test des
ouvriéres. La téte des larves et surtout |'acceptation de la nourriture par les larves seraient
un stimulus pour les ouvrieres pour I'apport de nourriture et le nourrissage (Brian & Abbott
1977). Le niveau d'acceptation de nourriture par les larves dépendrait aussi de I'activité des
ouvriéres : plus les ouvrieres proposent de la nourriture, lorsqu'elles ont elles-mémes été
affamées au préalable par exemple, plus les larves accepteraient les trophallaxies (Brian &
Abbott 1977).

Comme indiqué par Le Masne (1953), les larves peuvent directement solliciter de la
nourriture (hypothése de la quémande alimentaire) par les mémes mouvements que ceux
effectués en réponse aux stimulations de l'ouvriere. Deux études montrent ainsi une
sollicitation initialement émise par les larves. De maniére surprenante, I'une de ces études
porte sur l'espece précédemment décrite par Brian (1956) comme utilisant un test pré-
nourrissage, M. rubra. Chez cette espece, Creemers et al. (2003) ont en effet montré que les
larves étaient capables de quémander directement de la nourriture aux ouvriéres, par le
biais d'une position relevée de la téte (stretching posture), adoptée par la larve
indépendamment des inspections et des léchages des ouvriéres. Ces résultats montrent que
les larves peuvent signaler leur besoin en dehors des tests par les ouvrieres. Les tests pré-
nourrissage seraient alors utilisés particulierement lorsque les ressources alimentaires sont
abondantes (Brian 1956, Creemers et al. 2003). La deuxiéme étude interprétant les
mouvements larvaires comme une quémande concerne l'espéce Gnamptogenys striatula,
dont les ouvrieres nourrissent davantage les larves qui effectuent un mouvement de
rotation de la partie antérieure du corps, ou bien les larves qui sont placées plus prés de la

source de nourriture (Kaptein et al. 2005).

Cependant, la distinction entre test pré-nourrissage et quémande des larves n'est pas si
évidente a faire expérimentalement, puisque l'activité générale des ouvriéres et celle des
larves sont en permanence liées et que d'autres types de signaux pourraient étre associés a
cette relation larve-ouvriére, comme des signaux chimiques, par exemple chez S. invicta
(Cassill & Tschinkel 1995). La possibilité pour les larves d'effectuer des mouvements de
guémande ou d'attendre un test pré-nourrissage pourrait aussi dépendre des mouvements
anatomiquement réalisables. Ces possibilités anatomiques de mouvements pourraient étre
déduites de la classification morphologique des larves effectuée par Wheeler et Wheeler

(1976). Il apparaitrait alors que, pour la plupart des genres de fourmis, les mouvements
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larvaires seraient limités aux mandibules et a la partie antérieure du corps. Quelques
exceptions sont tout de méme a noter, comme le cas des Myrmeciinae ou des
Cerapachyinae, qui peuvent effectuer des mouvements assez étendus et se déplacer par
ondulation du corps (observation personnelle, Myrmecia brevinoda, M. nigrocincta et
Cerapachys biroi, Wheeler & Wheeler 1976). Les mouvements de la seule partie antérieure
du corps des larves sembleraient cependant étre suffisants pour permettre des quémandes
alimentaires, comme observés chez M. rubra et G. striatula (Creemers et al. 2003, Kaptein et
al. 2005).

F. Objectifs de la these et organisation du manuscrit

L'entiere dépendance du couvain aux soins des ouvriéres (Markin 1970, Le Masne 1980) a
longtemps laissé supposer que les larves attendent passivement le nourrissage par les
ouvrieres et que ces dernieres contrélent entierement |'alimentation des larves (Brian 1956,
Holldobler & Wilson 1990). Les ouvriéres semblent en effet contréler I'alimentation des
larves chez de nombreuses especes mais certains traits d'histoire de vie laissent une plus
grande place a un controle de I'alimentation par les larves. Ainsi, les larves qui sont placées
sur un grand morceau de proie pourraient se nourrir davantage, tant que les ouvrieres ne
retirent pas la proie. Une autre possibilité serait une attraction voire une manipulation des
ouvriéres par des composés nutritifs, rejetés par les larves et consommeés par les ouvriéres
(Wheeler 1918, Le Masne 1953, Wheeler & Wheeler 1976, Sorensen et al. 1983). Enfin,
comme nous venons de le voir, les larves pourraient utiliser un systeme de quémande afin
d'obtenir davantage de nourriture et d'informer les ouvriéres de leurs besoins (Creemers et
al. 2003, Kaptein et al. 2005). C'est ce dernier point sur une communication entre larves et

ouvriéres qui est au cceur de cette thése.

En effet I'hypothése d'une communication par quémande des larves est soutenue par
plusieurs arguments théoriques. Premierement, les colonies de fourmis contiennent un
grand nombre d'individus, larves et ouvriéres, en interaction. Au sein d'une méme colonie,
les larves forment un groupe assez hétérogene car elles different par leur taille, stade
larvaire, future caste ou état (nutrition, santé) (Wilson 1971, Holldobler & Wilson 1990). Les
larves ont donc potentiellement des besoins différents. Les ouvrieres quant a elles
nourrissent souvent plusieurs larves, et les larves sont nourries par plusieurs ouvriéeres.
L'information sur I'état et le besoin de chaque larve ne peut donc étre mémorisé par chaque
ouvriére. Un systéme de communication comprenant un signal émis par les larves et

informant les ouvrieres sur leur niveau de besoin est attendu et permettrait d'optimiser la
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régulation des ressources alimentaires dans la colonie (Brian 1956, Seeley 1998, Mas &
Kolliker 2008).

Deuxiémement, les larves totipotentes peuvent augmenter leur fitness si elles atteignent la
caste reproductive (Bourke & Ratnieks 1999, Ratnieks et al. 2006). Comme le déterminisme
des castes chez les fourmis repose en partie sur l'alimentation, les larves totipotentes
pourraient alors chercher a augmenter leur alimentation (Wenseleers et al. 2003). Or,
comme les ouvrieres ont pour fitness optimale qu'un grand nombre de larves totipotentes
atteignent la caste ouvriére tant que la colonie n'a pas atteint une taille suffisante, il en
résulte un conflit entre larves et ouvriéres pour |'apport alimentaire (Bourke & Ratnieks
1999, Ratnieks et al. 2006, Peeters & Molet 2010). Les quémandes alimentaires pourraient
alors permettre aux larves d'exprimer ce conflit en quémandant davantage lors des périodes

critiques pour le déterminisme (Parker et al. 2002, Kaptein et al. 2005, Kilner & Hinde 2008).

Nous avons donc émis I'hypothése d'un systéme de quémandes larvaires chez les fourmis,
comme attendu dans les théories de communication. Or les sociétés de fourmis, de part leur
fort niveau d'altruisme reproductif et leur coopération poussée dans les colonies matures,
dépassent le systeme familial constitué des jeunes et de leurs parents et utilisé dans les
théories de la communication. Des différences dans les optima et dans les conflits potentiels
existent alors entre le systéme familial et le systeme eusocial. Ainsi, en dehors de la période
de fondation ou la reine est seule, les soins aux larves sont effectués par de nombreuses
ouvriéres et non par les parents, qui sont dans notre situation la ou les reines. Cet
investissement, afin d'augmenter les chances de survie des larves, ne se fait donc pas
directement au prix d'une diminution de l'investissement possible dans les autres
générations, différant ainsi de la définition initiale de I'investissent parental (Trivers 1972).
De plus, dans un systéme eusocial, la fitness des ouvriéres dépend fortement voire
exclusivement de leur fitness indirecte (Bourke 2011). Une pression de sélection favorisant
toute optimisation de la gestion des ressources favoriserait donc I'évolution de Ia
coopération et donc d'une communication honnéte plutét que des conflits entre les

membres de la colonie (Rauter & Moore 1999, Kaptein et al. 2005).

Soutenu par ces arguments, |'objectif de cette thése était donc d'explorer les relations
larves-ouvrieres lors de la distribution alimentaire dans le cadre théorique de Ia
communication jeunes-parents et en particulier dans I'hypothése de la quémande
alimentaire. Le modele animal, la fourmi Ectatomma tuberculatum, a été choisi pour sa
morphologie larvaires et ses comportements larvaires ainsi que pour ses traits d'histoire de
vie (approvisionnement et distribution alimentaire aux larves, organisation spatiale,

dimorphisme reine-ouvriére...). De plus, des données obtenues au préalable avaient montré
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que les ouvrieres pouvaient modifier leur comportement d'approvisionnement alimentaire
en fonction de la présence de larves ou d'odeur larvaire (Fénéron et al. 2008, Daumas et al.
2012). L'espéce est présentée plus en détails dans la partie suivante "Présentation du

modele animal".

Nous avons alors testé dans le chapitre 1 I'hypothése d'une communication honnéte,
reflétant les besoins des larves et induisant un apport alimentaire par les ouvriéres. Il
s'agissait d'examiner si ces deux prédictions de la communication honnéte (Kilner &
Johnstone 1997), étaient applicable a notre modele, grace a un signal de quémande tactile
constitué de mouvements des larves. Dans la colonie, le besoin des larves peut notamment
varier avec |'état nutritionnel et le stade de développement. Dans ce chapitre, nous avons
donc proposé aux ouvrieres des larves différant dans leur état nutritionnel ou leur stade de
développement et nous avons observé le choix des ouvrieres et les mouvements larvaires.
Nous montrons alors que les mouvements larvaires sont bien corrélés a la distribution

alimentaire par les ouvriéeres.

Cependant, les mouvements semblent avoir d'autres facteurs proximaux de déclenchement
gue les besoins des larves. Ces résultats du chapitre 1 nous ont donc amenées a explorer,
dans le chapitre 2, les détails de la relation individuelle entre chaque larve et les ouvriéres au
moment du nourrissage afin de caractériser quels autres facteurs (interactions sociales,
organisation spatiale) pouvaient influencer les ouvriéres au moment du choix de la larve a

nourrir.

En plus de ces facteurs, les larves de castes différentes peuvent avoir des besoins
nutritionnels différents. En particulier, les larves de gynes auraient des besoins supérieurs
puisque le dimorphisme entre les ouvriéres et les larves de notre modéle est marqué. Dans
le chapitre 3, nous avons donc intégré une nouvelle variable, la présence de larves de futures
gynes et nous avons testé si ce parameétre pouvait influencer I'approvisionnement et la
distribution alimentaire. Les résultats de ce chapitre indiquent que les larves de gyne

pourraient moduler I'apport alimentaire.

Ces résultats, combinés a des données obtenues avant cette thése (Fénéron et al. 2008,
Daumas et al. 2012), nous ont alors conduit a tester si les ouvriéres étaient capables de
modifier leur comportement suite a la perception de composés chimiques produits par les
larves dont le besoin varie. Le chapitre 4 apporte ainsi des informations sur |'existence d'un
autre canal de communication et possiblement une communication multimodale entre

larves et ouvrieres.
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Présentation du modele, la fourmi Ectatomma
tuberculatum

BIOLOGIE DE L'ESPECE

Ectatomma tuberculatum est une fourmi néotropicale dont l'aire de répartition s'étend du
Mexique au Brésil (Weber 1946). Aujourd'hui classée parmi les Ectatomminae
(Hymenoptera : Formicidae : Ectatomminae) (Bolton 2003), cette fourmi ponéromorphe
brune d'environ 1 cm a longtemps été classée parmi les ponérines. Observée par Cook au
début du XXeme siécle qui I'appelait kelep en référence au nom donné par des populations
locales du Guatemala, cette fourmi a été relativement bien étudiée, en particulier pour sa
possible utilisation en lutte biologique contre les insectes nuisibles dans les plantations de
coton, café et cacao (Cook 1905, Majer & Delabie 1993, Ibarra-Nuiez et al. 2001). Les
fourrageuses arboricoles et solitaires rapportent des proies, vivantes ou mortes a part égale
(fourmis, autres hyménopteres, chenilles, termites...), principalement pour les larves
(Wheeler 1986, Dejean & Lachaud 1992, Lachaud et al. 1996). Elles collectent aussi des
nectars floraux et extra-floraux, représentant un tiers a la moitié des apports au nid, et
peuvent aussi élever des Homopteres (Wheeler 1986, Dejean & Lachaud 1992, Lachaud et al.
1996). Le fourragement est souvent crépusculaire mais peut étre nocturne ou matinal selon

les populations (Wheeler 1986).

Le nid, souterrain, est situé entre les racines d'un arbre et contient plusieurs chambres
organisées verticalement en suivant la racine principale de l'arbre (Cook 1905). L'entrée du
nid, caractéristique de l'espece, est une cheminée de végétaux remontant le long du tronc

de I'arbre sur une ou plusieurs dizaines de centimétres (Figure 1, Wheeler 1986).

Les colonies sont facultativement polygynes et contiennent une cinquantaine a quelques
centaines d'ouvriéres (Hora et al. 2005b, Zinck et al. 2007, Fénéron et al. 2013). Le
dimorphisme entre ouvrieres et reines est relativement marqué : les reines sont plus
grandes et possedent un appareil reproducteur plus développé, comprenant 8 ou 9 ovarioles
contre 1 a 3 pour la majorité des ouvriéres (Fénéron & Billen 1996). Les reines, spécialisées
dans la ponte, different des gynes non accouplées au niveau cuticulaire leur conférant une
apparence plus mate (Hora et al. 2008). Des reines miniatures parfois observées dans
certaines colonies sont en réalité une espece distincte et parasite, E. parasiticum (Hora et al.
200543, Feitosa et al. 2008). En cas de danger, les ouvriéres peuvent émettre des stridulations
dans les ultra-sons, grace a un appareil stridulatoire localisé au niveau du gastre (De Carli et

al. 1996). Un polyéthisme temporel est observé entre ouvrieres avec une éthogenése
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individuelle classique depuis les soins au couvain vers les activités extérieures au nid, en
particulier le fourragement (Fénéron et al. 1996). Les jeunes ouvrieres sont capables de
discriminer le couvain homocolonial du couvain hétérocolonial de méme espéce (Fénéron &
Jaisson 1992, 1995).

LES LARVES

Stades et morphologie

La description de Wheeler and Wheeler (1976) basée sur des criteres morphologiques
permet de classer les larves d'E. tuberculatum parmi les larves de forme pogonomyrmecoide
(Figure 2). Le nombre de stades larvaires n'étant pas connu chez cette espéce, nous avons
déterminé les différents stades larvaires a partir d'observations de leur morphologie externe
sous loupe binoculaire. Pour cela, nous avons observé plusieurs centaines de larves issues
d'une dizaine de colonies. Les longueurs des larves sont données a titre indicatif a partir des

larves d'une colonie (Tableau 1, Figure 3).

Nous avons pu discriminer quatre stades larvaires, grace a la disposition des soies et a la
taille des larves (Figure 4). La taille des larves augmente avec le stade, mais des
chevauchements de taille entre stades sont observés (Tableau 1, Figure 3). Les larves du
premier stade (L1) sont tres claires, presque blanches, et aucune soie n'est visible sous loupe
binoculaire. Ces larves adhérent fortement entre elles et aux ceufs. Les larves du deuxiéme
stade (L2) possedent une ou deux rangées de soies par métamere, les larves du troisieme
stade (L3) possedent environ quatre rangées de soies par métameére et les larves du
guatrieme stade larvaire (L4) possédent plus de six rangées de soies par métameére. Ce
dernier stade est facilement reconnaissable, y compris a I'ceil nu avec un peu de pratique, de

par sa taille et sa forte densité de soies.

Notre identification de quatre stades est donc basée sur ce critere du nombre de rangées de
soies par métamere, complété par quelques indices comme |'observation de quelques mues
entre les stades ainsi décrits et la différence d'aspect des larves, cuticule externe tendue ou
présentant des replis, probablement avant et aprés la mue respectivement. Cependant, nous
ne pouvons exclure la possibilité qu'un cinquieéme stade existe avec le méme nombre de
soies par métamere qu'un des stades précédemment décrit. De nombreuses especes
possedent trois ou quatre stades larvaires (Petralia & Vinson 1979, Baratte et al. 2005, De
Jesus et al. 2010, Penick et al. 2012), mais certaines en possederaient cingq,
exceptionnellement six (Wheeler & Wheeler 1976, Holldobler & Wilson 1990, Ramos Lacau

et al. 2008). Au cours de cette thése, nous avons utilisé des larves de troisieme et quatrieme
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stade, et pour le quatrieme stade, nous avons pris soin d'éviter les larves de trés grande

taille, susceptibles d'atteindre un autre stade ou un stade pré-nymphal.

Lors des prélevements larvaires, nous avons pu observer quelques larves en train de muer.
Dans ce cas, la cuticule de la larve s'ouvre a partir de la face dorsale de la partie antérieure
de la larve. La partie antérieure de la larve sort ensuite de I'exuvie, suivie par le corps et
enfin la partie postérieure de la larve (Figure 4). Cette description est proche des
descriptions des mues chez Solenopsis sp. (Petralia & Vinson 1979, Fox et al. 2011) et

Diacamma ceylonense (Baratte et al. 2005).

Comportements larvaires

Le répertoire comportemental des larves de fourmi est rarement décrit, y compris pour les
larves d'E. tuberculatum qui n'avaient pas été étudiées jusqu'a présent, a I'exception des
extravagantes descriptions de Cook, qui croyait que cette espéce n'était pas une fourmi
(Cook 1905). Nous décrivons donc ici les principaux mouvements des larves, suite a des

observations directes ou suite a des enregistrements filmés.

Les larves reposent généralement sur la face dorsale, la face ventrale étant dirigée vers le
haut et la partie antérieure de la larve étant recourbée vers l'arriere. A partir de cette
position de repos, les larves peuvent réaliser deux principaux mouvements. Tout d'abord, le
mouvement le plus fréquent (environ 70 % des mouvements observés) est un mouvement
dit de rotation (swaying movement). La partie antérieure du corps de la larve se redresse et
effectue des mouvements dans différentes directions pendant en moyenne 25 secondes,
mais pouvant varier de 1 a plus de 120 secondes. Ces mouvements semblent parfois dirigés
vers une ouvrieres ou vers la nourriture. Le second mouvement est appelé mouvement de
balancement (stretching movement, environ 25 % des mouvements observés), la partie
antérieure du corps de la larve se redresse et s'étend a |'horizontal avant de revenir
rapidement dans sa position initiale. Le mouvement dure 1 a 2 secondes dans la plupart des
cas et peut étre répété plusieurs fois successivement, en séquence de 1 a une dizaine de
balancements. Des mouvements des mandibules de la larve sont observés durant ces
mouvements de rotation et de balancement. Deux autres mouvements sont observés plus
rarement (environ 5 % des mouvements observés). Lorsque la larve est sur le coté, elle peut
se redresser sur le dos durant un mouvement appelé redressement, qui dure une dizaine de
secondes. Enfin, la larve peut aussi effectuer un mouvement de reptation dans différentes
directions, lui permettant de se déplacer d'environ un millimétre en une dizaine de

secondes.
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Ces mouvements ne sont pas spécifiques de I'espece et certains peuvent correspondre a
ceux décrits sur des espéeces proches phylogénétiquement ou dont la morphologie larvaire
est semblable. Ainsi, le mouvement de rotation (swaying movement) correspond a celui
décrit par Kaptein et al. (2005) chez Gnamptogenys striatula (“a gentle poising and reaching
towards the food or the workers”), méme si dans notre cas, le mouvement n'est pas
toujours dirigé vers une ouvriere ou vers la nourriture, et ressemble au "swirling" de I'espéce
Myrmica rubra décrit par Creemers et al. (2003) (“a head movement in the stretch
position”). Le mouvement de balancement (stretching movement) correspond au
mouvement décrit par Kaptein et al. (2005) chez G. striatula (“an obvious and rhythmic
stretching of the whole body”). Le mouvement de reptation est quant a lui mentionné chez
E. ruidum ("The larvae were seen to progress slowly forward by an undulating motion"
Weber 1946).

NOURRISSAGE ET SOINS DES LARVES

Les larves d'E. tuberculatum sont principalement nourries de proies, déposées sur le ventre
ou a coté des larves (Figure 5). Des nourrissages par des gouttelettes de liquide portées
entre les mandibules des ouvriéres (pseudo-trophallaxie, Figure 1 et 5) sont aussi observés,
ainsi que des nourrissages par des ceufs trophiques (Figure 5) (Cook 1905, Fénéron & Billen
1996).

Les autres soins aux larves effectués par les ouvrieres sont le nettoyage et le transport des
larves (Figure 5) et correspondent aux descriptions classiques des soins aux larves (Le Masne
1953, Holldobler & Wilson 1990).

Les ouvriéres disposent souvent les larves et ceufs en plusieurs cercles concentriques (Figure
4), comme rapportés pour d'autres especes (Holldobler & Wilson 1990). Dans le détail, on
observe que les ceufs et les larves du premier stade sont au centre et les cercles de plus en
plus larges contiennent les larves de plus en plus grandes. Les plus grandes larves du dernier

stade sont séparées des autres larves et disposées avec les cocons, dans une autre chambre.
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Figure 1 : Ectatomma tuberculatum en images.
Photos : Matilde Sauvaget

Haut, de gauche a droite : Fourrageuse au Mexique.
Entrée d'un nid formée d'une cheminée de végétaux.
Structure d'un nid lors de I'excavation : trois chambres
sont visibles.

Milieu, de gauche a droite : Ouvriére en laboratoire.
Transport de gouttelette entre les mandibules.

Bas, de gauche a droite : Reine sur le jeune couvain
(ceufs foncés, larves L1 et L2). Gyne ailée.

Ci-contre : Une espéce facile a manipuler.
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—> POSONOMYRMECOID FHEIDOLOID DOLICHODERDID ATTOID
MYRMECOID CREMATOGASTROID APHAENOGASTROID PLATYTHYREOQID
LEFTAMILLOID LEFTOMYRMECOID QECOFHYLLOID FHOPALOMASTIZOID

Figure 2 : Classification des formes larvaires (Wheeler & Wheeler 1976). Les larves d'E.

tuberculatum sont classées parmi les pogonomyrmécoides (fléche).
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Tableau 1 : Taille et morphologie des larves d'une colonie d'E. tuberculatum. La longueur est

mesurée en position de repos (partie antérieure repliée sur la face ventrale) et en position

latérale (distance depuis les mandibules jusqu'a I'extrémité postérieure en suivant les

spiracles des larves).

Longueur en position

Longueur en position

latérale (mm)

de repos (mm) Soies
(mean + SD) (mean % SD)
L1 1.1£0.07 1.6 £0.06
Aucune soie visible

(N=3) Min=1.1, Max=1.2 Min =1.5, Max=1.7

L2 1.5+0.2 23103 1 ou 2 rangée(s) de
(N = 27) Min = 1.1, Max = 1.9 Min = 1.8, Max = 2.8 soies par metamere

L3 2505 3.5£06 4 rangées de soies par
(N = 41) Min = 1.5, Max = 3.5 Min = 2.4, Max = 4.6 métamere

L4 42+1.1 55+1.2 Plus de 6 rangées de
(N = 63) Min = 2.5, Max = 6.6 Min = 3.7, Max = 8.2 soies par metamere
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Figure 3 : Répartition de la taille des larves par stade larvaire (de haut en bas, du premier au
dernier stade larvaire). A gauche, longueur en position de repos, a droite, longueur en

position latérale (mm).
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Figure 4 : Stades et mues
larvaires de I'espéce E.
tuberculatum.

Photos : Matilde Sauvaget.

Haut : CEuf et les quatre stades
larvaires.

Milieu : Larve en train de muer
vers le 3éme stade, la partie
antérieure du corps est déja
sortie de I'exuvie.

Ci-contre : Organisation spatiale
concentrique des larves et ceufs
dans le nid.






Figure 5 : Soins aux larves chez E. tuberculatum.
Photos : Matilde Sauvaget.

Haut : Distribution d'une proie aux larves.

Milieu, de gauche a droite : Pseudo-trophallaxie avec deux larves ; Deux larves consommant
un ceuf trophique.

Bas, de gauche a droite : Nettoyage d'une larve ; Transport d'une larve.
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Chapitre 1 : Influences de I'état nutritionnel et du
stade de développement sur les mouvements
larvaires et I'apport alimentaire par les ouvrieres
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RESUME

Les parents investissent dans l|'approvisionnement alimentaire des jeunes, ce qui leur
permet d'augmenter leur succes reproducteur. Les parents utilisent alors les signaux de
guémande des jeunes comme un facteur proximal pour controler I'approvisionnement et la
répartition des aliments. Les modeles de sollicitations honnétes développés autour de ces
concepts impliquent que (i) l'intensité des quémandes des jeunes varie en fonction du
besoin de ces jeunes et que (ii) les parents répondent par un apport alimentaire selon
I'intensité des quémandes. Dans ce chapitre, nous avons testé ces deux prédictions dans une
espece eusociale, la fourmi Ectatomma tuberculatum. Dans cette espéce, les larves réalisent
des mouvements de la partie antérieure du corps dont nous supposons qu'ils pourraient
avoir un réle de quémande alimentaire. En effet, les colonies de fourmis contiennent un
grand nombre de larves ayant des besoins différents et I'existence d'un systéme de
communication honnéte grace aux quémandes des larves pourrait contribuer aux choix de
répartition des ressources alimentaires au sein de la colonie et ainsi potentiellement
procurer un avantage évolutif. Ici, pour tester nos hypothéses, nous avons utilisé de petits
groupes expérimentaux contenant quelques ouvriéres et des larves dont le besoin différait :
I'état nutritionnel de ces larves différait (larves préalablement bien nourries ou
préalablement non nourries) ou bien le stade de développement différait (larves de
troisieme ou de quatrieme -dernier- stade larvaire). Nous avons enregistré les mouvements
des larves juste avant que les ouvrieres n'aient distribué I'item alimentaire que nous avions
fourni. Nous avons aussi noté quelle larve était ainsi nourrie en premier dans chaque groupe
par les ouvrieres. De maniere surprenante, les larves préalablement non nourries n'ont pas
réalisés significativement plus de mouvements que les larves préalablement bien nourries.
Cependant, les larves les plus agées dont le besoin est supposé supérieur ont réalisé
davantage de mouvements que les larves du stade de développement précédent. La larve
nourrie en premier lieu par les ouvriéres avait réalisé plus de mouvements que les autres
larves. Dans une expérience complémentaire, nous avons isolé des larves de I'influence des
contacts avec les ouvriéres et I'expression des mouvements de ces larves en fonction de
I'état nutritionnel et du stade de développement est similaire. Nous en concluons que les
mouvements des larves d'E. tuberculatum ne reflétent pas complétement les besoins
nutritionnels des larves. Ces mouvements larvaires pourraient porter d'autres informations,
et étre un signal de qualité ou un indice d'activité général. Nos résultats ne soutiennent donc

gue partiellement les prédictions des modéles de quémandes honnétes.

Manuscrit en préparation pour le journal Animal Behaviour

55






Larval movements in the ant Ectatomma tuberculatum:
begging signals or general cues?

M. Sauvaget, O. Kerdjani, F. Savarit, D. Fresneau and R. Fénéron

Laboratoire d’Ethologie Expérimentale et Comparée E.A. 4443 (LEEC), Université Paris 13,

Sorbonne Paris Cité, 93430 Villetaneuse, France

ABSTRACT

Parents often invest in offspring food provisioning to increase their reproductive fitness and
they use offspring begging signals as a proximate factor to control food provisioning and
allocation. Honest signalling models require that begging intensity varies with offspring
needs and that parents respond accordingly by provisioning offspring. These predictions
were tested in a highly social insect, the ant species Ectatomma tuberculatum, in which
larvae display specific movements supposed to be a begging signal. Indeed, as numerous
larvae with different needs live within a colony, honest communication through larval
begging could contribute to decision making about food allocation and thus potentially
increase colony fitness. In our study, we used small experimental groups including workers
and larvae varying in their need, with respect to their nutritional state (well-fed versus food-
deprived and thus expectantly hungry larvae) or their developmental stage (third- versus
fourth-instar larvae). We monitored the larval movements just before food delivery and
recorded which larvae were first supplied with food by workers. Unexpectedly, food-
deprived larvae did not display significantly higher frequencies of swaying movements than
well-fed larvae. However, older larvae supposed to have greater needs displayed
significantly more movements than younger larvae. In both experimental tests, workers
preferentially fed larvae displaying more movements. A complementary experiment
confirmed that larvae isolated from workers showed similar movement patterns depending
on their nutritional state and development stage. We conclude that larval movement
displays in E. tuberculatum did not encode their nutritional state accurately. Alternatively,
larval movement displays might convey other information, such as signals for quality or
general cues. Therefore, our results support only partly the predictions of honest signalling

models and challenge the generality of larval begging for food in ants.
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INTRODUCTION

In various species, parents invest in offspring food provisioning after birth or hatching to
increase their reproductive fitness and offspring typically invest in various displays, such as
vocalizations, ornaments, releasing odours, postures and movements to obtain more food
from the parents, therefore increasing their own reproductive fitness (Trivers 1974, Royle et
al. 2012). This situation can be an evolutionary stable strategy in the context of honest
communication, which assumes that such offspring begging behaviour conveys reliable
information on offspring’s needs (Godfray 1991, Royle et al. 2004, Johnstone & Kilner 2011).
Parents therefore use begging signal as a proximate factor to control food provisioning and
allocation of resources between offspring. Honest signalling models have thus yielded three
main predictions (Godfray 1991, 1995, Kilner & Johnstone 1997). First, begging intensity
would reflect offspring need. Second, parents would provision young according to begging
intensity. Third, begging should be costly for the evolutionary stability of the system. The last
prediction has been largely debated and is still controversial (Maynard Smith 1994, Brilot &
Johnstone 2003, Moreno-Rueda 2007, Zahavi 2008, Higham 2014). The two first predictions
have been tested experimentally in a wide range of taxa, including insects (Budden & Wright
2001, Mas & Kolliker 2008, Bradbury & Vehrencamp 2011). For instance, in the sub-social
burying beetle Nicrophorus spp. with partial begging, larvae can feed by themselves and
benefit from parental regurgitation adopting a typical posture with tactile stimuli towards
the mouthparts of the parents (Rauter & Moore 1999). Such behaviour appears more

intensive in food-deprived larvae than well-provisioned ones (Smiseth & Moore 2004).

Honest begging models were also tested in highly social insects (Mas & Kolliker 2008).
However, due to reproductive altruism, eusocial colonies differ from simple parent-offspring
families, as eusocial colonies include many non-reproductive workers specialised in foraging
or nursing the brood (Wilson 1971). In this situation, individual inclusive fitness relies mostly
on indirect fitness through colony development and honest communication for food needs
between nestmates could have been selected as it could optimise resources of the colony
(Mas & Kolliker 2008, Bourke 2011). Accordingly and as larvae are highly dependent on
worker care, tactile behaviours in the termite Reticulitermes speratus (Kawatsu 2013),
acoustic vibrations in the wasp Vespa orientalis (Ishay & Landau 1972) and chemicals in
bumblebees and honey bees (Huang & Otis 1991, Den Boer & Duchateau 2006, He et al.
2016) were shown to be involved in larval food provisioning. In ants, larval movements are
usually limited to the anterior part of the body (Le Masne 1953, Wheeler & Wheeler 1976).
Nevertheless, ant larvae attract workers in order to obtain food by a stretching posture of
the body in Myrmica rubra (Brian & Abbott 1977, Creemers et al. 2003) or by swaying

movements of the anterior part in Gnamptogenys striatula (Kaptein et al. 2005). In these
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two ant species, the relation between movements and food provisioning was interpreted as
larval begging signals, as stated in the second prediction of begging models (Godfray 1995,
Kilner & Johnstone 1997). The first prediction indicating a relation between need and
begging was tested in only one ant species G. striatula, where hungrier larvae, i.e. with

greater need, actually displayed more movements (Kaptein et al. 2005).

Colonies of ants differ from simple parent-offspring families in a further life history trait, as
they have overlapping generations with a continuous brood production (Holldobler & Wilson
1990). Ant colonies then frequently include larvae differing in their hunger state and their
developmental instar and, consequently, differing in their need for food. As simultaneous
presence of larvae with different needs for food is a common situation in ant colonies, we
tested situations where larvae differ in their potential need for food: first, larvae differed in
their nutritional state and second, larvae differed in their developmental stage. We used
larvae of the poneromorph ant Ectatomma tuberculatum, a neotropical Ectatomminae
(Weber 1946, Bolton 2003), since these larvae can display some movements of the anterior
part that could represent begging signals, as it has been shown in other ant species as well
(Creemers et al. 2003, Kaptein et al. 2005).

Our first objective was to investigate whether larval movement intensity varied with larval
need, either nutritional state or developmental stage, as in begging models. Food-deprived
larvae are supposed to be hungry and to have a higher need, short term need, than well-fed
larvae. Larvae of late development instar are supposed to have a higher need for food than
larvae of previous instar of development as they have a greater size, a higher growth (Franks
& Sendova-Franks 1992, as described in other species: Baratte et al. 2005) and as they may
be accumulating resources for their upcoming metamorphosis (Wheeler & Buck 1992). We
then expected that these higher needs might be then reflected in a higher movement
intensity of larvae. We explored this hypothesis using small experimental nests containing
some larvae and a few workers. Our second objective was to study the food provisioning
response by the workers and we expected that workers would feed in the first place larvae
displaying movements at a high intensity. In addition to our first objective, testing whether
larval movement intensity varied with larval need, we monitored the larval movements in
another experiment, independently of the workers’ behaviours, with larvae isolated from
workers. This was done to particularly study the relationship between nutritional state,
developmental stage and larval movements in a situation without tactile communication

between larvae and workers.
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METHODS

General methods

e Stock colonies and rearing conditions

Six stock colonies of E. tuberculatum ants were used in this study. Five of them were
collected in Apazapan (19,19° N, 96,43° W, Veracruz, Mexico) in 2009 and 2011, and one was
funded by sexuals produced and mated in the laboratory. These colonies included one to

four queens, several hundred workers and brood.

Stock colonies were maintained in moistened plaster nests (26 x 16 cm) connected to a
foraging area (29 x 28 cm) and kept in the breeding room at 27 +1°C, 65 +10% relative
humidity and 12:12 h light:dark cycle. They were fed with pieces of killed insects (crickets,

mealworms) and with a mixture of apple and honey.

e Larval instars and movements

We identified four larval instars in E. tuberculatum (unpublished data), but we only used
larvae of the last two instars. Larvae of the third-instar are 3.5 £0.6 mm long (mean £SE) and
have about four rows of hair per somite; larvae of the fourth-instar are 5.5 £1.2 mm long
and have more than six rows of hair per somite. These larvae are usually laying on the dorsal
surface with the anterior body part curved ventrally. From this position, they display three
kinds of movements (two of them are shown in Video S1 in Supplementary Material). First,
for the swaying movement, the larva usually raises the anterior part of the body which
waves in various patterns and directions. This movement is frequently (but not always)
directed towards workers and food, and seems to correspond to the swirling movement
described in M. rubra (Creemers et al. 2003) and to the swaying movement described in G.
striatula (Kaptein et al. 2005). Second, during the stretching movement, the larva raises its
anterior body part and pulls it down rapidly in the horizontal plane. This movement occurs
singly or repeatedly in a sequence. Third, during the crawling movement, the complete body
of the larva moves forward for a few millimetres. Stretching and crawling movements were

only rarely observed in this study, and thus were excluded from further analysis.

e Experimental nests and observation conditions

To study the occurrence of larval movements, small groups of workers and larvae were
sampled from the same stock colony and were housed in experimental nests. An
experimental nest consisted of a small moistened plaster chamber (3.6 x 2.0 cm) connected

by the middle of its long side to a plastic foraging area (14 x 10 cm) using a path (0.8 cm

60



diameter, around 10 cm length). The nest chamber was covered by a glass through which
ants could be observed and filmed, and by a removable black cover. During all the
experiments, the nest chamber was filmed under red and infrared light conditions with a

camcorder Sony HDR-CX740 mounted over the experimental setting.

e Statistical methods

All statistical analyses were performed with R 3.2.2 (R Core Team 2015) using the package
coin 1.1 (Hothorn et al. 2008). Group was used as statistical unit. Comparisons of two
samples were performed with Fisher-Pitman permutation test with 1,000,000 permutations.
Comparisons of more than two samples were performed with General symmetry test with
1,000,000 permutations. When comparison occurred within the same group, the test was

stratified by group.

Experiment 1: Effects of nutritional state and developmental stage

In this experiment, we tested whether larval movement intensity reflected the current
nutritional state and the developmental stage of the larvae and whether it was associated

with food provisioning by the workers.

e Experimental design

Five days before the experiment, third- and fourth-instar larvae were taken from the stock
colonies and isolated into preparation nests with some workers to care for them. Larvae
were assigned to one of the two following conditions. (i) In the food-provisioned condition,
nests were provisioned with pieces of crickets which were renewed the day before the
experiment. We expected larvae under this food-provisioned condition were well-fed. (ii) In
the food-deprived condition, workers and larvae had no access to any food for five days and
we expected larvae under this food-deprived condition were hungry and had higher need.
Five days before the experiment as well, workers were sampled randomly, half from the nest
and half from the foraging area of stock-colonies. They were paint-marked with dots on
thorax and abdomen (uni®Paint Markers), placed into experimental nests by group of eight
and deprived of food. Starvation is supposed to enhance foraging and food provisioning
during the experimental day. Two larvae were provided to the workers to stimulate them

continuing with nursing behaviour, but removed before the experiment began.

During the experiment, eight larvae were introduced into the experimental nest, which
already included workers from the same stock colony. To test the effects of nutritional state
(a), we used well-fed larvae versus food-deprived larvae, four of each, all belonging to the

fourth-instar. To test the effects of developmental stage (b), we used third-instar larvae
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versus fourth-instar larvae, four of each, all of them being previously food-deprived. Larvae
were previously marked with a small spot of red or black china ink (Stantardgraph TM) on

the ventral face, switching the colours to avoid any bias.

Five hours after adding the larvae, we provided one small food item, i.e. a piece of cricket,

into the foraging area and then filmed the chamber of the experimental nest for six hours.

e Data processing

Each experimental group of eight larvae and eight workers was tested once. To investigate
the effects of nutritional state (a), we set up 24 groups. However, only 15 groups were
included in the analyses, as single larvae died in five of the groups and no food provisioning
occurred during the experiment in four other groups. To investigate the effects of
developmental stage (b), we set up 13 groups, but included only 12 groups in the analyses

due to larval death.

For each experimental group, we observed which larva was fed in first position by the
workers with the food item. This larva is therefore called "first-fed larva" and other larvae
are called "non-fed larvae". We recorded the swaying movements of all larvae during the 15
min preceding this first larval feeding. After the first larval feeding, we recorded which larvae

were fed in second and in third positions by the workers with the food item.

First, the mean numbers and durations of the movements per group were compared
between conditions (a) or between instars (b). Second, we compared the proportion of
larvae in each condition (a) or each instar (b) that were first-fed to a proportion of 0.5 with a
binomial test. Then, we compared whether larvae of one condition (a) or one instar (b) was
more frequently fed than the other when including the two and three first-fed larvae.
Finally, the mean numbers and durations of the movements per group were compared

between "first-fed larva" and "non-fed larvae" (a & b).
Experiment 2: Effects of nutritional state and developmental stage on movements of
isolated larvae

To further explore the relationship between nutritional state, developmental stage and
larval movements, we monitored the behaviours of third- and fourth-instar larvae at
different nutritional states when isolated from the workers.

e Experimental design

Groups of eight to thirteen larvae plus eight workers were placed into experimental nests.

They were supplied with pieces of crickets previously coloured in blue with a food dye
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(Brilliant Blue FCF, Vahiné TM). Food dye was used as a marker of food ingestion, colouring
the digestive tract of the larvae (e.g. Cassill & Tschinkel 1995). The following day (day 1), we
checked under a binocular microscope the dyed well-fed larvae, removed the other larvae
from the experimental nest, and deprived well-fed larvae of food for 6 or 7 days. For each
group, we observed larval behaviour on day 1 (well-fed) and then at two points during the
starvation period (food-deprived), on day 3 or 4 and on day 6 or 7. Finally, at the end of day
6 or 7, pieces of crickets were provided again to the ants and we observed larvae on the
following day (day 7 or 8, well-fed). Slight variation in timing was due to the use of two
cohorts of groups. For each observational session, we set apart the larvae and placed them
in a part of the nest isolated from the workers by a screening mesh. This enabled the larvae

to perceive worker odours but kept them from receiving worker contacts.

e Data processing

From four stock colonies, we set up seven groups including 11 to 13 larvae of the third-instar
and six groups including 7 to 9 larvae of the fourth-instar. A total of 124 larvae were used.

Larval mortality remained low during the starvation period (9 out of 124 larvae).

We recorded larval swaying movements during one hour for each observational session. The
mean numbers and durations of the movements per group were compared between

nutritional states (paired samples) or between instars (independent samples).

RESULTS

Effects of nutritional state on larval movement and feeding response

More than half of the larvae displayed at least one swaying movement during the 15
minutes preceding food provisioning: 31 out of 60 food-deprived larvae (52%) and 36 out of
60 well-fed larvae (60%). The amount of movements did not significantly differ between
food-deprived larvae and well-fed larvae (Fisher-Pitman permutation test for paired
samples: Z = 1.18, Ngroups = 15, P = 0.27, Figure 1a) and similar non-significant results were

found using the duration of the movements (Z = 1.72, Ngroups = 15, P = 0.08, Figure 1b).
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Figure 1: Number (a) and duration (b) of larval swaying movements of well-fed larvae and
food-deprived larvae (4 days of starvation) simultaneously present in the experimental
nests. Number (c) and duration (d) of larval swaying movements of the "first-fed larva" (fed
in the first place by the workers) and the other, "non-fed larvae". The line represents the
median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and the whiskers
show 1.5 times the interquartile range. Ngouwps = 15. Comparison by Fisher-Pitman

permutation tests for paired samples: * P < 0.05.

Workers did not significantly feed food-deprived larvae compared to well-fed larvae in the
first place as food-deprived larvae were first-fed in 8 out of 15 groups (Binomial test: Ngroups

=15, P = 1). No significant preferential choice was observed when including the subsequent
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food provisioning (Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = 0, Ngroups = 12, P =

1and Z=0.71, Ngroups = 8, P = 0.73, two and three first food provisioning, respectively).

However, the "first-fed larvae" performed significantly more swaying movements than the
other, "non-fed larvae" (Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = -2.02, Ngroups
=15, P =0.042, Figure 1c) and their movements lasted significantly longer (Z = -2.48, Ngroups =
15, P =0.005, Figure 1d).

Effects of developmental stage on larval movement and feeding response

Just before food provisioning, 9 out of 47 third-instar larvae (19%) and 31 out of 47 fourth-
instar larvae (66%) displayed at least one swaying movement during 15 minutes. Fourth-
instar larvae displayed significantly more swaying movements than third-instar larvae
(Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = -2.30, Ngroups = 12, P = 0.022, Figure
2a). Results were not significantly different with respect to the duration of swaying
movements (Z =-0.36, Ngroups = 12, P = 0.72, Figure 2b).
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(last) instar larvae simultaneously present in the experimental nests. Number (c) and
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workers) and the other, "non-fed larvae". The line represents the median of the sample, the
box provides the upper and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the
interquartile range. Ngroups = 12. Comparison by Fisher-Pitman permutation tests for paired

samples: * P <0.05.

Workers fed in the first place significantly more fourth-instar larvae compared to third-instar
larvae as in all observed cases fourth-instar larvae were fed prior to third-instar larvae

(Binomial test: Ngroups = 12, P = 0.0005). Subsequent food provisioning was also significantly
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more directed to fourth-instar larvae (Two first larvae fed, Fisher-Pitman permutation test
for paired samples: Z = -2.45, Ngroups = 9, P = 0.032).

"First-fed larvae" displayed significantly more swaying movements than other, "non-fed
larvae" (Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = -2.34, Ngroups = 12, P = 0.006,
Figure 2c). The duration of movements did not significantly differ between "first-fed" and
"non-fed larvae" (Z =-1.59, Ngroups = 12, P = 0.10, Figure 2d).

Movements of larvae isolated from workers

We measured the movements of larvae isolated from workers (Figure 3). First, we compared
larval movement at day 1 (well-fed), day 3-4 and day 6-7 (food-deprived) to check for an
effect of nutritional state. During one hour, 6% of well-fed larvae and 12% of food-deprived
(day 3-4) larvae of the third-instar displayed at least one swaying movement. The number
and duration of larval movements of third-instar larvae did not significantly differ according
to nutritional state (General symmetry permutation test for paired samples: number: X, =
1.25, P = 0.68, Figure 3; duration: X, = 2.46, P = 0.18, Figure S1 in Supplementary Material).
For fourth-instar larvae, 37% of well-fed larvae and 22% of food-deprived larvae (day 3-4)
displayed at least one swaying movement. The number of larval movements significantly
differed according to nutritional state (General symmetry permutation test for paired
samples: X, = 7.91, P = 0.003, Figure 3), but duration of larval movements did not

significantly differ (X, = 4.84, P =0.07, Figure S1 in Supplementary Material).

Second, to check for an influence of time within the same instar, we compared larval
movements at day 1 (well-fed) and day 7-8 (also well-fed). Well-fed larvae movements did
not significantly change between first and second measurement for third-instar larvae
(Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = 0.31, Ngroups = 7, P = 0.94, Figure 3)
and for fourth-instar larvae (Z=0.18, Ngroups = 6, P = 0.75, Figure 3).

Fourth-instar larvae displayed significantly more and longer movements than third-instar
larvae when larvae were well-fed (Fisher-Pitman permutation test for independent samples:
number: Z = -2.60, Niird = 7, Niourth = 6, P = 0.001, Figure 3; duration: Z = -2.18, Nird = 7,
Niourth = 6, P = 0.001, Figure S1 in Supplementary Material). However, when larvae were
food-deprived, third-instar and fourth-instar larval movements did not differ significantly
with respect to their frequency (Z = -0.71, Ninird = 7, Niourth = 6, P = 0.49, Figure 3) and
duration (Z =-0.71, Ntird = 7, Niourth = 6, P = 0.47, Figure S1 in Supplementary Material).
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7, Nianae = 78) and for larvae of the fourth-(last) larval instar (Ngroups = 6, Niarvae = 46).
Movements were observed at four times: on day 1 just after being fed (well-fed,
represented in white), after 3-4 days of starvation (represented in light grey), after 6-7 days
of starvation (represented in dark grey) and finally on day 7-8, after a new meal, as a control
for the well-fed situation (well-fed, represented in white with dashes). The line represents
the median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and the whiskers

show 1.5 times the interquartile range. See text for details on statistics.

DISCUSSION

In this study, we tested larval begging signals for food provisioning in the ant Ectatomma
tuberculatum. Food-deprived larvae, which were expectantly in a state of hunger, did not
display significantly more movements than well-fed larvae when in contact to workers.
However, we found a clear effect of the developmental stage, as fourth-instar larvae
displayed significantly more movements than third-instar larvae. The larva that was first-fed
by the workers in our experimental setting was displaying more movements than the other

larvae before the allocation of food by the workers.

First food provisioning by workers was then related to an increase in larval movement
intensity both in occurrence and duration, confirming previous studies in ants (Creemers et
al. 2003, Kaptein et al. 2005) and several observations between social parasites and their ant
host (Holldobler 1978, EImes et al. 1991). We found that swaying movements, in particular,
were associated with first food provisioning. Swaying movements were also found to be
related with food provisioning in another Ectatomminae ant (Gnamptogenys striatula:

(Kaptein et al. 2005). That is, our results support a relation between swaying movement
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intensity and food provisioning, which is in agreement with one of the assumptions of
begging theories that predict adults would allocate food according to begging (Godfray 1995,
Kilner & Johnstone 1997). In our second experiment, we tested larvae in absence of workers
and showed that movements were less frequent than when in contact to workers. This result
is consistent with the hypothesis of larvae communicating through tactile movements to

workers: larvae do not send signals without workers, the receptors.

We also observed that the developmental stage influenced larval movements, since fourth-
instar larvae displayed more movements than third-instar larvae. The observed movements
could then be explained by fourth-instar larvae signalling their greater need as they have a
greater size (Franks & Sendova-Franks 1992), a higher growth (Baratte et al. 2005) and as
they may be accumulating resources for their upcoming metamorphosis (Wheeler & Buck
1992). Fourth-instar larval movements could therefore reflect larval need that may include
long term need for metamorphosis. Moreover, fourth-instar larvae were preferentially fed
by workers in our experiments, which is in accordance with the results of a study on the ant
species Solenopsis invicta, where larger larvae were fed with higher frequencies (Cassill &
Tschinkel, 1995). Workers may prioritize fourth-instar larvae because they have already
invested more in fourth-instar larvae than in previous instar larvae (Fresneau 1994). In this
case, our experiment could have amplified the preference for fourth-instar larvae as ants
were starved. Favouring older offspring was sometimes evidence in ants, for instance during
brood transport or brood care (Lenoir 1981, Cassill & Tschinkel 1995, Fouks et al. 2011) but
also in other sub-social and social species (Glassey & Forbes 2002, Smiseth & Moore 2007,
2008).

We also tested whether nutritional state and larval movements were related, as assumed by
one of the predictions of honest signalling models (Kilner & Johnstone, 1997). However,
increasing larval hunger, which we induced by manipulating the nutritional state of the
larvae via food-deprivation, did not significantly increase their display of movements. This
result seems therefore surprising as many studies found a positive relation between
offspring hunger state and begging displays (Kilner & Johnstone 1997, Mock et al. 2011),
even in highly social species (Kaptein et al. 2005, Kawatsu 2013). In particular, our result
differs from the study on the ant G. striatula, which showed that food-deprived larvae
displayed more movements than well-fed ones (Kaptein et al. 2005). Such reported
difference might have resulted from variation in starvation duration, which was four days in
our experiment and only one day in the study on G. striatula. Hence, we speculate that

increases in movements related to hunger could be non constant in ants.
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As workers did not provision food in response to larval nutritional state, according to our
findings, we can conclude that workers most probably did not discriminate between food-
deprived and well-fed larvae. A similar conclusion was drawn in a study on Acromyrmex spp.,
in which workers did not discriminate between recently and formerly isolated larvae, thus
expectantly affecting the nutritional state of these two groups of larvae (Lopes et al. 2005).
However, our findings differ from results reported in a study on S. invicta, in which workers
could discriminate between larval nutritional states (Cassill & Tschinkel 1995). The finding of
our study might be explained by the fact that (i) workers did not recognize the nutritional
state of individual larvae or (ii) that they actually recognize nutritional state but did not use

this cue to draw decisions on their food allocation to larvae.

We therefore suggest that the larval movements in our species might not fully correspond to
a signal of need and we propose four alternative, although non-exclusive hypotheses. First,
larval movements do not increase with larval hunger but instead could increase with larval
quality (Mas et al. 2009, Mock et al. 2011). According to this hypothesis of a larval signal of
quality, well-fed larvae have a better body condition and consequently are able to display
more movements. This could explain that, in the absence of workers, food-deprived larvae
displayed fewer movements than well-fed larvae. We propose that this could be related to
the potential cost of movements for larvae, these costs therefore limiting movements of
larvae in the absence of workers in which food delivery is less likely to occur. This might

particularly apply to larvae in poor body condition.

Second, movements of the larvae could be dishonest, i.e. not related to larval nutritional
state. However, dishonesty can be evolutionarily maintained only if it remains infrequent
(Maynard Smith & Harper 2003). That is, the existence of such dishonesty in ant larval
begging might be, for example, assumed to occur during critical periods for reproductive
determination. During this period, a conflict is predicted between larvae and workers for
food provisioning as it influences the reproductive or non-reproductive fate of the larvae
(Wheeler 1986, Bourke & Ratnieks 1999, Wenseleers et al. 2003). However, we suppose that
the critical period for reproductive determination occurred prior to our experiment (we
performed preliminary experiment, rearing worker-destined larvae in queen-less

conditions). Dishonesty of the communication seems thus unlikely to explain our results.

Another explanation can be found in some descriptions of larval food delivery. In this
context, it has been reported that ant workers test larvae prior to feeding and feed only
larvae displaying movements in response to antennal stimulations (Le Masne 1953, Brian

1956, “test feeding”, Agbogba 1991). This could explain our observation of movements being
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less frequent in the absence of workers. That is, this hypothesis imply that larval movements

are not a signal attracting workers but still have an importance for food allocation.

The last hypothesis that might explain our results is that such movements are indeed no
begging signals. Instead, they could be related to the non-specific, general activity of the
larvae during different instars (Mock et al. 2011). Food delivery could then rely (i) on this
non-specific cue informing workers on larval instar, (ii) on other cues such as morphology or
size of larval instar, (iii) on signals such as chemicals as proposed in a study on the ant

species S. invicta ant (Cassill & Tschinkel 1995) or (iv) on random distribution.

In summary, most studies and observations on ants emphasise larval movements or
postures as begging signals enhancing food provisioning by workers (Le Masne 1953,
Agbogba 1991, Creemers et al. 2003, Kaptein et al. 2005). However, our results support only
partly the predictions of honest signalling models. In particular, the relationship between
nutritional state and larval movement display could be non constant in ants. We conclude
that larval movement displays in E. tuberculatum might not necessarily be begging signals.

Future experiments could then explore the alternative hypotheses we proposed.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary material associated with this article contains a video of the larval movements

and a figure.
The video is available here:

https://www.dropbox.com/s/nszrwhghfmtbmex/larval-movement-ectatomma.avi?dI=0
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Supplementary Material, Figure S1: Duration of larval swaying movements for larvae of the
third-instar (Ngroups = 7, Niarvae = 78) and for larvae of the fourth-instar (Ngroups = 6, Niarvae =
46). Movements were observed at four times: on day 1 just after being fed (well-fed,
represented in white), after 3-4 days of starvation (represented in light grey), after 6-7 days
of starvation (represented in dark grey) and finally on day 7-8, after a new meal, as a control
for the well-fed situation (well-fed, represented in white with dashes). The line represents
the median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and the whiskers

show 1.5 times the interquartile range. See text for details on statistics.
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Chapitre 2 : Interactions sociales et organisation
spatiale dans le contexte de 'apport alimentaire aux
larves par les ouvrieres
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RESUME

Les quémandes alimentaires des jeunes ont été sélectionnées puisqu'elles permettent
d'optimiser la répartition de la nourriture entre les jeunes d'une portée, et ce, y compris
chez les insectes. Les larves de la fourmi Ectatomma tuberculatum sont approvisionnées en
nourriture par les ouvriéres quand elles effectuent des mouvements de la partie antérieure
du corps. Cependant, le chapitre précédent suggere que les mouvements de ces larves ne
sont que partiellement en accord avec les prédictions des modéles de quémande honnéte.
Dans ce chapitre, nous avons exploré |'effet des comportements des ouvrieres et |'effet de
I'organisation spatiale sur les interactions larve-ouvriere pour les apports alimentaires. Nous
avons émis I'hypothése que le comportement des ouvriéres et que la position des larves
dans le nid influenceraient les mouvements larvaires et la répartition des apports
alimentaires. Des petits groupes de sept larves et huit ouvriéres ont été préparés et privés
de nourriture avant I'expérience. Pendant I'expérience, nous nous sommes focalisés sur les
mouvements des larves pendant la période précédant le premier apport de l'item
alimentaire aux larves par les ouvriéres. Les mouvements des larves qui allaient étre nourries
par les ouvriéres (larves "nourries") ont ainsi été comparés aux mouvements des autres
larves (larves "non nourries"). Nous observons que les larves "nourries" ont effectué
davantage de mouvements que les larves "non nourries" que ce soit juste avant |'apport
alimentaire par les ouvriéres ou avant méme que les ouvriéres n'aient obtenu l'item
alimentaire. Cependant, ces mouvements larvaires en lien avec |'apport alimentaire
n'étaient pas spontanément émis par les larves, ils faisaient suite a un contact fortuit avec
une ouvriere. De plus, les larves les plus proches de I'entrée du nid ont recu davantage de
ces contacts fortuits avec les ouvriéres et ont réalisé davantage de mouvements que les
larves plus éloignées de l'entrée du nid. Les ouvrieres semblent donc nourrir une des
premieres larves rencontrées, qui réalise plus de mouvements, possiblement en lien avec sa
position dans le nid. Nos résultats ouvrent donc une réflexion sur la fonction des
mouvements larvaires dans cette espéce, entre signaux de quémande et réaction mécanique

aux contacts avec les ouvrieres.

Manuscrit en préparation pour le journal Myrmecological News.
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Larval food provisioning and begging behaviour depend
on social interactions and spatial position in the ant
Ectatomma tuberculatum (OLIVIER, 1792)
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Laboratoire d’Ethologie Expérimentale et Comparée E.A. 4443 (LEEC), Université Paris 13,

Sorbonne Paris Cité, 93430 Villetaneuse, France

ABSTRACT

Begging communication between offspring and adults has been selected as it could optimise
food distribution, even in insects. Larvae of the ant Ectatomma tuberculatum (OLIVIER, 1792)
are provisioned by workers when they display more movements of the anterior part.
However, a previous study suggested that larval display only partly support predictions of
honest signalling models. In this study, we then explored workers' activity and the spatial
organisation into the nest as they could influence larvae-worker interactions for food
provisioning. We expected that workers' behaviour had an influence on larval movements
and that larval location into the nest influenced the larvae that will be fed first. Small groups
of seven larvae with eight workers were starved before the experiment. During the
experiment, we focused on larval movements occurring before food provisioning.
Movements of the larvae that would be provisioned by workers were compared to
movements of the other, non-provisioned larvae. Larvae that would be provisioned
displayed significantly more movements than the other, non-provisioned larvae. We
observed this difference just before food provisioning and also before any food presence
into the nest. However, the main movements related to food provisioning were not freely-
displayed but followed a contact with a worker. Moreover, larvae closer to nest entrance
received more contacts and displayed more movements than distant larvae. Workers thus
provisioned one of the first encountered larvae which were often displaying movements,
due to its position. Our results therefore raise an open question about whether larval
movements should be analysed as truly begging signals or as mechanical movements simply

related to worker contacts.
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INTRODUCTION

Parental care and particularly food provisioning are supposed to be optimised by parent-
offspring communication (Godfray 1991). This model supposes that offspring communicate
honestly their need for food through begging even if conflicts exist between offspring and
parents (Godfray 1991, Bradbury & Vehrencamp 2011). Moreover, the model assume that
parents respond to offspring begging and allocate food to the offspring with the higher
need, as it will benefit more from the food than its siblings (Godfray & Johnstone 2000).
Honest signalling model therefore predicts that begging level should increase with offspring
need and that parents should provision offspring according to offspring begging level (Kilner
& Johnstone 1997).

Highly social insects have a particular form of parental care, with non-reproductive
individuals nursing the brood. Larvae are highly dependent on worker care and begging for
food was found through chemicals in bumblebees and in honey bees (Huang & Otis 1991,
Den Boer & Duchateau 2006, He et al. 2016), through acoustic vibrations in wasps
(Schaudinischky & Ishay 1968) and through movements or posture in ants and termites
(Creemers et al. 2003, Kaptein et al. 2005, Kawatsu 2013). In ants, workers provision larvae
with higher intensity of movements in Gnamptogenys striatula (MAYR, 1884) (Kaptein et al.
2005) and in Ectatomma tuberculatum (OLVIER, 1792) (Sauvaget et al. in prep.) and provision
larvae staying longer in a stretch position in Myrmica rubra (LINNAEUS, 1758) (Creemers et al.
2003). Moreover, in G. striatula, the level of movements was related with the level of hunger
(Kaptein et al. 2005), and in E. tuberculatum, the level of movements was related with the
larval instar (Sauvaget et al. in prep.). This would suggest that, as predicted by honest
signalling models, larvae of ants communicate honestly their need with movements,

therefore optimising food distribution.

Communication could optimise food distribution but ant spatial organisation could also
influence food distribution in a colony. In ant colonies, the entire nest is spatially organised,
with chambers dedicated to brood, food or waste (Holldobler & Wilson 1990). Moreover,
larvae are not randomly distributed into the brood chamber as they are often sorted by size
(Holldobler & Wilson 1990, Franks & Sendova-Franks 1992). This particular spatial
organisation influences division of labour and task organisation (Bonabeau et al. 1997,
Beshers & Fewell 2001). The food provisioning task could therefore be related to the spatial
organisation of larvae. Consequently, spatial organisation and communication are not

mutually exclusive mechanisms possibly optimising larval food provisioning in ants.

Larvae of the ant E. tuberculatum are provisioned when they display more movements of

the anterior part (Sauvaget et al. in prep.). However, movements of larvae of this species did
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not reflect larval nutritional state, which is not in accordance with honest begging models
(Sauvaget et al. in prep.). Alternative hypotheses have been proposed, for instance that
larval movements in this species might not be begging signals. In addition, when larvae were
isolated from workers, they displayed a very small number of movements (Sauvaget et al. in
prep.). Consequently, we wanted to explore here the hypotheses that larval display could be
related to workers' activity and workers' behaviour. Moreover, larvae of E. tuberculatum
seem to be spatially sorted according to their size (personal observation) as in other species
(Holldobler & Wilson 1990, Franks & Sendova-Franks 1992). We then also explored a second
hypothesis: the spatial organisation into the nest could influence larval display and/or food
provisioning by the workers. Consequently, we took into account (i) the occurrence of larval
display, (ii) the relationship between larval display and worker behaviour and (iii) the
influence of larval location into the nest to challenge the prediction of honest signalling
models that larval movements could promote food provisioning by workers. First, we
expected that workers' behaviour had an influence on larval display. Second, if there is an
influence of larval location into the nest, we could expect that the most accessible larvae will
be fed first. Accordingly, we monitored larval movements, worker behaviour and larval
position into the nest before food provisioning by the workers. We then compared
movements of the larvae that would be provisioned by workers and movements of the

other, non-provisioned larvae.

MATERIAL AND METHODS

Stock colonies and maintenance

Eight stock colonies of E. tuberculatum ants were collected in Apazapan (19,19° N, 96,43°
W), (Veracruz, Mexico) in 2009 and 2011. Six colonies included one to four reproductive
gueen (facultative polygynous). Two colonies were queenless at the time of the experiment
and thus produced only males. In the laboratory, stock colonies were kept in moistened
plaster nests (26 x 16 cm) connected to a foraging area (29 x 28 cm) and maintained in the
breeding room at 27 +1°C and 65 *10% relative humidity with a 12/12 h light/dark cycle.
Ants were fed with killed insects (crickets, mealworms) and with a mixture of apple and

honey.

Selection of larvae and workers

We set up 23 groups, each including eight workers and seven larvae from the same stock
colony. Four workers were randomly sampled from the foraging area and four from the nest
of the stock colony. Larvae were collected inside the nest using a soft brush and/or flexible

tongs. We selected last-instar larvae under a binocular microscope and replaced the others
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into their own colony. Compared to previous instars, the last-instar larvae have a large body
size (median: 4.9 mm, ranging from 2.9 to 6.7 mm long, for worker and male destined
larvae) and a high density of body hairs (more than six bands per somite) (Figure 1)
(Sauvaget et al. in prep.). We used last-instar larvae because they displayed more frequent

movements than larvae from other instars (Sauvaget et al. in prep.).

As some of the stock colonies reared sexuals in the course of the experiment, we assumed
that larvae from different castes were included in the groups. However, at the moment of
the experiment, larval caste was not morphologically identifiable. To assess the proportion
of larvae of each caste, a sample of 13 groups out of 23 were reared after the experiment
until the pupae stage. At this moment, cocoons were identifiable: male cocoons of E.
tuberculatum are thinner and longer than worker cocoons, and gyne cocoons are longer and
larger than male and worker cocoons (Figure 2, Hora et al. 2005). From the 87 larvae, we
obtained 31 male cocoons, 23 worker cocoons, 3 gyne cocoons and 30 undetermined due to
larval early death. As gyne larvae have a larger size at the end of the larval stage and thus
may have a different need for food, the three groups containing gyne cocoons were
removed a posteriori from the experiment. We thus used worker and male larvae, even if we

could not exclude that some gyne larvae were also present.

Housing and starvation

Each group of workers and larvae was housed in a small moistened plaster nest including
one chamber (3.6 x 2.0 cm). The nest chamber was covered by a glass through which ants
could be observed and filmed, and by a removable black cover. It was connected by the
middle of its long side to a plastic foraging area (10 x 14 cm) using a path (0.8 cm diameter,
around 10 cm length). The connection between the nest and the path is further considered

as the "nest entrance".

Groups were fed immediately after housing the ants. Then they were deprived of food for
five days in order to enhance foraging and larval feeding behaviour during the experiment.

During this starvation period, one larva died in three groups, and was not replaced.

Experimental procedure

Experiments were performed in the breeding room. On the experimental day, the groups
remained without food for the first hour. At the end of the first hour, the experimenter
added a food item (Figure 3). The experiment was stopped six hours later. The food item
consisted in a part of a freshly-killed cricket and was disposed in the middle of the foraging
area. We expected that workers retrieved the piece of cricket to the nest and provisioned a

single larva with it. Workers could deposit the cricket directly on the mouthparts or the
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ventral surface of the larva, or close enough for the larva to reach it. Larvae were considered

as "fed" when they grasped the food item by the mandibles and ate it.

We filmed the nest during all the experiment with a Sony HDR-CX740 camcorder. The nest

was filmed under red and infrared light, in order to disturb ants as little as possible and to

optimise behavioural observations.

Figure 1: Ectatomma tuberculatum larvae Figure 2: Cocoons of E. tuberculatum, from
of the last instar. The arrow represents the left to right: worker, male and gyne
midpoint used for distance cocoon. Scale bar: 1 cm.

measurements. Length of larva: 5 mm.
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Figure 3: Experimental procedure. Small groups of starved larvae and workers were tested.
After one hour, the experimenter added single piece of prey into the foraging area (1). Ants
could retrieve the prey into the nest. We noted when the first larva was fed with workers

(2). Two 15-minute phases were analysed, just before (1) and just before (2).
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Larval movements

Larvae of E. tuberculatum can display two main movements (Sauvaget et al. in prep.). During
the swaying movement, the larva raises the anterior part of the body which waves in various
patterns and directions. In the stretching movement, the larva raises its anterior body part

and pulls it down rapidly in the horizontal plane (singly or in a sequence of a few stretches).

Some movements were displayed just after an interaction with a worker. We thus defined
three cases: (i) freely displayed movements, (ii) movements following worker contact and
(iii) movements following worker palpation. Freely displayed movements (i) occurred if the
larva did not get any tactile contact for five seconds before displaying the movement.
Movements following worker contact (ii) occurred within five seconds after a worker
contact. A worker contact was defined as any time a worker touched the larva, with a leg or
an antenna, excluding worker palpation as defined thereafter. A maximum of one contact
was recorded every two seconds. Movements following worker palpation (iii) occurred after
a worker palpation which was defined as an antennal inspection of the larval body for a

minimum of two seconds.

Analysis

Fifteen groups out of the 20 included fed at least one larva during the experiment and were
thus included in analyses. In each group, we recorded which larva was fed in the first place
and labelled it as the "fed larva". In two groups, two neighbouring larvae fed the food item
on the same time, so both were considered as "fed larvae". All other larvae were labelled as
"non-fed larvae". Altogether, 102 larvae were analysed, 17 as "fed larvae" and 85 as "non-

fed larvae".

We analysed two phases of 15 minutes using the films (Figure 3). The No-food phase
concerned the last 15 minutes of the first hour and the Food phase concerned the 15
minutes before the first larva was fed with the cricket. During the two phases, we recorded
individual larval data. We recorded occurrences and individual mean durations of larval
movements. We also recorded the number of worker contacts and the number of worker

palpations for each larva (excluding periods when the larva was in movement).

Statistical analyses were performed with R 3.2.2 (R Core Team 2015) using the package coin
1.1 (Hothorn et al. 2008). First, we used the total number of movements to compare "fed
larvae" and "non-fed larvae". To this end, we used groups as statistical unit: we calculated
the median number of movements for "fed" and for "non-fed larvae" within each group. We
then compared medians between "fed" and "non-fed larvae" thanks to Fisher-Pitman

permutation tests for data paired by group (N = 15 groups, with 1,000,000 permutations).

86



Second, we performed Principal Components Analyses with larval movements, worker
contacts and worker palpations for the 102 larvae in the two phases (No-food and Food
phases, N = 204). Then, as in the first analysis, we compared "fed larvae" and "non-fed
larvae" using groups as statistical unit. We compared median PCA scores between "fed" and
"non-fed larvae" thanks to Fisher-Pitman permutation tests for data paired by group (N = 15
groups, with 1,000,000 permutations). When multiple comparisons were made, Bonferroni-

Holm correction was applied, noted with P'.

We also recorded the location of all larvae within each group to test for an influence of
spatial position. We measured the distance between the nest entrance and the midpoint of
each larva (Figure 1). Distance measurements were made with ImageJ soft using the pictures
taken from the films at the beginning of the Food phase. We made correlation tests between
principal component scores and distances from larvae to nest entrance (N = 102 larvae).

Correlations were made with Pearson’s correlation test.

As two observers took part in videos analyses, we verified the inter-observer reliability
during preliminary experiment. This reliability was high (Pearson’s correlation: t3g =45.8, r =
0.99, P < 0.0001).

RESULTS

Larval movements description

Larval movements in the No-food phase and in the Food phase are presented in Table S1 in
Supplementary Material. Larvae displayed few freely displayed movements and few
movements following worker palpation. Larvae mainly displayed swaying movements

following worker contact.

Larval movements related to food provisioning

Just before food provisioning (Food phase), "fed larvae" displayed significantly more
movements than "non-fed larvae" (Fisher-Pitman permutation test for paired data: Z=-2.98,
Ngroups = 15, P = 0.0003, Figure 4). Before food deposit by the experimenter (No-food phase),
"fed larvae" already displayed significantly more movements than "non-fed larvae" (Fisher-

Pitman permutation test for paired data: Z = -2.35, Ngroups = 15, P = 0.01, Figure 4).
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Figure 4: Movements of larvae (median score per group), for "non-fed larvae" (grey) and
"fed larvae" (white) in the No-food phase and in the Food phase (Ngoups = 15). The line
represents the median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and
the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the points are values outside 1.5 times

interquartile range. See text for details on statistics.

To test which movements differed, we performed principal component analysis with the
number of larval movements, the worker contacts and the worker palpations. We obtained
four principal components (with eigenvalue >1). We kept the three first principal
components which had a biological signification. They accounted for 55% of the total

variance (Table 1).

The first principal component explained 21% of the total variance and was correlated with
the number of swaying movements following worker contact and with the number of worker
contacts received by the larvae (Table 1). These variables explained 52% of the first principal
component. Thus, Factor 1 may be interpreted as representing influences from swaying

movements following worker contact.

The second principal component, explaining 18% of the total variance, was correlated with
the number of freely displayed movements (Table 1; swaying and stretching movements
explained 72% of the second principal component). Factor 2 represents influences from

freely displayed movements.
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The third principal component, explaining 15% of the total variance, was correlated with the
number of swaying movements following worker palpation and with the number of worker
palpations received by the larvae. It was also negatively correlated with the number of
stretching movements following worker contact (Table 1). These variables explained 93% of
the third principal component. Factor 3 may be interpreted as representing influences from

movements following worker palpation.

Table 1: Coordinates of variables, variance explained and eigenvalue of the three principal
components (PCA, 102 larvae, No-food and Food phases, N = 204). Main contributions to
each factor (> 20%) are highlighted with *.

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Swayin 0.42 0.70* 0.10
Freely displayed ving

movements .

Stretching  0.39 0.70%* -0.03
Movements Swaying  0.63* -0.004 -0.003
following worker
contact Stretching  0.47 -0.24  -0.60%*
Number of worker contacts 0.70* -0.43 -0.24
Movements Swaying 0.38 -0.15 0.60*
following worker
palpation Stretching  0.09 -0.17 -0.13
Number of worker palpations 0.32 -0.33 0.60*
Variance explained 21.2% 185% 15.3%
Eigenvalue 1.70 1.48 1.22

In the No-food phase and in the Food phase, the "fed larvae" had significantly higher scores
than "non-fed larvae" for Factor 1, which is related to movements following worker contact
(Fisher-Pitman permutation test for paired data in the No-food phase and in the Food phase:
Z =-2.65, Ngroups = 15, P’ =0.01 and Z = -3.10, Ngroups = 15, P' = 0.0006 respectively, Figure 5).
The scores for Factor 1 did not significantly vary between the two phases (Fisher-Pitman
permutation test for paired data for the "non-fed larvae" and the "fed larvae": Z = -0.35,

Ngroups = 15, P’=0.73 and Z = -1.43, Ngroups = 15, P’ = 0.31 respectively, Figure 5).

Scores of "non-fed larvae" and "fed larvae" did not significantly differ for Factor 2, related to

freely displayed movements, and for Factor 3, related to movements following worker
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palpation (Fisher-Pitman permutation test for paired data in the No-food phase and in the

Food phase: Ngroups = 15, P’ > 0.2, Figure 5).
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Figure 5: PCA scores of larvae (median score per group), for "non-fed larvae" (grey) and "fed
larvae" (white) in the No-food phase and in the Food phase (Ngroups = 15). Three main
components were obtained: the first component was related to movements following
worker contact (A), the second component was related to freely displayed movements (B)
and the third component was related to movements following worker palpation (C). The line
represents the median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and
the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the points are values outside 1.5 times

interquartile range. See text for details on statistics.

Larval movements related to position of larvae

During the Food phase, distance to nest entrance was significantly and negatively correlated
with the larval scores of Factor 1, which is related to movements following worker contact
(Pearson’s correlation: tygg = -4.39, r = -0.40, P < 0.0001, Figure 6). Distance to nest entrance
was not significantly correlated with the larval scores of Factor 2 and Factor 3 (Pearson’s

correlation: tyg0 = 0.26, r = 0.03, P = 0.80 and t100 = 0.33, r =-0.10, P = 0.33 respectively).
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Figure 6: Relationship between distance to nest entrance and individual scores of Factor 1,
related to movements following worker contact (Njanwse = 102), in the Food phase.
Correlation is significant (Pearson’s correlation: P < 0.0001). "Non-fed larvae" are

represented in grey and "fed larvae" in white.

DISCUSSION

As larval movements could promote food provisioning by workers (Godfray 1991, Kilner &
Johnstone 1997), we challenged this hypothesis in the ant E. tuberculatum taking into
account the occurrence of larval display, the relationship between larval display and worker
activity and the influence of larval location into the nest. Our results show that, before food
provisioning by workers, larvae that were about to be fed displayed more swaying
movements than other larvae. Larval swaying movements were thus associated with food
provisioning. This result is consistent with previous study on the same species (Sauvaget et
al. in prep.) and also with other studies on the ant species G. striatula (Kaptein et al. 2005)
and M. rubra (Creemers et al. 2003). However, the larval movements that were related to
food provisioning occurred after worker contacts and, interestingly, other studies did not
mention worker contacts. Freely-displayed movements, movements following worker
contact and palpation were pooled and not distinguished in the study on G. striatula
(Kaptein et al. 2005). Nonetheless, it would have been interesting to know whether G.
striatula and E. tuberculatum were similar, because the two species belong to the same
clade, Ectatomminae. In the study on M. rubra, induced and non-induced movements were

analysed separately. Induced movements were defined as movements following worker
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inspection of larval body (Creemers et al. 2003). The induced movements might thus match
our movements following worker palpation, even if the comparison is difficult, due to
behavioural differences between species. And the non-induced movements might represent
our freely-displayed movements added to our movements following worker contact. As our
results showed that movements following worker contact were correlated with food
provisioning, this is consistent with CREEMERS & al. (2003) results showing that non-induced
posture were related to food provisioning. However, in our case freely displayed movements
were not correlated with food provisioning, so more details on M. rubra non-induced
movements could help comparing the two experiments. Finally, our results were consistent

with previous studies, even if they did not mention worker contacts.

Worker contacts can thus be integrated to our understanding of larval movements and food
provisioning in E. tuberculatum. We might suppose that larvae could use worker contacts as
tactile and/or chemical cues of worker presence. Larvae could use these cues about worker
presence and then could display movements when workers were present, therefore
increasing their probability of being fed, as hypothesised in a previous study (Sauvaget et al.
in prep.). That is, larval movements could be considered as begging signals. It should
nonetheless be noted that begging signals are, in communication theories, emitted by a
larva, directed to the workers to obtain food and has evolved because of the worker food
provisioning response (Maynard Smith & Harper 2003). The evolutionary part of the
definition was not tested in our experiment and we therefore use communication here in its
broad sense (Théry & Heeb 2008). Eventually, we could consider that workers and larvae

communicate through cues and signal for food provisioning.

However, the finding of movements following worker contact raises an important issue in
considering larva-worker communication. In fact, larvae could display a movement after a
contact as a mechanical reaction, independently of its need. This hypothesis is enhanced by
previous result showing that larval movements in E. tuberculatum were not correlated with
larval nutritional state (Sauvaget et al. in prep.). In this case, movements and food
provisioning would both be the consequences of worker presence. Movements would then
not induce food provisioning by workers. This challenging interpretation poses an open
guestion about where larval movements should be placed between truly begging signals and

movements only related to worker contacts.

Distance to nest entrance influenced larval movements: larvae closer to nest entrance
displayed more movements and they received more worker contacts. Worker contacts
increased next to nest entrance as it is the place where workers mostly stay. Hence, larval

movements increased next to nest entrance as a consequence of more cues about worker
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presence (begging hypothesis) or as the mechanical effect of more worker contacts (larval
mechanical reaction hypothesis). Even if previous studies did not explore worker contacts,
the effect of the position into the nest was also shown. In G. striatula, future fed larvae were
closer to food or displayed more begging behaviours (Kaptein et al. 2005). However, the
begging behaviours were not correlated with distance to food in this study. In a study on
Solenopsis invicta (BUREN, 1972), accessibility of the larvae also influence the number of
worker inspections toward larvae, but it did not influence the number of food provisioning
by trophallaxis (Cassill & Tschinkel 1995). Difference in measured variables might explain the
difference with our results: we studied the first provisioning whereas in S. invicta, they
studied tens of trophallaxis provisioning per larva. We could then suppose that in our
experiment, workers provisioned one of the first encountered larvae which is often

displaying movements, due to its position.

In our experiment in small nests, larval position was related to movements and food
provisioning: projecting this result to larger nests, we might suppose that position could
have a great impact on food distribution. In fact, in nests of E. tuberculatum, as in other ants,
workers usually sort larvae according to their size and/or instar (personal observation,
Holldobler & Wilson 1990, Franks & Sendova-Franks 1992). Larvae with a larger size are
typically placed in the peripheral ring of brood cluster (Franks & Sendova-Franks 1992).
Moreover, the periphery of the brood and the nest entrance concentrate the main worker
activity as shown in Leptothorax tubero-interruptus (Stickland & Franks 1994). Thus, the
worker activity could concentrate around the easily accessible larvae, the larger larvae. As
larger larvae require a larger amount of food, this organisation might then optimise food
provisioning (Hatcher et al. 1992, Franks & Sendova-Franks 1992, Stickland & Franks 1994,
O’Toole et al. 2003).

Food provisioning in ants has also been described differently: worker could stimulate the
larva and feed it if the larva responds through movements ("test feeding") (Le Masne 1953,
1980, Brian 1956, Agbogba 1991, Creemers et al. 2003). According to the test feeding
hypothesis, the key behaviour for food provisioning should be larval movements following a
worker antennal palpation. In our experiment, movements following worker palpation were
rare and not significantly correlated with food provisioning. However, we observed few
cases of test feeding before prey provisioning and test feeding seems more frequent for
larval trophallaxis (personal observation). More observations are required but in E.
tuberculatum, larval begging and possibly test-feeding might exist, with different probability

for prey provisioning and for trophallaxis.

93



In our experiment, the duration of starvation before testing individuals was controlled; we
therefore expected that larvae had a similar, but not equal, level of satiety. Larvae could still
differ in their need for food as, for instance, the need is also supposed to be related with
long term fitness issues (Price et al. 1996, Royle et al. 2004, Johnstone & Kilner 2011). Long
term fitness need is particularly important for gyne-destined larvae in the ant E.
tuberculatum because gyne have reproductive and flight organs and reach a larger size than
workers and males. That is why we decided to exclude groups containing gyne-destined
larvae. We used larvae of workers and males as they were mixed in many groups and as they
have a similar size. Adult workers have reproductive organs (Fénéron et al. 1996), which
development might be influenced by larval food availability, as suggested by preliminary
results on G. striatula (Kaptein et al. 2005). Thus, for both worker-destined larvae and male-
destined larvae, long term fitness issues might have influence their need for food. Slight
variations in long term issue added to slight variations in the level of satiety could then

explain differences between larvae during our experiment.

In summary, larval movements of E. tuberculatum were correlated with food provisioning by
workers, as predicted by begging signal models. However, our results showed that these
movements were not independent of social interactions and local environment: movements
displayed by larvae were correlated with worker contacts and also with the distance to nest
entrance. Larval food provisioning in this species is then not fully explained by begging signal
models and we conclude that spatial organisation and social interactions are central to fully

apprehend begging display and larval food allocation.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1: Swaying and stretching movements of larvae (mean % standard deviation per larva

during 15 minutes, N = 102 larvae).

Swaying +
Swaying Stretching
stretching
movements movements
movements
Mean duration
Number Number Number
(sec)
No-food phase 0.11 +0.42 1.0+4.5 0.05 +0.22 0.16 +0.58
Freely displayed
Food phase 0.19 +0.81 3.7 £13 0.08 +0.27 0.26 £0.95
No-food phase 0.75+1.3 8.0 £15 0.15 +0.74 0.90 +1.6
Following worker contact
Food phase 1.2+19 19 +46 0.11 +0.37 1.3+1.9
Following worker No-food phase 0.09 +0.29 23+14 0.01+0.10 0.1040.30
palpation Food phase 0.07 £0.25 13453 00 0.07 +0.25
No-food phase 0.95+1.6 7.9+13 0.21 +0.80 1.2 +1.9
Total
Food phase 1.4+2.1 19 +42 0.19 +0.46 1.6 2.2
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Chapitre 3 : Influences de la caste des larves femelles
sur les apports alimentaires
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RESUME

Dans plusieurs especes de fourmis, les ouvrieres nourrissent les larves en lien avec certains
comportements de quémande des larves, ce qui suggere que les mouvements des larves
peuvent influencer les apports alimentaires. Les larves destinées a devenir des reines ont
des besoins a long terme supérieurs aux besoins des larves destinées a devenir des ouvrieres
puisque ces ouvriéres sont peu ou pas fertiles et de plus petite taille que les reines. Nous
supposons alors que les larves de gyne pourraient réaliser davantage de comportements de
guémande, obtenant ainsi davantage de nourriture, en lien avec leur besoin supérieur. Nous
avons alors testé chez la fourmi Ectatomma tuberculatum si les ouvriéres pouvaient
discriminer les larves de gyne des autres larves. Nous avons émis les hypothéses suivantes :
(i) les ouvrieres augmenteraient leur vitesse d'approvisionnement alimentaire lorsque des
larves de gynes seraient présentes dans le nid, (ii) les mouvements larvaires seraient
supérieurs lorsque des larves de gynes seraient présentes dans le nid et (iii) les ouvrieres
distribueraient I'aliment aux larves émettant le plus de mouvements. Ces hypothéses ont été
testées dans petits groupes d'ouvrieres et de larves contenant ou non des larves de gynes.
Nous avons observé que les ouvriéres se comportaient différemment quand au moins une
larve de gyne était présente dans le nid : les ouvrieres nourrissent plus rapidement les larves
et la répartition alimentaire semble différer. Cependant, la quantité de mouvements des
larves n'a pas significativement varié entre les groupes contenant des larves de gynes et les
groupes n'en contenant pas. Le besoin a long terme des larves de gyne ne semblerait donc
pas induire une modification des mouvements des larves. Cependant, les ouvrieres se
comportent différemment en fonction de la caste des larves femelles, ce qui pourrait
indiquer que les ouvriéres discriminent la caste des larves ou leur besoin accru,

possiblement grace a un indice ou signal de nature chimique.

Manuscrit en préparation
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ABSTRACT

In some species of ants, workers provision larvae with food according to behaviours of the
larvae thus suggesting that larval movements could influence food provisioning. Future
gueen larvae have a greater long term need than worker-destined larvae and we supposed
that future queen larvae could display more movements, therefore obtaining more food. We
thus tested in the ant Ectatomma tuberculatum whether workers discriminated gyne-
destined larvae. We hypothesised that workers would increased food provisioning when at
least one gyne-destined larva was present in the experimental group and that workers
would allocate food to the larvae displaying more movements. Workers behaved differently
when at least one gyne-destined larva was present into the experimental nest: workers fed
more rapidly the larvae and food allocation seemed to differ. The amount of larval
movements did not significantly differ when at least one gyne-destined larvae was present.
Finally, long term need of gyne-destined larvae did not seem to be conveyed by an increase
in larval movements in this species. However, workers behaved differently according to
female caste fate, which might mean that they discriminated larval caste or larval long term

need, possibly with chemical cue or signal.
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INTRODUCTION

Parental care is displayed by many species, as it has been selected for the increase in fitness
gained by the offspring (Royle et al. 2012). Especially, parents can provision food and models
assume that parents can optimise their resources by allocating food to the needier offspring
(Godfray & Johnstone 2000). That is, parents could discriminate the need of their offspring
thanks to honest signal displayed by the offspring (Godfray 1991, 1995). This honest begging
model predict in particular that parents should provision food according to begging intensity
and that begging should increase with need (Godfray 1995, Kilner & Johnstone 1997). The
need for food is the value of extra resources to the offspring and it is supposed to include
long term issues, i. e. the resources needed to reach adult size and reproductive organ
development (Price et al. 1996, Godfray & Johnstone 2000, Johnstone & Kilner 2011).

In highly social insects, different larval solicitations have been described: chemical signalling
in the honey bee Apis mellifera (Huang & Otis 1991, Le Conte et al. 2006, Maisonnasse et al.
2009, He et al. 2016) and the bumble bee Bombus terrestris (Pereboom et al. 2003, Den Boer
& Duchateau 2006) and tactile solicitations in the termite Reticulitermes speratus (Kawatsu
2013) and in the ants Myrmica rubra (Creemers et al. 2003), Gnamptogenys striatula
(Kaptein et al. 2005) and Ectatomma tuberculatum (Sauvaget et al. in prep.). In these last ant
species, workers provision larvae with food according to larval behaviour, suggesting that
larvae could influence food allocation through their movements. However, in a colony of
ants, larvae are not identical: they differ in their nutritional state and their developmental
stage but also in their reproductive fate, as male, worker or gyne (Hélldobler & Wilson
1990). Future gyne larvae will often reach a larger size compared to worker-destined larvae
and will need to accumulate more resources in order to develop reproductive and flight
organs (Bonavita-Cougourdan & Passera 1978, Holldobler & Wilson 1990, Winston 1991).
Gyne-destined larvae therefore have a greater long term need than worker-destined larvae.
The difference between gyne- and worker-destined larvae increases with increasing size
dimorphism between queen and worker (Bourke & Ratnieks 1999). We hypothesised that
gyne-destined larvae could then display more movements as supposed by honest begging
model. With increased movements, gyne-destined larvae could then be discriminated and

favoured by workers.

However, discrimination within female larvae, between gyne- and worker-destined larvae,
has not been experimented to our knowledge, contrary to the discrimination between male
and female larvae, which has been sometimes tested (Passera & Aron 1996). One difficulty
arising to test discrimination within female larvae is the complexity of caste determination

between worker and gyne. Determination sometimes has a genetic basis but several
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environmental factors are important such as social interactions and nutrition (Wheeler 1986,
Anderson et al. 2008, Schwander et al. 2010). The timing of determination is also complex,
sometimes occurring in early larval stage with a possible late change, often a return to
worker caste (Wheeler 1986, Boulay et al. 2009). However, workers' discrimination within
female larvae could be expected as it could optimize food distribution into the colony. In
particular, workers are supposed to favour gyne-destined larvae over worker-destined larvae

when colony size is large enough (Pamilo 1991, Peeters & Molet 2010).

In the ant species E. tuberculatum, larvae display movements that are related to food
provisioning (Sauvaget et al. in prep.). However, the relationship between larval need and
larval display is not clear in this species: larval movement display was found to vary
according to their developmental stage but not to their nutritional state (Sauvaget et al. in
prep.). Here, we wanted to take into account larval long-term need. Size dimorphism
between queen and worker is important in this species and gyne-destined larvae should
therefore have an increased long-term need. Moreover, preliminary results showed that
caste fate of older larvae is often already determined, even if we rarely observed late change
in determination. Using old larvae, our objective was then to investigate the influence of
gyne-destined larvae on larva-worker relation for food provisioning to the nest and for food
allocation within larvae. We therefore developed methods to increase the number of gyne-
destined larvae in some groups. As caste determination remains difficult to control, we could
not obtain groups containing only gyne-destined larvae and we checked that these groups
"with gyne larvae" contained at least one gyne-destined larva. We compared them to groups
in which we controlled that no gyne-destined larva was present (groups "without gyne
larvae"). Using these two kinds of groups, we investigated whether workers discriminated
and fed more when gyne-destined larvae were present. We expected (i) that workers would
increase food provisioning speed when gyne-destined larvae were present, (ii) that groups
with gyne-destined larvae would display more movements than the others and (iii) that

workers would allocate food to the larvae displaying more movements.

METHODS

Stock colonies and rearing

Ten stock colonies of E. tuberculatum ants were used. Seven colonies were collected in
Apazapan (19,19° N, 96,43° W), (Veracruz, Mexico) in 2009 and 2011 and three were funded
by sexuals produced and mated in the laboratory. They included one to four reproductive
gueens (facultative polygynous). Two of them were queenless at the moment of the

experiment, and workers were therefore producing only male offspring. Stock colonies were
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maintained in moistened plaster nests (26 x 16 cm) connected to a foraging area (29 x 28
cm) and kept in the breeding room at 27 +1°C, 65 +10% relative humidity and 12:12 h
light:dark cycle. They were fed with killed insects (crickets, mealworms) and with a mixture

of apple and honey.

Larval movements

Larvae of E. tuberculatum can display swaying movements that are related with food
allocation (Sauvaget et al. in prep.). During this movement, the larva raises the anterior part

of the body which waves in various patterns and directions.

Experimental design

We made small groups of larvae and workers which belonged to the same colony. We used
eight workers per group; half of the workers were sampled in the foraging area and the
other half inside the nest. We used seven larvae of the fourth (last) instar per group
(Sauvaget et al. in prep.). Groups of larvae and workers were maintained in experimental
nests in the breeding room and starved for four days, starvation is supposed to increase
workers attractivity for food. Experimental nests contained a small moistened plaster
chamber (3.6 x 2.0 cm), covered by a glass through which ants could be observed and filmed,
and by a removable black cover. The chamber was connected to a plastic foraging area (14 x

10 cm). During the starvation period, single larva died in five groups and was not replaced.

After four days, we provisioned each group with single food item (piece of cricket) in the
foraging area. The nest chamber was then filmed for six hours under red and infrared light,
with a Sony HDR-CX740 camcorder. These conditions increased observational quality and

disturbed ants as less as possible.

Caste of larvae

To study influence of larval caste, we artificially increased the number of gyne-destined
larvae in some groups, thanks to two techniques. First, we used queen-less fragments of
colony provided with queen-laid larvae of the second instar. Queen-less fragments are
supposed to produce gynes when supplied with young larvae from the queen, in some
species (personal observation, Chéron et al. 2009). Second, we used stock colonies

producing gynes as well as other castes at this period.

Groups without gyne-destined larvae were collected in stock colonies producing workers

and/or males but no gyne at this period.
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However, at the moment of the experiment, larval caste was not distinguishable. To verify
the presence or absence of gynes, each group was individually reared after the experiment
until the pupae stage which allowed the recognition of the caste (Sauvaget et al. in prep.,
Hora et al. 2005). For groups of larvae expected to have an increased number of gyne larvae
("with gyne larvae"), we kept the groups in which at least one larva developed in gyne and
we excluded the groups in which no larva developed in gyne. For groups of larvae expected
without gynes ("without gyne larvae"), we kept the groups in which no larva developed in
gyne and we excluded the groups in which at least one larva developed in gyne. Male
cocoons were frequent in groups "with gyne larvae" and in groups "without gyne larvae".
Finally, we obtained 13 groups "with gyne larvae" (containing one to six gyne-destined

larvae, mean = 3.8) and nine groups "without gyne larvae".

Analysis

All statistical analyses were performed with R 3.2.2 (R Core Team 2015) using the package
coin 1.1 (Hothorn et al. 2008).

Effects of gyne-destined larvae presence on food provisioning

We compared how long it took for workers to feed larvae when gyne larvae were present or
absent into the nest. Two latencies were measured: (1) latency before workers bring food
into the nest and (2) latency between food entrance into the nest and food provisioning of
the first larva by workers. These two latencies were compared between groups "with gyne
larvae" and groups "without gyne larvae" thanks to Wilcoxon test for independent samples.
In two groups, workers did not bring the food item into the nest during the six hours of

observation. The value of six hours was assigned to these groups.
Larval movements

We tested whether the larvae of the groups "with gyne larvae" displayed more movements
than larvae of groups "without gyne larvae". Groups which fed at least one larva during the
experiment were kept for this analysis. We recorded occurrences and individual mean
durations of larval swaying movements during 15 minutes before the first larva was fed with
the food item. We used group as statistical unit: we calculated the mean number and
duration for each group. We then compared groups "with gyne larvae" (Ngroups = 13) to
groups "without gyne larvae" (Ngoups = 7) thanks to Fisher-Pitman permutation tests for

independent samples, with 1,000,000 permutations.

Effect of larval movements on food allocation
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In each group, we recorded which larva was fed in the first place and labelled it as the "first-
fed larva". In some groups, two or three neighbouring larvae fed the food item on the same
time, so these two or three larvae were considered as "first-fed larvae". All other larvae
were labelled as "non-fed larvae". Altogether, 135 larvae were analysed, 27 as "first-fed
larvae" and 108 as "non-fed larvae". We compared "first-fed larvae" and "non-fed larvae"
using groups as statistical unit: we calculated the mean number and duration of movements
for "first-fed" and for "non-fed larvae" within each group. We then compared "first-fed" and
"non-fed larvae" thanks to Fisher-Pitman permutation tests for samples paired by group,
with 1,000,000 permutations. We did this analysis separately for groups "with gyne larvae"

(Ngroups = 13) and for groups "without gyne larvae" (Ngroups = 7).
RESULTS

Effects of gyne-destined larvae presence on food provisioning

Workers in groups with at least one "gyne larva" did not bring food into the nest significantly
more rapidly than workers in groups without any "gyne larva" (Wilcoxon test: W = 72, Ngroups
with gyne = 13, Ngroups without gyne = 9, P = 0.38). However, workers fed significantly more rapidly
larvae when at least one "gyne larva" was present (Wilcoxon test: W = 105, Ngroups with gyne =
13, Ngroups without gyne = 9, P =0.002, Figure 1; when removing groups that did not bring food
into the nest: W =79, Ngroups with gyne = 13, Ngroups without gyne = 7, P = 0.009).
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Figure 1: Latency between the time when workers brought the food item into the nest and
the time when they provisioned the first larva. Comparison between groups "without gyne
larva" (Ngroups = 9) and groups containing at least one gyne-destined larva (groups "with gyne

larvae", Ngroups = 13). The line represents the median of the sample, the box provides the
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upper and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the

points are values outside 1.5 times interquartile range. Wilcoxon test, * P < 0.05.

Larval movements

During the 15 minutes of observation before food provisioning, 68 out of 135 larvae (50%)
displayed at least one swaying movement (Ngroups = 20). Groups "with gyne larvae" did not
significantly differ from groups "without gyne larvae" with respect to number and duration
of larval swaying movements (Fisher-Pitman permutation test for independent samples:
number, Z=-1.60, P = 0.10; duration, Z=0.44, P = 0.73; Figure 2).
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Figure 2: Number and duration of larval swaying movements for groups "without gyne
larvae" (Ngroups = 7) and for groups "with gyne larvae" (Ngroups = 13). The line represents the
median of the sample, the box provides the upper and lower quartiles and the whiskers
show 1.5 times the interquartile range, the points are values outside 1.5 times interquartile

range. Fisher-Pitman permutation test for independent samples: P > 0.10.

Effect of larval movements on food allocation

In groups "without gyne larvae", "first-fed larvae" displayed significantly more and longer
swaying movements than "non-fed larvae" just before food allocation by the workers
(Fisher-Pitman permutation test for paired samples: number, Z = -1.84, Ngroups = 7, P = 0.016;
duration, Z = -1.38, Ngroups = 7, P = 0.016; Figure 3). However, in groups "with gyne larvae",
"first-fed larvae" did not display significantly more movements than "non-fed larvae"
(number, Z=-0.04, Ngroups = 13, P = 0.97; duration, Z = -0.38, Ngroups = 13, P = 0.73; Figure 4).
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Figure 3: Number and duration of larval swaying movements for the first larvae fed by the
workers (first-fed larvae) and for the other larvae (non-fed larvae) in groups "without gyne
larvae" (Ngroups = 7). The line represents the median of the sample, the box provides the
upper and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the
points are values outside 1.5 times interquartile range. Fisher-Pitman permutation tests for

paired samples: * P < 0.05.
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Figure 4: Number and duration of larval swaying movements for the first larvae fed by the
workers (first-fed larvae) and for the other larvae (non-fed larvae) in groups "with gyne
larvae" (Ngroups = 13). The line represents the median of the sample, the box provides the
upper and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the
points are values outside 1.5 times interquartile range. Fisher-Pitman permutation tests for

paired samples: P> 0.7.
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DISCUSSION

We investigated the influence of gyne-destined larvae on worker food provisioning and
allocation, in the ant E. tuberculatum, which has a pronounced dimorphism between worker
and gyne. Workers behaved differently when gyne-destined larvae were present into the
experimental nest: workers fed more rapidly the larvae and food allocation whithin larvae
seemed to differ. Larval movements were no longer significantly involved in food allocation
when gyne-destined larvae were present. However, the amount of larval movements did not
significantly differ between groups with at least one gyne-destined was present and groups

without gyne-destined larva.

We observed that workers fed larvae that were displaying significantly more movements in
the condition in which gyne-destined larvae were not present. This result is consistent with
previous studies in ant species (Sauvaget et al. in prep., Creemers et al. 2003, Kaptein et al.
2005). Our experiments then consisted in increasing the number of gyne-destined larvae and
we observed differences in food provisioning and food allocation. This therefore indicates
that our manipulation of the number of gyne-destined larvae had some effects on
behaviour, even if some methodological issues arose. Caste determination is not easy to
control and we reared all larvae until the pupal stage to check the caste of larvae we had
used. First, the total number of gyne-destined larvae per group remained uncontrolled (one
to six out of seven larvae) and, second, male larvae were also present in many groups (either
with or without gyne-destined larvae). Our methods and our current knowledge on caste
determination did not allow us to obtain groups more homogeneous. Our results must

therefore be analysed taking these elements into account.

High quantity and quality of food is supposed to be necessary for larval development in gyne
(Wheeler 1986), as gyne-destined larvae have higher need due to their upcoming growth
and their development of reproductive and flight organs. We found that workers were
influenced by the presence of gyne-destined larvae in a way that increase speed of food
provisioning to larvae within the nest. This is therefore consistent with our hypothesis of
workers discriminating gyne-destined larvae and increasing their efficiency in food
provisioning. Our results might be related to a study on the ant Plagiolepis pygmaea in which
food provisioning increased for gyne-destined larvae of late stage (Bonavita-Cougourdan &
Passera 1978).

The increase in food provisioning speed when gyne-destined larvae were present may not be
related to larval movements, as we did not observed an increase in larval movements when
gyne-destined larvae were present. We could thus propose that the greater need of gyne-

destined larvae was not correlated with increased movements. Alternatively, the
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heterogeneity of the larval caste in the groups could have prevented us to observe a
significant result. However, previous research in E. tuberculatum also showed that larval
need was not always related to an increase in larval display: larval developmental stage was
related with larval display but larval nutritional state (hunger) was not (Sauvaget et al. in
prep.). Altogether, these results suggest that one of the predictions of honest begging
models (i.e. begging is related to need, Godfray 1995) is not verified for larval movements of

the ant E. tuberculatum.

However, when gyne-destined larvae were present, workers differed not only in the speed
of food provisioning, but also in the way they allocated food to larvae: larval movements did
not seem to be implicated as much as when gyne-destined larvae were absent. We could
then suggest that a signal or cue could exist, informing on larval caste or on larval need, even
if larval movements are not involved. A chemical signal or cue might then be supposed
(Villalta et al. 2016) as they are known to be signal of need in other highly social species,
honey bee (Huang & Otis 1991, Le Conte et al. 2006) and bumble bee (Den Boer &
Duchateau 2006).

In summary, gyne-destined larvae long term need did not seem to be conveyed by an
increase in larval movements. However, workers behaved differently according to female
caste fate of larvae. This could indicate that workers discriminated larval caste or larval long

term need, possibly thanks to a chemical cue or signal, which remains to be identified.
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Chapitre 4 : Odeurs des larves selon leur état
nutritionnel et influence sur les ouvrieres
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RESUME

L'approvisionnement alimentaire des jeunes est supposé étre optimisé. Chez les insectes
eusociaux, cette optimisation de I'apport alimentaire nécessite que les besoins des
nombreuses larves de la colonie soient correctement estimés par les ouvrieres. Ces besoins
des larves dépendent du nombre de larves dans la colonie d'une part et de leur état
nutritionnel d'autre part. Chez les fourmis, il a été montré que le nombre de larves modifiait
en effet le niveau de fourragement, mais I'effet de I'état nutritionnel des larves est peu
connu. Dans ce chapitre, nous nous sommes donc focalisés sur l'influence de I'effet
nutritionnel des larves. Comme nous l'avons vu dans les chapitres précédents, les
mouvements larvaires pourraient ne pas refléter les besoins nutrirtionnels des larves. Nous
avons donc fait I'hypothése que des composés chimiques volatiles pourraient varier avec
I'état nutritionnel des larves et pourraient étre discriminés par les ouvrieres de la fourmi
Ectatomma tuberculatum. Nous avons placés des ouvriéres dans un nid avec quelques larves
préalablement bien nourries et nous avons exposé ces ouvriéres a un flux d'air contenant
soit une odeur de larves préalablement bien nourries, soit une odeur de larves
préalablement affamées. Nous avons observé que les ouvrieres augmentaient
significativement leurs comportements de palpation dirigée vers les larves dans leur nid
guand une odeur de larves affamées était envoyée dans le nid mais pas quand une odeur de
larve bien nourries était ajoutée. Néanmoins, nos analyses chimiques préliminaires portant
sur ces odeurs larvaires n'ont pas permis d'identifier la ou les molécules impliquées. Au
cours d'une expérience complémentaire, les ouvrieres d'E. tuberculatum ont été cette fois
exposées a une odeur de larve préalablement affamées d'une autre espéece, Aphaenogaster
senilis. Dans cette condition, les ouvriéres n'ont pas montré de changement significatif de
leur comportement; cependant, I'effectif de cette derniere expérience était faible, et son
interprétation doit donc rester prudente. Nous pouvons conclure de ce chapitre que les
larves d'E. tuberculatum sont capables de produire une odeur, volatile, qui differe selon leur
état nutritionnel. Cette odeur est percue par les ouvrieres et pourrait ainsi contribuer a

optimiser le fourragement et la répartition des ressources alimentaires de la colonie.

Manuscrit en préparation
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Larval volatile odour depends on nutritional state and
influences worker behaviour in the ant Ectatomma
tuberculatum
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ABSTRACT

Food provisioning of offspring is supposed to be an optimised process. In highly social
insects, the optimisation of food provisioning necessitates larval need to be assessed
correctly by workers. Larval need depends on the number of larvae and of their nutritional
state. Here we hypothesise that some volatile chemical compounds could vary with
nutritional state of the larvae and could be discriminated by workers in the ant Ectatomma
tuberculatum. Workers were disposed in a nest with some well-fed larvae and were exposed
to an air flow containing odour of well-fed larvae or odour of food-deprived larvae. Workers
significantly increased their palpation behaviour towards larvae only when the odour of
food-deprived larvae was added into the nest and not when odour of well-fed larvae was
added. However, preliminary chemical analyses did not identify the molecule(s) involved.
During another experiment with a limited sample size, we did not observe a significant
change in the behaviour of E. tuberculatum workers exposed to the odour of food-deprived
larvae of another ant species (Aphaenogaster senilis). In conclusion, larvae of E.
tuberculatum produce volatile emission according to their level of satiety. These compounds
are perceived by the workers and might thus contribute to the optimisation of food resource

allocation in the colony.
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INTRODUCTION

Parents who provide care to their young are supposed to optimise their investment (Trivers
1972, Royle et al. 2012). Optimisation of parental investment often relies on begging signal
displayed by the young. Many models have focused on this parent-offspring relation for food
provisioning and they showed that the honesty of signals is an important aspect to ensure
evolutionary stable signalling (Godfray 1995, Godfray & Johnstone 2000). The signal is thus
expected to vary honestly according to the need of the young (Godfray 1991). In response to
honest begging signals, parents are predicted to adjust food provisioning to begging
intensity (Godfray 1995, Kilner & Johnstone 1997). Parents can then use information on
young need to optimise resource allocation and ultimately their fitness. Models of honest
begging have been empirically tested in many species and the need is often measured with
the nutritional state or the level of satiety of the young (Clark 2002, Johnstone & Kilner 2011,
Kolliker 2011). A correlation between the level of satiety and begging signal intensity is then
frequently observed, in particular in birds, the main studied taxa (Budden & Wright 2001,
Royle et al. 2004, Mock et al. 2011).

In insects, some species have parental care and larval begging for food was observed
(Tallamy & Wood 1986, Mas & Kolliker 2008). In highly social insects, the number of larvae is
often elevated and can largely exceed these of birds or sub-social insects (Wilson 1971,
Holldobler & Wilson 1990). Signals of larval need could thus particularly optimise the
regulation of food allocation between larvae and of food provisioning to the nest (Holldobler
& Wilson 1990, Seeley 1998, Beshers & Fewell 2001). Food provisioning may then be
triggered by larvae, as supposed in the brood stimulation theory. This brood stimulation
theory was first proposed for army ants (Schneirla 1958), but it might apply to other highly
social insects. Along with the number of larvae, the nutritional state of the larvae influences
the need and we could expect that the nutritional state of the larvae also has some effects
on food provisioning. Evidence for larvae as foraging stimuli have been found in the honey
bee Apis mellifera: larvae produce brood pheromone and ocimene which induce multiple
responses from workers, increasing pollen foraging (Pankiw 2004, Le Conte et al. 2006,
Maisonnasse et al. 2010). Moreover, food-deprived larvae increased their production of
ocimene (He et al. 2016). In ants, larvae of the ant species Myrmica rubra (Creemers et al.
2003), Gnamptogenys striatula (Kaptein et al. 2005) and Ectatomma tuberculatum (Sauvaget
et al. in prep.) are fed according to tactile movement signalling. The number of ant larvae in
a nest influences foraging activity (Sorensen et al. 1985, Portha et al. 2002, Fénéron et al.
2008, Ulrich et al. 2016). However, the effects of the nutritional state of the larvae on

foraging remains unclear as protocol of previous studies used additional larvae (Daumas et
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al. 2012, Ulrich et al. 2016) or changed the nutritional state of both larvae and workers
(Sorensen et al. 1985).

In the ant E. tuberculatum, individual provisioning effort increases with the number of larvae
(Fénéron et al. 2008). We thus hypothesised that the nutritional state of the larvae could
also influence worker behaviour. However, a previous study has shown that the larval
nutritional state (i) was not related with larval tactile movement solicitation and (ii) did not
influence food allocation (Sauvaget et al. in prep.). We then expected that larval nutritional
state could be encoded by another communication channel and especially the chemical
channel, as suggested by another study (Daumas et al. 2012). The aim of this study was
therefore to test whether larvae produce chemical compounds according to their nutritional
state, which could be perceived by the workers. We used a behavioural test to experiment
whether workers can discriminate between two odorant stimuli composed either of well-fed
or of food-deprived larvae odour. As we obtained a behavioural difference during this test,
we explored the nature of this odour. We tested in a complementary experiment whether
the odour was shared with another species of ants. We also performed preliminary chemical

analysis of the volatile molecules produced by well-fed and food-deprived larvae.

METHODS

Animals

Ectatomma tuberculatum is a poneromorph neotropical Ectatomminae found from Mexico
to Brazil (Weber 1946, Bolton 2003). Five stock colonies of E. tuberculatum, collected in
Apazapan (19,19° N, 96,43° W, Veracruz, Mexico) in 2009 and 2011, were used in this study.
They included one to four queens, several hundred workers and brood. Stock colonies were
maintained in moistened plaster nests (26 x 16 cm) connected to a foraging area (29 x 28
cm) and kept in a breeding room at 27 +1°C, 65 +10% relative humidity and 12:12 h
light:dark cycle. Larvae of the Myrmicinae ant species Aphaenogaster senilis were also used.
Colonies of A. senilis were collected in Banyuls-sur-Mer (France) and kept in a breeding room
at 24 +1°C, 50 +10% relative humidity and 12:12 h light:dark cycle. All colonies were fed with

killed insects (crickets, mealworms) and with a mixture of apple and honey.
Behavioural test

e Homospecific condition

One week before the experiment, ten workers and eight larvae of E. tuberculatum were
collected and installed in a small moistened plaster nest (6 x 4 cm divided into two

chambers) covered by a glass and a removable black cover, connected to a foraging area
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(diameter 8 cm). Workers were individually paint-marked with dots on the thorax and
abdomen (uniPaint, Mitsubishi pencil co., Ltd). Food was provisioned in the foraging area

three times during the week, the last provisioning occurring the day before the experiment.

Larvae of E. tuberculatum used as odorant stimulus were collected two days before the
experiment and were stocked with workers in moistened plaster nests (15 x 12 cm). Some
nests received food (proteins and carbohydrates) in order to obtain well-fed larvae; the

others did not receive any food in order to obtain food-deprived larvae.

On the experimental day, the nest containing the ten workers and eight larvae was
connected to a carbon filtered air flow (50 mL/min). The air flow entered into the deepest
chamber of the nest, where the eight larvae were mainly maintained, and exited towards
the foraging area. After 140 minutes, an odorant stimulus was placed into the air flow until
the end of the experiment, 40 minutes later. The odorant stimulus consisted in around 20
well-fed larvae for half groups and around 20 food-deprived larvae for the other half. Larvae
used as odorant stimulus and the ten workers and eight larvae into the nest belonged to the

same stock colony.

e Heterospecific condition

The same protocol was applied with food-deprived larvae of A. senilis as odorant stimulus.

e Analysis

In the homospecific condition, we repeated the experiment 14 times with well-fed larvae as
odorant stimulus and 15 times with food-deprived larvae as odorant stimulus. In the
heterospecific condition, we repeated the experiment 9 times with food-deprived larvae of

A. senilis.

We observed the behaviour of the workers during two sessions of 30 minutes each, one
session before the odorant stimulus was placed (Control) and the other session after
(Stimulus). The control session ended 5 minutes before the odorant stimulus was placed; the
stimulus session began 10 minutes after the odorant stimulus was placed. Sessions were

filmed under infra-red light with a Sony HDR-CX740 camcorder.

We observed the behaviour of the workers directed towards the larvae. First, workers could
touch the larvae with the antenna, for one second or less, which we defined as touch.
Second, workers could inspect the larvae through antennal palpation during two seconds or
more, we defined this behaviour as palpation. Third, workers could display care of the
larvae, feeding, cleaning or transporting them. As these behaviours were infrequent, we

pooled them as care. When care of larvae immediately followed a palpation, only care was
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counted, palpation was not counted. Moreover, in the homospecific condition, duration of
palpations was recorded in a sample of palpations from eight and nine groups respectively

for well-fed larvae stimulus and food-deprived larvae stimulus.

We used the group as statistical unit, summing the number of behaviour of the ten workers.
The sum of touches, of palpations and of cares and the mean duration of palpations were
compared between control and stimulus sessions using Fisher-Pitman permutation tests for

paired samples, with 1,000,000 permutations.

All statistical analyses were performed with R 3.2.2 (R Core Team 2015) using the package
coin 1.1 (Hothorn et al. 2008).

Chemical analysis

We sampled E. tuberculatum larvae, pooling 5 to 15 larvae (N = 3), and we also sampled A.
senilis larvae pooling 100 larvae (N = 1) or 20 larvae (N = 2 with well-fed larvae and N = 2
with food-deprived larvae, starved for four days). We used head-space SPME (solid-phase
micro-extraction) polydimethylsiloxane (PDMS 100 um) and polyacrylate (PA) fibres in a 2
mL vial during 30 min. Control were performed on the same day in an empty vial. The
samples were analysed on an Agilent 7890A gas chromatograph, equipped with an HP-5ms
column (30 m x 250 pum x 0.25 um), coupled to Agilent 5975C inert XL mass spectrometer
(with 70-eV electron impact ionization). The fibre was thermally desorbed at 270°C during 5
min and injected in splitless mode. Carrier gas was Helium at a constant flow rate of 1.0
ml/min. After 5 min hold at 50°C, the oven was programmed from 50°C to 200°C at 5°C/min,
then from 200°C to 300°C at 40°C/min and held for 5 min at 300°C.

As we did not observe any compound differing from the control in E. tuberculatum, we used
dynamic head-space samplings analysed on an Agilent 7890B gas chromatograph, equipped
with an HP-5ms column (30 m x 250 um x 0.25 um), coupled with an Agilent 7000C mass
spectrometer using a Gerstel MPS autosampler. We sampled four groups of 10 E.
tuberculatum larvae (N = 2 with well-fed larvae and N = 2 with food-deprived larvae, starved
for four days). Control was performed on the same day in an empty vial. The samples were
placed in a 20 mL vial at 26°C incubated for 5 min and then purged with 50 mL/min during 40
min. The compounds were trapped at 20°C on a glass thermal desorption (TDU) tube filled
with adsorbent tenax (Gerstel). The tube was then thermally desorbed at 250°C in splitless
mode during 5 min. Carrier gas was Helium at a constant flow rate of 1.2 ml/min. After 5 min
hold at 30°C, the oven was programmed from 30°C to 250°C at 5°C/min and held for 1 min at
250°C.
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RESULTS

Behavioural test

e Homospecific condition

In the homospecific condition, occurrences of behaviours displayed by workers towards
larvae are presented in Table S1 in Supplementary Material. Touches and cares of larvae did
not significantly differ between Control and Stimulus phase, either for well-fed larvae as
stimulus or for food-deprived larvae as stimulus (Fisher-Pitman permutation test for paired
samples: P > 0.3, Figure 1A & 1C). On the contrary, the number of palpations significantly
increased between Control and Stimulus phase only when the stimulus was food-deprived
larvae (Fisher-Pitman permutation tests for paired samples: Well-fed larvae as stimulus: Z = -
0.13, Ngroups = 14, P = 0.93; Food-deprived larvae as stimulus: Z = -2.10, Ngroups = 15, P = 0.018,
Figure 1B).
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Figure 1. Workers' behaviours (A: touch, B: palpation, C: care of larvae) directed towards
larvae before (Control phase) and after (Stimulus phase) adding an odorant stimulus which
could be either well-fed larvae (Ngroups = 14, Nworkers = 140) or food-deprived larvae (Ngroups =
15, Nworkers = 150). The line represents the median of the sample, the box provides the upper
and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the points are
values outside 1.5 times interquartile range. Fisher-Pitman permutation tests for paired

samples: * P <0.05.

We compared durations of palpations between phases with a random sample extracted

from the data. Duration did not significantly differ between Control and Stimulus phase,
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both for odorant stimulus being well-fed larvae (Control phase: median = 8.4, 1* quartile =
4.4 and 3™ quartile = 11.4, Stimulus phase: median = 11.6, 1% quartile = 7.1 and 3™ quartile =
17.2; Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = -0.89, Ngoups = 8, P = 0.31) and
for odorant stimulus being food-deprived larvae (Control phase: median = 7.7, 1* quartile =
4.5 and 3™ quartile = 9.4, Stimulus phase: median = 7.6, 1% quartile = 5.7 and 3™ quartile =
9.1; Fisher-Pitman permutation test for paired samples: Z = 0.68, Ngroups = 9, P = 0.70).

e Heterospecific condition

Ectatomma tuberculatum workers did not significantly change their behaviour (number of
touches, palpations and cares of larvae) after adding food-deprived larvae of A. senilis as an
odorant stimulus (Fisher-Pitman permutation tests for paired samples: touch, Z = 1.21,
Ngroups = 9, P = 0.27; palpation, Z = -0.73, Ngroups =9, P = 0.52; care, Z = -0.13118, Ngroups = 9, P
= 0.94, Figure 2).
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Figure 2: Ectatomma tuberculatum workers' behaviours (A: touch, B: palpation, C: care of
larvae) directed towards their larvae before (Control phase) and after (Stimulus phase)
adding an odorant stimulus which was food-deprived larvae of Aphaenogaster senilis (Ngroups
=9, Nyorkers = 90). The line represents the median of the sample, the box provides the upper
and lower quartiles and the whiskers show 1.5 times the interquartile range, the points are
values outside 1.5 times interquartile range. Fisher-Pitman permutation tests for paired

samples: P >0.2.

Chemical analysis

In E. tuberculatum, with the dynamic head-space technique, we observed several volatile
larval hydrocarbons in small quantities. None differed between the well-fed and food-

deprived larvae.
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In A. senilis, we observed five to eleven larval compounds differing from the control,
depending on PDMS or PA fibre and on number of pooled larvae (20 or 100). Compounds
were hydrocarbons with 13 to 19 carbons but none differed between the well-fed and food-

deprived larvae.

DISCUSSION

This study shows that E. tuberculatum workers increased their palpation behaviour towards
larvae present into the nest only when the odour of food-deprived larvae of their own
species was added into the nest, and not when odour of well-fed larvae was added. Odour of
food-deprived larvae of another species did not significantly change the behaviour the
workers. Preliminary chemical analyses of larval compounds indicated no difference

between odour of well-fed larvae and odour of food-deprived larvae.

We found that workers were able to react according to the nutritional state of larvae.
Moreover, we evidence that the stimulus used by workers was chemical as we used an
external source of odour to observe the change in workers' behaviour. Larvae of E.
tuberculatum were thus able to produce an odour according to their nutritional state and
expectantly their hunger. Our experiment is the first to our knowledge to show that larval
nutritional state of an ant species could be chemically encoded. A study on the ant species
Solenopsis invicta suggested that larvae produced compounds according to their nutritional
state (Cassill & Tschinkel 1995), but no experiment was performed to confirm the nature of
this larval signal. Odours or chemicals related to larval nutritional state were however found
in other highly social species: the honeybee Apis mellifera (Huang & Otis 1991, He et al.
2016) and the bumblebee Bombus terrestris (Den Boer & Duchateau 2006).

Previous studies showed that E. tuberculatum workers adjust food provisioning to the
number of larvae (Fénéron et al. 2008, Daumas et al. 2012) and, with this study, we show
that they also changed their behaviour according to larval nutritional state. Consequently,
workers might adjust precisely foraging and food resource allocation to larval need. This is
consistent with the brood stimulation theory, which assumed that larvae could influence
worker foraging (Schneirla 1958). Our results are also in agreement with models of honest
begging, which predict that the larval signal varies according to the larval need (Godfray
1995, Kolliker 2011).

In our experiment, workers were in a situation with conflicting information arising from the
odour of food-deprived larvae sent to the nest versus the well-fed status of the larvae in the
nest. Workers responded with an inspection of the well-fed larvae however, workers neither

fed nor provided more care to the well-fed larvae. We therefore suppose that, in our study,
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(i) workers perceived the larval well-fed status into the nest and the food-deprived odour
and that (ii) workers were exploring the conflicting information through palpations of larvae.
The difference between well-fed larvae and food-provisioned larvae stimulus might be the
qguantity of chemicals released. Alternatively, the stimulus of well-fed larvae might be a
different cue, such as odour of food remains, or it might be the movements of the larvae, as

they are involved in food allocation (Sauvaget et al. in prep.).

In our experiment, the source of odour was located 10-15 cm from the nest and sent to the
nest with air flow. The chemical compounds produced by E. tuberculatum larvae could thus
be volatile. Other cases of volatile emissions from the brood were also reported, in sub-
social insects (Kolliker et al. 2006) and in the honey-bee (Le Conte et al. 2006, Maisonnasse
et al. 2010). From our analyses, it appears that the compounds were produced in small
amount by the larvae, as we could not identify them, despite multiple attempts (this paper
and unpublished data). In agreement with our conclusion, Villalta et al. (2016) analysed
cuticular hydrocarbons of larvae of the species Aphaenogaster senilis and they found very
low concentrations of chemicals. Larvae could thus produce small amounts of chemicals,
either volatile compounds or cuticular hydrocarbons, and their identification could remain a

challenge.

We explored the possibility of a larval volatile emission shared by several species of ants;
however, we found that workers of E. tuberculatum did not significantly respond to larval
odour of another species, Aphaenogaster senilis. This finding should be interpreted with
caution as our sample size was reduced. Nonetheless we suggest two possible explanations.
First, the larval compounds could differ between species or be specific to E. tuberculatum.
Second, A. senilis larval volatile emission could encode several information and possibly
heterospecific cues, which disturb E. tuberculatum workers. However, heterospecific cues
often rely on short range cues, mainly non-volatile cuticular compounds or morphological
characteristics of the larvae (Febvay et al. 1984, Carlin 1988, Morel & Vander Meer 1988).
This hypothesis of volatile heterospecific cues seems then unlikely to explain our results. The
specificity of E. tuberculatum larval volatile emission requires more experiments to be fully

understood.

Our finding of larval volatile emission, added to previous studies indicating a larval
communication through tactile movements in the same species (Sauvaget et al. in prep.),
could be the first report, to our knowledge, of larval multimodal communication in highly
social insects. Moreover, workers of highly social insects are specialised in different tasks,
such as foraging or nursing the brood. Multimodal signals could then have different

receptors within specialised workers (Partan & Marler 1999). For instance, larval odour could
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be used by foragers or some nurses to assess the global nutritional state of the larvae on the
one hand; and, on the other hand, the movements could be used by nurses to allocate food
among larvae. Chemicals and movements could then complement one another, therefore
contributing to optimise resource allocation inside the colony. Our results could then open

new possibilities to test multimodal communication with an insect model.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1: Total number of behaviours displayed by workers towards larvae in 30 minutes,

and percentage changes related to the number in control phase. Each group contained 10

workers.

Odorant stimulus Phase Touch Palpation Care Sample size

Control 270 (100%) 104 (100%) 77 (100%) 14 groups

Well-fed larvae
Stimulus 264 (97.8%) 107 (102.9%) 76 (98.7%) 14 groups

Food-deprived Control 285 (100%) 118 (100%) 104 (100%) 15 groups

larvae Stimulus 327 (114.7%)  200(169.5%) 93 (89.4%) 15 groups
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Les résultats obtenus au cours de cette thése nous ont permis de donner un nouvel éclairage
sur les relations larves-ouvriéres chez les insectes eusociaux. Nous avons exploré et testé,
chez la fourmi Ectatomma tuberculatum, si les mouvements des larves et leurs émissions de
composés pouvaient étre analysés comme des quémandes alimentaires et si ces quémandes
pouvaient s’inscrire dans le cadre de la communication honnéte entre jeunes et adultes pour
le nourrissage. Cette derniere partie a pour but d’établir la synthése des résultats obtenus,
de présenter des éléments de réflexion soulevés par les données et également de discuter

des perspectives ouvertes par ce travail.

A. Prédictions des modeéles de qguémandes honnétes

Plusieurs systemes de communication ont été sélectionnés grace a l'avantage adaptatif
procuré a I'émetteur et au récepteur d'un signal (Maynard Smith & Harper 2003, Théry &
Heeb 2008). En particulier, la communication a été sélectionnée dans le cadre des relations
jeunes-adultes pour les soins alimentaires. En effet, parents et jeunes ont des intéréts
différents autour des apports alimentaires (Trivers 1974, Parker et al. 2002), mais ce conflit
serait résolu lorsque les jeunes communiquent honnétement leur besoin aux adultes
(Godfray 1991, 1995b). Dans le cadre des modeles de sollicitation honnéte, les quémandes
reflétent les besoins des jeunes, ce qui permet aux parents de distribuer I'alimentation aux
jeunes qui en ont le plus besoin (Godfray 1995a). Ce sont donc les parents qui contrélent

I'alimentation et qui optimisent leur fitness (Godfray & Johnstone 2000).

Les modeéles de sollicitation honnéte ont permis de formuler deux prédictions assez
facilement testables (Kilner & Johnstone 1997). Premiérement, les parents nourriraient les
jeunes en fonction de l'intensité des quémandes et, deuxiemement, l'intensité des
guémandes serait corrélée au niveau de besoin du jeune (Godfray 1995b). Ces deux
prédictions sont cohérentes avec de nombreuses données expérimentales, en particulier
chez les oiseaux (Kilner & Johnstone 1997, Budden & Wright 2001) mais aussi chez les
mammiféres (Drake et al. 2007, Manser et al. 2008) ou encore chez les insectes, y compris
chez certaines especes eusociales, Apis mellifera, Bombus terrestris, Vespa orientalis,
Gnamptogenys striatula, Myrmica rubra etc (voir “Introduction” Tableau 1, Mas & Kolliker
2008).

Dans ce dernier cas des espéces eusociales, la forte intégration sociale des membres de la
colonie est a l'origine de traits spécifiques. Ainsi, les larves dépendent de leurs sceurs qui
sont des ouvriéeres stériles spécialisées dans une tache (Le Masne 1953, Wilson 1971). De

plus, les colonies, notamment de fourmis, sont souvent populeuses : les nombreuses larves
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varient selon leur taille, stade larvaire, caste ou encore état, notamment nutritionnel
(Holldobler & Wilson 1990). Le besoin des larves differe donc et les nombreuses ouvriéres
s'occupant des larves ne peuvent mémoriser le statut et I'état de chaque larve. Un signal
émanant des larves et informant les ouvrieres permettrait alors une optimisation de
I'allocation des ressources coloniales par les ouvriéres (Brian 1956, Seeley 1998, Mas &
Kolliker 2008). Dans les sociétés de fourmis, nous pouvons alors nous attendre a |'existence
d'une communication honnéte sur les besoins des larves. Nous avons donc testé les deux
hypothéses prédites par les modeles de sollicitation honnéte chez la fourmi E. tuberculatum.
Les larves de cette espéce pourraient en effet communiquer aux ouvrieres leur besoin par
des mouvements de la partie antérieure du corps (voir "Présentation du modele") ou bien
par des sollicitations de nature chimique (Daumas et al. 2012). Les mouvements utiliseraient
guant a eux un canal tactile, puisque I'environnement sombre des nids ne permet a priori
pas une communication visuelle. Nous avons dans un premier temps étudié les mouvements

des larves avant de tester les possibles sollicitations de nature chimique.

Nous nous sommes donc focalisés, dans le chapitre 1, sur la période précédant la
distribution d'un item alimentaire, avec |'objectif de tester les deux prédictions suivantes : (i)
les larves qui effectuent davantage de mouvements obtiennent-elles I'item alimentaire ? (ii)
les larves qui ont un besoin a priori supérieur effectuent-elles davantage de quémandes que
les autres larves ? Nous avons alors observé que les larves qui effectuent davantage de
mouvements de rotation (swaying movements) avant la distribution alimentaire obtiennent
en effet I'item alimentaire (chapitre 1). Ce premier élément clé nous laissait donc penser que
les mouvements des larves pourraient étre des quémandes comme cela a été observé chez
les deux autres especes de fourmis testées, M. rubra (Creemers et al. 2003) et G. striatula
(Kaptein et al. 2005). De plus, les mouvements de rotation observés dans notre espéce sont
proches des mouvements de quémandes décrits dans une de ces deux especes, G. striatula,
qui appartient aussi aux Ectatomminae (Kaptein et al. 2005). Ce résultat renforcerait notre
hypothése selon laquelle les mouvements de rotation seraient des quémandes. Les
mouvements larvaires pourraient donc varier en fonction du besoin des larves et nous avons
en effet montré que les mouvements augmentent avec le stade de développement larvaire
(chapitre 1). Les larves de stade plus avancé sont plus grandes (voir "Présentation du
modele") et elles auraient des besoins alimentaires plus importants que les larves des stades
précédents (Franks & Sendova-Franks 1992). Les mouvements pourraient donc représenter

un indice ou un signal de besoin qui change avec le stade larvaire.

Cependant, le deuxiéme résultat concernant le lien entre mouvements et besoin apporte
une information différente. Nous avons fait varier I'état nutritionnel des larves en affamant

la moitié des larves pendant plusieurs jours (chapitre 1). Les larves affamées et les larves
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bien nourries ne different pas significativement quant a leurs mouvements alors que les
individus affamés sont pourtant supposés avoir un besoin supérieur (Kolliker 2011). De plus,
dans une autre expérience (chapitre 3), nous avons fait varier le besoin a long terme des
larves, en utilisant des larves de gynes, qui doivent atteindre une taille supérieure et
développer les organes reproducteurs et de vol. Nos résultats sembleraient indiquer que le
besoin a long terme des larves n'est pas exprimé dans les mouvements larvaires, bien que

I'hétérogénéité des individus testés ait pu biaiser le résultat (chapitre 3).

Ces résultats sont plutdt surprenants au regard des nombreuses études qui montrent un lien
entre le niveau des quémandes et |'état nutritionnel, voire les besoins a long terme, dans de
nombreux taxons, allant des oiseaux aux insectes (Price et al. 1996, Kilner & Johnstone 1997,
Budden & Wright 2001, Mas & Kolliker 2008, Mock et al. 2011), y compris chez G. striatula,

seule espéce de fourmi testée a notre connaissance dans ce contexte (Kaptein et al. 2005).

Pour mieux comprendre ce résultat, nous avons analysé en détails l'influence possible de
plusieurs facteurs proximaux, tels que les interactions entre larves et ouvrieres et la
structure spatiale, sur les mouvements larvaires de notre espece modéle en comparant avec

les données existantes dans les autres espéces.

B. Les quémandes des larves de fourmi

Les résultats du chapitre 2 permettent de proposer de nouvelles pistes explicatives sur les
mouvements larvaires. En effet, il apparait que les mouvements des larves qui sont liés au
nourrissage sont des mouvements qui suivent un contact fortuit avec une ouvriére. Les
mouvements ne sont donc pas effectués spontanément par les larves. Les larves semblent
au contraire réagir a la présence d'ouvriéres par des mouvements. L'existence de
mouvements consécutifs aux contacts avec les ouvrieres n'est pas mentionnée dans I'espéece
G. striatula (Kaptein et al. 2005), soit que ces mouvements consécutifs aux contacts soient
rares, soit que les auteurs aient choisi de ne pas les différencier des autres mouvements.
Chez M. rubra, le cas des mouvements consécutifs aux contacts fortuits n'est la aussi pas
mentionné (Creemers et al. 2003). Cependant, grace aux descriptions des comportements,
nous supposons que, s'ils existent, ils sont classés avec les mouvements spontanés (et non
avec les mouvements qui font suite a une stimulation des ouvriéres dirigée vers la larve). Or
les mouvements spontanés de ces larves sont en lien avec le nourrissage. Nos résultats du
chapitre 2, montrant que les mouvements suivant un contact sont liés au nourrissage, sont
cohérents avec les études sur G. striatula et M. rubra, tout en apportant une information

complémentaire sur lI'importance de Il'activité des ouvriéres.
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Les contacts précédant les mouvements, s'ils ne sont pas mentionnés dans ces deux études,
apparaissent cependant ponctuellement dans des descriptions de quémandes dirigées vers
les ouvriéres, en particulier pour des parasites sociaux des fourmis. On trouve ainsi cette
description du comportement d'une larve de Staphylinidae, parasite social des fourmis du
genre Myrmica ou Formica, "As soon as they [beetle larvae] are touched by an ant, they rear
upward and try to make contact with the ant's head™ (Holldobler 1978), ou encore celui de
la chenille Maculinea rebeli, parasite social des fourmis du genre Myrmica, "This behaviour
[rearing-up with their heads protruded and their bodies arched back dorsally], which was
usually triggered when an ant approached the head, often stimulated the ant to feed it*"
(Elmes et al. 1991). Néanmoins, ces mentions sont a peine assez précises pour affirmer qu'il
s'agit bien de contacts fortuits des ouvrieres (comme dans notre cas) et non de stimulations
des ouvrieres dirigées vers les larves et testant I'acceptation de la nourriture (comme dans le

cas d'un test pré-nourrissage).

Les contacts fortuits des ouvriéres ne répondent en effet pas a la définition du test pré-
nourrissage (Le Masne 1953) puisque le contact de l'ouvriére est généralement non orienté
vers la larve. Les mouvements larvaires suivant les contacts ne correspondent pas non plus
exactement a la définition d'une communication émanant spontanément de la larve (Le
Masne 1953, Brian 1956, Creemers et al. 2003) puisque celle-ci est précédée d'une
stimulation extérieure. Pourtant, les mouvements larvaires résultant des contacts sont liés
au nourrissage (chapitre 2). La fonction de ces contacts reste donc a examiner. Les contacts
pourraient représenter des indices pour les larves, informant de la présence d'ouvrieres et
leur permettant d'ajuster leur niveau de mouvements. En dehors d'un contexte social et de
la présence d'ouvrieres, les larves effectuent en effet peu de mouvements (chapitre 1).
Cependant, pour valider pleinement cette hypothese que les contacts constitueraient des
indices pour les larves, il conviendrait de tester la probabilité d'émission d'un mouvement

suite a un contact, en fonction du besoin des larves.

L'intensité des mouvements des larves pourrait aussi étre une conséquence du niveau
d'activité des ouvriéres (déplacements, auto-toilettage, soins aux larves...). Cette hypothése
pourrait étre rapprochée des mécanismes d'interactions entre les ouvrieres de Leptothorax
sp. Chez cette espéce, une ouvriere qui s’active entre en contact avec une seconde ouvriere,
qui s’active a son tour, entrainant une cascade d'activation des ouvrieres (Franks et al. 1990,

Cole 1991, Hatcher et al. 1992). Dans notre cas, les ouvriéres pourraient étre a l'origine de

! Des que les larves de coléoptere sont touchées par une ouvriere, elles se redressent et tentent de toucher la
téte de I'ouvriére. (Traduction : MS)

’Ce comportement [de redressement, téte ressortie et corps cambré dorsalement], habituellement déclenché
guand une fourmi approchait de la téte, motivait souvent les fourmis a le nourrir. (Traduction : MS)
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I'activation des larves. Nous avons par ailleurs observé de rares cas ou les larves d'E.
tuberculatum s'activent entre elles en se touchant lors de mouvements. Cette activation des
larves entre elles semble bien plus fréquente dans au moins une autre espece, Myrmecia
brevinoda : les larves de cette espece sont spatialement proches les unes des autres et on
peut parfois observer une vague de mouvements progressant de larve en larve (N=1 colonie
observée, données non publiées). Dans I'hypothése ou c'est I'activité des ouvriéeres qui induit
les mouvements larvaires, le nourrissage des larves les plus en mouvements serait alors la
conséquence de I'activité méme des ouvrieres. Dans ce cadre, on peut alors se demander si
les mouvements larvaires posseédent encore une fonction de communication, signal ou
méme indice, pour des ouvrieres. En effet, seuls les comportements ayant évolué pour leur
fonction de communication peuvent étre considérés comme un signal et donc comme une
guémande alimentaire au sens strict (Maynard Smith & Harper 2003, Mock et al. 2011).
Dans I'hypothése ol c'est I'activité des ouvrieres qui induit les mouvements larvaires, la
réponse semble difficile a formuler : les mouvements larvaires sont impliqués dans
I'interaction larve-ouvriere précédant le nourrissage, mais leur fonction de communication

vraie est discutable dans le cadre de cette hypothese.

C. Organisation sociale et apport alimentaire

L'observation et la compréhension des interactions larve-ouvriére, si précises soient-elles, ne
doivent toutefois pas nous faire oublier que les larves et les ouvriéres sont au coeur d'une

société qui possede une organisation bien particuliére.

1. Organisation spatiale et distribution alimentaire

Chez les fourmis, le nid, mais aussi les larves au sein du nid, possédent une structure spatiale
particuliére. Le nid est constitué de chambres ou de zones dédiées a une fonction, comme
I'élevage du couvain ou les réserves alimentaires (Holldobler & Wilson 1990). Les larves sont
guant a elles souvent regroupées par taille voire distribuées selon un gradient de taille
(Holldobler & Wilson 1990). Chez E. tuberculatum, nos observations (voir "Présentation de
I'espéce") suggérent que les larves sont organisées de maniere concentrique comme chez
d'autres espéces (Holldobler & Wilson 1990, Franks & Sendova-Franks 1992). Les larves les
plus jeunes (et les ceufs) sont situées au centre et les larves de développement de plus en
plus avancé ont situées de plus en plus proches de la périphérie (a I'exception des larves
proches de la nymphose qui sont séparées et placées avec les cocons dans une autre

chambre du nid). De plus, I'organisation de I'activité des ouvriéeres est aussi liée a cette
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organisation spatiale : les ouvrieres sont spécialisées dans une tache et sont ainsi liées a une
zone du nid (Tofts & Franks 1992, Sendova-Franks & Franks 1994, Beshers & Fewell 2001).
Cette organisation spatiale poussée des larves et des ouvriéres contribuerait a I'efficacité de
la réalisation de chaque tache, les déplacements étant réduits et les individus répartis dans
le nid (Seeley 1982, Beshers & Fewell 2001). Pour les taches de nourrissage du couvain, des
modélisations ont elles-aussi suggérées que la distribution serait optimisée par I'organisation
concentrique des larves (Franks & Sendova-Franks 1992, Stickland & Franks 1994).

Les données expérimentales que nous avons obtenues sur cet aspect sont encourageantes

mais restent préliminaires. Deux points ressortent de nos données (chapitre 2) :

(1) Les larves les plus proches de I'entrée du nid effectuent davantage de mouvements liés

aux contacts des ouvrieres.

(2) Les larves effectuant davantage de mouvements liés aux contacts avec les ouvriéres sont

nourries en priorité.

Ces résultats nous permettent de proposer une régle simple pour expliquer le mécanisme de
la distribution alimentaire par une ouvriére. L'ouvriére aurait pour regle de nourrir la
premiere larve trouvée qui n'est pas déja en train de manger. L'ouvriere qui obtient un item
alimentaire se dirige donc vers les larves et nourrit la premiere larve trouvée, c'est a dire une
larve parmi les larves placées a la périphérie du couvain. Or ces larves sont aussi celles qui
font le plus de mouvements, pour deux raisons. Premiérement, les larves les plus
périphériques sont les larves de stade de développement avancé et ces derniéres réalisent
plus de mouvements (chapitre 1). Deuxiémement, ces larves périphériques seraient
soumises a plus de contacts fortuits des ouvriéres car I'activité des ouvriéres serait maximale
a la périphérie du couvain -ou bien a l'entrée du nid- (respectivement nid naturel ou nid
artificiel, observations chez Leptothorax tubero-interruptus, Stickland & Franks 1994), et
nous avons vu que les contacts sont corrélés aux mouvements (chapitre 2). Suivant notre
régle simple de décision et en conséquence de |'organisation spatiale des larves et des
ouvriéres, l'ouvriére nourrirait donc en priorité une larve qui fait le plus de mouvements. Les
mouvements seraient alors simplement une conséquence de cette organisation. Il convient
de noter que les mouvements des larves pourraient avoir un effet mécanique sur la
distribution, en empéchant la progression de la proie transportée vers l'intérieur du cercle,
puisque les larves en mouvement sont redressées et peuvent agripper la proie avec les

mandibules (observé en particulier chez Myrmecia spp.).

La regle "Nourrir la premiere larve trouvée qui n'est pas déja en train de manger" n'est

cependant pas suffisante dans I'hypothése olu les mouvements larvaires ne sont pas une
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conséquence mais informent les ouvrieres sur le besoin des larves. Il convient alors d'ajouter

un nouvel élément a la regle qui deviendrait :
- Priorité 1 : Nourrir une larve qui effectue beaucoup de mouvements de quémande

- Priorité 2 (si 1 ne peut étre accomplie) : Nourrir la premiére larve trouvée qui n'est pas déja

en train de manger.

Ces régles qui prennent en compte des mouvements larvaires comme des quémandes
pourraient expliquer les résultats obtenus dans I'espece Gnamptogenys striatula puisque les
auteurs indiquent que les larves nourries sont celles qui effectuent le plus de mouvements

ou qui sont plus proches de la nourriture (Kaptein et al. 2005).

Le processus de nourrissage des larves peut ensuite se poursuivre par répétition du méme
mécanisme. Si les larves les plus périphériques sont en train de consommer une proie, la
proie suivante sera apportée jusqu'au cercle plus interne constitué de larves potentiellement
plus petites. L'activité et le nourrissage par les ouvrieres progresseraient ainsi vers le centre
du couvain. Cependant, cette séquence de nourrissages reste a tester expérimentalement.
En effet, nous avons fait le choix dans nos expériences de ne mettre a disposition des
ouvrieres qu'une seule proie et de mesurer le premier nourrissage (chapitres 1 a 3). La proie
unique était supposée étre une ressource importante pour les ouvriéres, d'autant plus que
ces mémes ouvrieres étaient affamées durant plusieurs jours avant les observations. Nous
espérions donc que le premier choix des ouvriéres en direction des larves serait optimisé
afin de distribuer cette ressource a la larve qui en avait le plus besoin. Ce choix expérimental
nous a permis de montrer un nourrissage prioritaire des larves de dernier stade face aux
larves du stade précédent (chapitre 1). Une autre variable possible serait la mesure de tous
les nourrissages dans une période donnée, comme l'ont fait d'autres auteurs (Cassill &
Tschinkel 1995, Creemers et al. 2003, Kaptein et al. 2005). Cela présente I'avantage d'un plus
grand nombre de données, mais les larves sont progressivement rassasiées au cours de
I'expérience. Par ailleurs, chez E. tuberculatum, le délai avant le premier nourrissage et entre
les nourrissages peut étre important (plusieurs heures), ce qui ne facilite pas les mesures
successives de nourrissages. Nous avons donc opté pour I'analyse de la premiere réaction
des ouvrieres en situation de nourrissage. Nos résultats ont permis de proposer un nouveau
mécanisme de distribution des aliments. De futures études sur E. tuberculatum pourraient
alors essayer d'observer les nourrissages sur une durée plus importante ou bien en
fournissant de nombreuses proies aux ouvriéres, afin de vérifier si les mécanismes que nous

proposons se retrouvent lors des nourrissages suivants.
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L'organisation séquentielle de la distribution alimentaire que nous proposons ici pourrait se
placer dans le cadre théorique de I'auto-organisation (Bonabeau et al. 1997, Seeley 2002).
Les ouvrieres appliqueraient une régle simple, au niveau local, qui aboutirait au nourrissage
de l'ensemble des larves de proche en proche. De plus, si les larves sont initialement
organisées par taille de maniére concentrique comme dans le cas de notre modele, la
distribution des proies progresserait depuis les larves de grande taille, dont le besoin est le
plus grand, vers les larves de petite taille, dont le besoin est supposé plus faible (voir
"Introduction”). L'organisation spatiale des larves et du nourrissage pourraient alors
permettre une optimisation des ressources alimentaires en favorisant les larves qui en ont le

plus besoin.

Cependant, l'organisation spatiale est influencée par d'autres facteurs sociaux que nous
avons observés dans des expériences préliminaires. Ainsi, des résultats complémentaires aux
données du chapitre 1 indiquent que les larves nourries n'étaient pas les plus proches de
I'entrée du nid. Une des hypothéses qui pourrait expliquer ce résultat est que I'organisation
spatiale des larves et/ou des ouvriéres aurait pu étre non stabilisée au moment de
I'observation, malgré notre précaution d'une période d'habituation de plusieurs heures.
Nous avons aussi observé un effet du nombre d'ouvrieres comme noté dans d'autres
especes (Evesham 1985, Cassill & Tschinkel 1999, Fénéron et al. 2008, Ulrich et al. 2016).
Dans notre cas, un effectif trop réduit semblerait modifier le répertoire comportemental et
en particulier limiter le nourrissage des larves. Nous avons ensuite pris soin d'utiliser un
effectif d'au moins huit ouvriéres par groupe, effectif qui permet d'observer des soins et des
nourrissages. De plus, nous avons mis en évidence que la présence d'ouvriéeres et le contexte
social influencaient aussi les larves. Celles-ci effectuent bien moins de mouvements en
I'absence d'ouvrieres, en particulier lorsqu'elles sont affamées (chapitre 1). L'influence de
I'organisation spatiale et ces remarques sur les facteurs sociaux (ratio et nombres de
larves/ouvriéres, interactions sociales) soulévent une perspective : utiliser des effectifs
d'ouvriéres et de larves plus importants afin de tester si les mécanismes que nous proposons
se vérifient encore et s'ils peuvent entrer dans le cadre de I'auto-organisation comme nous
le proposons. Les observations dans les colonies populeuses sont donc séduisantes mais
elles posent des défis techniques : le nombre d'interactions larves-ouvriéres devient trés
important et les larves ne peuvent plus étre suivies individuellement. En effet, le marquage
des larves par encre de chine que nous avons utilisé est assez rapidement retiré par les
ouvriéres et nécessite un suivi vidéo individuel, ce qui est incompatible avec un grand
nombre de larves. D'autres auteurs ont utilisé une alimentation colorée afin de repérer par
transparence les larves dont I'appareil digestif est coloré (Cassill & Tschinkel 1995). Dans

notre espece, un seul colorant (bleu brillant FCF) s'est révélé efficace pour colorer le contenu
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digestif foncé de nos larves mais ce marquage requiert une loupe binoculaire pour étre vu
(chapitre 1). De plus, nous avons effectué nos observations en lumiere rouge et infrarouge
pour limiter les perturbations des fourmis, mais ce choix limite |'utilisation des couleurs pour
le marquage. L'observation de nombreuses larves et ouvriéres devra donc prévoir un
protocole qui ne nécessite pas de marquer les larves. Il pourrait s'agir par exemple de
mesurer une probabilité de nourrissage en fonction de la localisation spatiale ou de la taille

des larves.

2. Division du travail et approvisionnement alimentaire

La division du travail entre les ouvriéres est un autre point clé de I'organisation sociale des
fourmis : certaines ouvriéres sont spécialisées dans les soins aux larves, les nourrices, tandis
que les fourrageuses permettent I'approvisionnement alimentaire de la colonie (Hélldobler
& Wilson 1990). Jusqu'a présent nos données ont porté sur la distribution alimentaire par les
nourrices et nos résultats laissent supposer que les nourrices auraient peu d'indices pour
évaluer les besoins alimentaires des larves par le biais des mouvements larvaires (chapitre 1
et 3). Cependant, la possibilité que les ouvrieres évaluent les besoins des larves afin
d'optimiser les ressources alimentaires de la colonie est théoriguement attendue et
observée chez plusieurs autres especes (Vowles 1955, Sorensen et al. 1985, Portha et al.
2002, Le Conte et al. 2006). Nous avons alors supposé que le canal chimique pourrait étre
utilisé par les larves. Cette hypothése s'appuie sur des données obtenues avant cette these
qui montrent que les ouvriéres de E. tuberculatum sont capables de s'adapter au nombre de
larves, voire au besoin des larves de la colonie (Fénéron et al. 2008, Daumas et al. 2012). Ces
expériences ont testé |'ajout de larves surnuméraires dans le nid d'une part (Fénéron et al.
2008) et l'ajout d'une odeur de larves affamées d'autre part (Daumas et al. 2012). Les
résultats montrent que les fourrageuses modifient leur comportement lorsque le nombre de
larves dans le nid augmente ou lorsque une odeur de larves affamées est ajoutée : les
ouvriéres augmentent I'efficacité individuelle de leur fourragement, en multipliant les sorties
et en réduisant la durée des sorties (Fénéron et al. 2008, Daumas et al. 2012). Ces
comportements seraient déclenchés par un stimulus en provenance des larves, de nature

chimique (Daumas et al. 2012).

Nous avons alors abordé dans le chapitre 4 cette hypothése d'un stimulus chimique produit
par les larves et variant en fonction de leur état d'affamement. Nous avons pour cela utilisé
un protocole permettant de tester l'influence de l'odeur des larves selon leur statut
nutritionnel, et non l'influence de larves ou d'odeur de larves surnuméraires, ce qui avait été

testé auparavant dans notre espece (Fénéron et al. 2008, Daumas et al. 2012) et dans
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d'autres espéces (Portha et al. 2002, Dussutour & Simpson 2008, Ulrich et al. 2016). Nous
montrons que les larves semblent en effet produire une odeur, volatile, qui change en
fonction de leur état d'affamement, puisque le comportement des nourrices est modifié
(chapitre 4). Dans cette expérience, les nourrices soumises a une odeur de larves affamées,
mais dont les larves du nid sont nourries, augmentent les palpations dirigées vers les larves,
explorant possiblement cette information contradictoire. Ce résultat serait la premiere
preuve a notre connaissance de I'existence d'un composé chimique lié a I'état de faim chez
les larves de fourmis. Il a été mis en évidence pour d'autres insectes eusociaux, le bourdon
Bombus terrestris (Den Boer & Duchateau 2006) et I'abeille Apis mellifera (Huang & Otis
1991, Le Conte et al. 2006, Maisonnasse et al. 2009, He et al. 2016). Nous n'avons cependant
pas pu identifier la nature du composé ou des composés liés a I'état nutritionnel des larves

d'E. tuberculatum, malgré plusieurs analyses chimiques différentes.

Si cette odeur contribue a augmenter l|'approvisionnement par les fourrageuses d'E.
tuberculatum, alors elle s'inscrirait dans le cadre de la "brood stimulation theory" qui indique
que les larves seraient a l'origine du déclenchement ou du maintien du fourragement
(Vowles 1955, Schneirla 1958). Cet ajustement de |'approvisionnement préalablement induit
par les larves est observé chez les fourmis Solenopsis invita (Sorensen et al. 1985) ou encore
Cerapachys biroi (Ulrich et al. 2016) et chez I'abeille domestique (Huang & Otis 1991, Le
Conte et al. 2006, Maisonnasse et al. 2009). Les facteurs proximaux en provenance des
larves sont maintenant bien connus chez I'abeille domestique (phéromone de couvain et
ocimene, voir "Introduction") mais le facteur proximal n'est pas identifié chez les fourmis a
notre connaissance. Il a été supposé un facteur tactile et/ou chimique (Schneirla 1958) et les
données obtenues chez E. tuberculatum ouvrent des perspectives en direction d'un facteur

chimiqgue comme modulateur du fourragement.

L'hypothese d'un facteur chimique pourrait aussi expliquer nos résultats du chapitre 3. Dans
cette expérience, les nourrices ont modifié I'apport alimentaire aux larves lorsque des larves
de gynes sont présentes dans le nid. En particulier, les nourrices ont distribué plus
rapidement l'aliment apporté par les fourrageuses, ce qui irait dans le sens d'un apport
alimentaire important nécessaire au développement en gyne (Wheeler 1986). Nos résultats
laissent supposer que les mouvements larvaires ne sont pas impliqués dans cette
modification comportementale des ouvrieres. Il pourrait s'agir d'un stimulus chimique,
comme l'ont supposé Villalta et al. (2016) chez Aphaenogaster senilis. Cependant, dans
I'attente d'autres expériences confirmant ou infirmant ces résultats, cette hypothése liée
aux résultats du chapitre 3 reste tres spéculative étant donné le faible effectif testé et les
biais possibles de notre expérience liés a I'inhomogénéité des groupes contenant des larves

de gyne. La difficulté a contréler artificiellement le déterminisme des larves femelles reste
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en effet un défi. Cependant, le protocole que nous avons mis au point représente une
avancée considérable. Nous sommes en effet parvenus a induire un bon taux de
déterminisme en gyne, avec, en moyenne, environ une larve sur deux se déterminant en
gyne, contre un taux plus faible en dehors de ce protocole’. Cette avancée pourrait encore
étre améliorée et permettre de tester des hypotheses complémentaires sur l'influence de
I'odeur des larves de gynes sur le fourragement ou sur l'approvisionnement par les

nourrices.

3. Communication multimodale

En considérant ici que les mouvements larvaires et les composés chimiques larvaires
pourraient tous les deux informer les ouvriéres, nous introduisons un systeme de
communication multimodale dans les relations larves-ouvriéres pour I'apport alimentaire
(Partan & Marler 1999). Les signaux multiples (méme canal sensoriel) ou multimodaux
(différents canaux sensoriels) sont fréquemment décrits pour les quémandes alimentaires
des oiseaux (Kilner 2002). A notre connaissance, les larves de |'abeille domestique seraient
les seules larves d'insectes connues pour utiliser des signaux multiples, la phéromone de
couvain et l'ocimene (Huang & Otis 1991, Le Conte et al. 2006, Mas & Kolliker 2008,
Maisonnasse et al. 2009). Le systéeme de communication multimodale que nous supposons
chez E. tuberculatum (Figure 1) ouvre alors des perspectives intéressantes sur (i) l'identité
des récepteurs parmi les ouvrieres, en fonction de leur spécialisation pour une tache,

fourragement ou soin aux larves, et sur (ii) leur réponse.

Le composé chimique larvaire étant volatil, il pourrait étre percu par de nombreuses
ouvrieres dans le nid (chapitre 4). En particulier, il pourrait étre percu par les fourrageuses
qui obtiendraient par ce biais une information globale sur I'état d'affamement et le besoin
des larves (Fénéron et al. 2008, Daumas et al. 2012). En cas de besoin important des larves,
ce stimulus pourrait donc déclencher une augmentation de I'efficacité du fourragement
individuel (de proies notamment) et donc une augmentation de |'approvisionnement

alimentaire (Figure 1).

Le composé chimique volatil pourrait aussi étre pergu par les nourrices (chapitres 4), les
informant ainsi de |'état des larves (voire de la caste ou des besoins a long terme, chapitre
3). En cas d'affamement et d'augmentation du besoin des larves, le stimulus pourrait

déclencher chez les nourrices la recherche d'aliments disponibles et leur proposition aux

1 \ . .y . I ape s

D'apres des données non publiées du chapitre 3, 2 larves sur 63 ont été identifiées comme gyne lors de
I'élevage ayant suivi I'expérience, soit un taux minimum de 3 % de larves se déterminant en gyne dans ces
conditions.
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larves (Figure 1, chapitre 3). Cependant, la volatilité du stimulus empécherait les ouvriéres
de discriminer individuellement les larves affamées des autres larves, ce qui semblerait
cohérent avec les données du chapitre 1 ou les larves les plus affamées n'étaient pas
nourries en priorité. La situation chez E. tuberculatum différerait donc de ce qui est observé
chez Solenopsis invicta ou les ouvriéres distribuent individuellement les nourrissages, par

trophallaxie, en fonction de I'état d'affamement de chaque larve (Cassill & Tschinkel 1995).

En plus de la communication chimique, les mouvements des larves seraient pergus
tactilement par les ouvriéres au contact des larves, c'est-a-dire principalement les nourrices
dans les colonies nombreuses (chapitres 1 et 2). Les nourrices pourraient alors distribuer la
nourriture en priorité aux larves effectuant le plus de mouvements (les larves de stade de
développement plus avancé) ou aux larves les plus proches, comme nous |'avons supposé

précédemment (Figure 1, chapitre 1 et 2).

Organisation

/ spatiale

/ /m
Stade

Caste\ l

FOURRAGEUSES

Besoin—___ owrommm ____———  _—-—---""

LARVES

Apport alimentaire

Figure 1 : Mécanismes proximaux en jeu au moment du nourrissage des larves chez E.

tuberculatum.

Les différents canaux de communication auraient donc des récepteurs potentiellement
différents parmi les ouvrieres de la colonie et porteraient des informations
complémentaires. L'information pour les fourrageuses par le canal chimique et pour les
nourrices par le canal tactile aboutirait a des réponses indépendantes, fourragement d'une
part et nourrissage des larves d'autre part. Si on considéere la réception par les nourrices
d'information par les canaux tactiles et chimiques simultanément, |'information pourrait
cette fois étre redondante et possiblement renforcer la réponse de nourrissage par les

nourrices (Partan & Marler 1999).
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Pour tester ces hypothéses concernant l'action sur les nourrices et fourrageuses, il
conviendrait de comparer |'effet séparé et I'effet simultané des composés odorants et des
comportements larvaires. Manipuler les composés odorants est techniquement réalisable,
mais manipuler les comportements larvaires s'avere difficile (Mas & Kolliker 2008). On
pourrait cependant penser a des procédés d'anesthésie ou au contraire de stimulation par
des hormones ou des principes actifs (Crook et al. 2008, Smiseth et al. 2011). En particulier,
I'application topique d'hormone juvénile, qui n'a malheureusement pas pu étre testée au
cours de cette thése, serait une perspective intéressante. L'hormone juvénile est impliquée
dans la détermination des castes chez les insectes eusociaux dont les fourmis (Wheeler et al.
2006, Penick et al. 2012, Montagna et al. 2015) et est connue pour augmenter le niveau de
guémandes des jeunes dans une espece de nécrophore (Crook et al. 2008). Son utilisation
semble alors particulierement adaptée pour tester les effets des quémandes larvaires sur les
ouvrieres. Ces expériences tentant de séparer |'effet des odeurs et des comportements
pourraient aussi révéler que odeurs et mouvements sont physiquement liés : les
mouvements pourraient permettre la libération des odeurs. En plus de cette fonction liée a
la communication chimique, les mouvements pourraient avoir ou non une fonction de

communication tactile, ces deux possibilités restant possibles.

Finalement, un systeme de communication multimodale permettrait aux ouvrieres (i) d'avoir
une information sur les besoins larvaires, permettant d'ajuster I'approvisionnement, et (ii)
de distribuer I'alimentation aux larves, en fonction de leur stade de développement et donc
partiellement en fonction de leur besoin (Figure 1). Ce seraient donc les deux modalités de
communication qui contribueraient a I'optimisation des ressources alimentaires de la

colonie.

D. Conflit ou coopération ? Quelques perspectives

Les relations sociales particuliéres des fourmis rendent possible I'exploration d'autres

hypotheses, sur des conflits potentiels ou sur une coopération entre les larves.

1. Conflits, compétition

Les mouvements larvaires pourraient étre modifiés en fonction de différents conflits, conflit
entre larves et ouvriéres et conflit entre les larves. Ces conflits sont toutefois supposé faibles
dans les colonies de fourmis, en particulier lors de I'élevage des larves d'ouvriéres. En effet,

larves et ouvrieres partagent un intérét commun, celui de développer leur fitness indirecte
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par le biais d'un développement de la colonie et d'éviter une tragédie des biens communs
(Rauter & Moore 1999, Ratnieks et al. 2006). Le conflit entre ouvriéres et larves totipotentes
pourrait cependant exister en particulier au moment des périodes critiques pour la
détermination des castes : tant que la colonie n'a pas atteint une taille suffisante, les
ouvrieres ont comme optimum un développement d'un grand nombre de larves en
ouvriéres plutét qu'en individus reproducteurs tandis que les larves pourraient avoir une
meilleure fitness en orientant leur développement en gyne (Bourke & Ratnieks 1999,
Ratnieks et al. 2006). L'expression de ces conflits semble toutefois limitée chez E.
tuberculatum par le fait que ce sont les ouvriéres qui contrélent d'alimentation et que la
compétition directe entre les larves est contrainte par leur répartition spatiale et par leurs
mouvements relativement réduits. Cependant, en fonction des espéces et de leurs traits
d'histoire de vie, les larves pourraient entrer en compétition ou tenter de controler leur
alimentation par cannibalisme ou en contrélant physiqguement les proies avec les
mandibules afin d'éviter que les ouvrieres ne les retirent. Les larves de Myrmecia brevinoda
ont en effet été observées plusieurs fois dans cette situation ou elles semblaient retenir une
proie face a une ouvriére (observation personnelle). Cette situation est favorisée, dans cette
espece et possiblement dans d'autres, par un important polymorphisme de taille des
ouvriéres puisque certaines larves sont plus grosses que les ouvriéres qui les nourrissent
(observation personnelle). Cependant, chez E. tuberculatum, ces éléments ne semblent pas
prépondérants et ne sembleraient pas pouvoir expliquer nos résultats. L'importance et
I'influence de la compétition dans d'autres especes comme M. brevinoda mériteraient
toutefois d'étre testées. Enfin, la possibilité d'une communication malhonnéte par les larves
pourrait étre envisageable mais elle ne se maintiendrait évolutivement que si elle reste peu
fréquente (Théry & Heeb 2008, Ruxton & Schaefer 2011).

2. Coopération

L'étude de la coopération entre les jeunes animaux est peu fréquente et les cas de
coopération sont rarement mentionnés (Roulin & Dreiss 2012). De plus, la coopération entre
jeunes est souvent analysée du point de vue d'une manipulation des adultes pour obtenir
plus de nourriture (Wilson & Clark 2002, Johnstone 2004). Nous proposons cependant ici, un
effet collectif ou une coopération entre les jeunes qui n'implique pas forcément un conflit et
pourrait simplement correspondre a l'existence d'un seuil élevé de déclenchement des
apports alimentaires (Hudson & Trillmich 2008). Le stimulus produit par une seule larve
pourrait en effet ne pas étre suffisant pour déclencher I'apport alimentaire, le stimulus

produit par plusieurs larves pourrait étre nécessaire (Hudson & Trillmich 2008). Le stimulus
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nécessaire pour déclencher le fourragement pourrait étre une certaine quantité ou
concentration de composés volatils. Au niveau tactile, plusieurs larves effectuant des
mouvements larvaires pourraient étre nécessaires pour déclencher I'approvisionnement
alimentaire. Ces propositions sur le niveau de stimulus a atteindre sont a rapprocher des
hypothéses sur le niveau de tétée nécessaire pour maintenir la lactation chez les
mammiféres ou le niveau de quémande nécessaire pour maintenir les apports alimentaires
des oiseaux (Hudson & Trillmich 2008). Le niveau de stimulus nécessaire pour le
déclenchement pourrait étre atteint de maniere fortuite ou par synchronisation des larves
(comme dans le cas précédemment mentionné des vagues de mouvements larvaires chez
Myrmecia brevinoda). Grace a cette condition d'un stimulus collectif pour le déclenchement
du nourrissage, une coopération entre les larves pourrait avoir été sélectionnée. Dans le cas
d'une coopération, l'intensité du signal d'une larve pourrait ne plus refléter son niveau de
besoin : signaler pour les autres pourrait étre adaptatif puisque les larves partagent un
intérét commun pour le développement colonial (Ratnieks et al. 2006, Roulin & Dreiss 2012).
L'hypothese d'un effet larvaire collectif est aussi favorisée par I'existence de nourrissages
collectifs des larves sur une proie (observations personnelles et chapitre 3). La proie pourrait
étre déposée a proximité des larves qui effectuent le plus de mouvements, méme si toutes
les larves du groupe n'effectuent pas de mouvements. Toutes les larves de ce groupe, celles
qui ont effectué des mouvements mais aussi les autres, bénéficieraient d'un nourrissage
collectif sur la proie. Dans I'éventualité ou une telle coopération entre larves existerait dans
notre espéce de fourmi, cela pourrait expliquer I'absence de corrélation entre mouvements
et besoin observée dans le chapitre 1. Cette hypothese originale ouvre des perspectives pour

appréhender par la coopération les relations jeunes-adultes.

E. Conclusion

Au cours de cette thése, nous avons cherché a tester empiriquement les prédictions de la
communication honnéte en l'appliquant a la fourmi E. tuberculatum. Nos résultats ne sont
pas en parfait accord avec les prédictions et nous avons proposé d'ajouter des hypothéses
ou des modeles alternatifs pour expliquer au mieux nos observations. En particulier, nous
avons proposé d'intégrer des processus auto-organisés, de prendre en compte la division du
travail et une communication multimodale. Ces propositions pourraient contribuer a
I'interprétation des données chez les insectes eusociaux, mais aussi chez les vertébrés. En
effet, plusieurs auteurs soulignent que les résultats des expériences montrent une réalité

des relations jeunes-adultes plus complexe que les prédictions des modeles actuels (Godfray
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& Johnstone 2000, Johnstone & Kilner 2011). L'apport de nos résultats pourrait ainsi

contribuer a faire émerger de nouvelles interprétations et de nouveaux modéles.

Enfin, les multiples interprétations et perspectives offertes par nos données,
communication, coopération, auto-organisation ou organisation spatiale, montrent que
I'étude des relations jeunes-adultes chez les fourmis n'a pas révélé tous ses secrets et mérite

d'étre poursuivie.
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Les relations jeunes-adultes chez les fourmis :
sollicitations alimentaires des larves de I'espéce Ectatomma tuberculatum

RESUME :

L'investissement des adultes pour augmenter la survie des jeunes est souvent optimisé par une
communication émise par les jeunes et informant les parents de leur niveau de besoin. Nous avons
exploré dans cette these si les comportements des larves de fourmi pouvaient étre des quémandes
alimentaires telles que définies par les modéles de communication honnéte. En effet, les fourmis,
eusociales, possedent un systeme de relations sociales et de coopérations qui differe du modele
parental classiquement décrit. Nous avons donc testé chez la fourmi Ectatomma tuberculatum si les
comportements des larves pouvaient refléter leur niveau de besoin et si les ouvrieres apportaient la
nourriture en fonction du signal comme prédit par les modéles. Nous montrons dans cette these que
les mouvements émis par les larves ainsi qu'un composé chimique volatil larvaire pourraient tous
deux intervenir et influencer l'apport alimentaire par les ouvriéres. Les mouvements larvaires
augmentent avec le stade de développement des larves et le composé chimique augmenterait avec
le niveau d'affamement des larves. Les ouvriéres, nourrices et fourrageuses, pourraient donc
optimiser la répartition des ressources alimentaires de la colonie grace a ces signaux ou indices des
larves. Cependant, nous montrons aussi que plusieurs autres facteurs proximaux interviennent. Les
mouvements larvaires font suite a des contacts fortuits avec les ouvrieres, et I'organisation spatiale
des ouvriéres et des larves influencent les mouvements larvaires et le nourrissage. Des hypothéses
alternatives ou complémentaires a la communication sont donc proposées.

Young-adult relation in ants: larval solicitations for food in Ectatomma tuberculatum
ABSTRACT:

Parental investment to increase survivability of the young is often optimised by signalling emitted by
the young and informing the parents of their level of need. In this thesis, we explored whether the
behaviour of ant larvae could be analysed as food solicitations as defined by honest communication
models. Indeed, ants are highly social and their social relations differ from the social relation in
parent-offspring systems which is usually analysed for food solicitations. We therefore tested, in the
ant Ectatomma tuberculatum, whether behaviour of the larvae was correlated with the level of need
and if workers provisioned larvae with food according to the intensity of the signal, as predicted by
honest signalling models. We showed in this thesis that movements displayed by the larvae as well as
a larval volatile emission could influence food provisioning by workers. Larval movements increase
with larval developmental stage and volatile emission vary with nutritional state of the larvae. Nurse
and forager workers could then optimise food resources allocation inside the nest thanks to signals
or cues from the larvae. However, we also show that several other proximal factors are involved.
Larval movements are not freely displayed but follow a contact with a worker, and spatial
organisation of workers and larvae influences larval movements and food provisioning. Thus we
propose alternative or complementary hypotheses to the communication hypothesis.
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MOTS-CLES : Communication, Sollicitations, Signal honnéte, Relation parentale, Insectes eusociaux,
Fourmis, Larves, Ectatomma tuberculatum.
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