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La manipulation de I'hbte par les parasites acanthocéphales

INTRODUCTION GENERALE

Avoir réalisé que la plupart des organismes hébergent une quantité incommensurable d'autres
organismes avec lesquels ils ont établi des interactions durables fut certainement une des
grandes avancées en biologie au cours du siécle dernier (Combes 2001). Parmi ces « associés
du vivant », les parasites dits manipulateurs ont la capacité d’exprimer une partie de leurs
caractéres au-dela de leur enveloppe charnelle, caractéres qui peuvent interférer avec le
comportement de 1’organisme qui les héberge (Poulin 1995). Tout organisme hote de tels
parasites peut ainsi présenter des altérations plus ou moins séveres de sa morphologie et de
ses comportements du fait de ’infection parasitaire, celles-ci pouvant aller jusqu’a entrainer
une issue fatale pour 1’hote au bénéfice du parasite.

L'étude des parasites manipulateurs a fait I'objet d'un réel engouement chez les
parasitologues au cours des derni¢res décennies (Poulin 1998, Combes 2001, Moore 2002).
Au-dela de I’aspect spectaculaire et fascinant que revét ce phénomene, les biologistes
évolutionnistes et les écologistes du comportement y ont trouvé un outil fort a propos pour
¢tudier et discuter de I’adaptation. Un des enjeux principaux du débat actuel est de
comprendre si ces aberrations morphologiques et/ou comportementales observées chez I'hote
sont le résultat d’une sélection naturelle ayant opéré sur les génes du parasite permettant une
augmentation de son taux de transmission, ou si ces aberrations ne sont que de simples sous
produits liés a la présence d'un corps étranger dans 'organisme, une réaction immunitaire par
exemple (Poulin 1995, Thomas et al. 2005). Ces altérations observées représentent un réel
défi pour les biologistes évolutionnistes quant a leur interprétation, avec un risque important
au pire d’adaptationnisme exacerbé¢, au mieux d’un glissement sémantique du genre
« purposive design ». Des voix se sont ¢élevées contre cet état de fait, notamment celles de
Robert Poulin (1995, 1998), qui a proposé un cadre théorique précis pour tester le caractére
adaptatif de telles altérations, et ainsi éviter toutes conclusions trop hatives. Bien évidemment
tous les systémes hote parasite ne permettent pas de tester ces hypothéses adaptatives avec la
méme aisance, aussi bien pour des raisons de disponibilit¢ et d’abondance des proies
parasitées que pour des raisons inhérentes aux especes étudiées, comme leur éventuel statut
protégé, leur taille ou leur sensibilité a 1I’expérimentation et au confinement. Plus de dix ans
ont passé depuis les propositions conceptuelles de Poulin, et les études affirmant ou infirmant

clairement le caractére adaptatif des manipulations comportementales observées restent
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encore rares et les risques de généralisation abusive €levés. Pour paraphraser Jacques Monod,
c’est ainsi dans un double contexte de nécessité et de hasard que la présente thése s’inscrit :
dans un contexte de nécessit¢ de preuves et de connaissances complémentaires permettant
d’¢lucider une question que d’aucuns voudraient trop vite résolue, mais aussi dans un
contexte de hasard faisant que la région Bourgogne, et plus particulicrement Dijon et ses
environs offre a de nombreux égard un terrain d’étude trés propice a fournir des réponses a
cette question.

Une idée forte émanant du raisonnement de Robert Poulin est que 1’augmentation de la
transmission trophique liée a I’infection reste encore a démontrer pour la plupart des systémes
hoétes-parasites manipulateurs connus. Certains travaux ont établi de telles démonstrations,
mais ils étaient dans leur grande majorité réalisés en conditions de laboratoire et trés (trop)
rarement en conditions naturelles. Les travaux présentés ici fournissent des ¢léments de
réponse visant a renforcer la compréhension du caractére adaptatif de la manipulation
comportementale dans un systéme hote-parasite manipulateur, a la fois en conditions
naturelles et dans I’environnement contr6lé du laboratoire. Pour ce faire, c’est le systéme
parasites acanthocéphales — gammares — poissons dulcaquicoles qui a ét¢ mis a profit,
systeme inféodé au milieu aquatique qui a permis de réaliser un faisceau d’études originales a
la croisée de la parasitologie évolutive et de 1’écologie comportementale. Les acanthocéphales
constituent un bon mod¢le d'étude, de par le caractére ancestral et généralisé a tout ce phylum
de la manipulation parasitaire (Moore 1984, 2002). Au dela du test d'hypothéses concernant
I'augmentation de transmission trophique, en milieu naturel comme en conditions de
laboratoire, c’est le caractére multidimensionnel de la manipulation comportementale (Cézilly
& Perrot-Minnot 2005) qui est pris en compte dans ces travaux. Dans ce sens, les études
portant sur les parasites a cycle complexe font souvent abstraction de bon nombre de facteurs
environnementaux, approximant ainsi parfois trop la réalit¢ biologique du systeme. Un
exemple flagrant est I’omission de I’influence de 1’hdte définitif dans 1’observation des
modifications comportementales chez I’hote intermédiaire. Ces travaux réintégrent cet acteur
déterminant et démontrent que 1’¢tude de Ila manipulation comportementale doit
indubitablement en tenir compte. Une autre approximation fréquemment rencontrée est de
considérer que seuls les protagonistes du cycle sont présents dans le milieu. Il n’en est
évidemment rien et bien d’autres organismes peuvent exercer leur influence sur la dynamique

des cycles complexes, comme en particulier tous les prédateurs auxquels sont exposés les
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individus infectés, et dans lesquels le parasite ne pourra achever sa reproduction. Ce champ
d’investigation est également abordé dans cette thése, qui propose d'évaluer le colt de cette
prédation non spécifique dans le systéme, minorant l'avantage sélectif de la manipulation
comportementale mais établissant de nouvelles interactions proies - prédateurs au niveau des
¢cosystemes.

Le manuscrit débutera par une synthése des connaissances actuelles concernant les
altérations phénotypiques. Cette synthése mettra I’accent sur la question du caractere adaptatif
de ces altérations phénotypiques, et s’attachera a préciser les points forts et les points faibles
des études s’y étant intéressés. Elle se terminera par la proposition d’un cadre expérimental
optimisé pour son étude. Une présentation des principales propriétés biologiques des espéces
parasites et hotes étudiées suivra ensuite, puis une section débutant par un résumé des
principaux résultats regroupera ensuite les articles acceptés, soumis et en préparation
concernant les travaux effectués. Enfin ce manuscrit se terminera par une réflexion générale
sur I’ensemble des travaux présentés, imbriquant conclusions et perspectives des études a

venir.
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1) Du parasitisme a la manipulation, une conquéte de 1I’hote individuellement plus
efficace

a) Interactions durables, parasitisme et phénotype étendu

Le terme d'interaction durable qualifie toute association prenant place dans le temps entre au
moins deux entités vivantes aux génomes différents. Ces associations s’établissent a 1'échelle
de la vie d’un organisme mais aussi a une échelle « géologique » (Combes 1995). Le
parasitisme est une interaction durable faisant intervenir une espéce dite parasite dont
l'existence dépend étroitement de son association avec une autre espece, dite espece hote, dont
elle réduit la viabilit¢ (Combes 2001). Ce mode de vie offre de nombreux avantages aux
parasites : 1’hote constitue un environnement stable et prédictible, il fournit des ressources
trophiques a volonté (Bush ef al. 2001, Combes 2001) et procure une protection face aux
attaques extérieures comme la prédation par exemple. Ces bénéfices variés font que le
parasitisme est certainement aujourd’hui le mode de vie le plus commun sur terre (Timm &
Clauson 1988, Windsor 1998) et certains groupes taxonomiques, tels les microsporidies, les
trématodes et les acanthocéphales, sont exclusivement parasites (De Meelis & Renaud 2002).
Cependant, le parasitisme est par définition colteux pour 1’hote car les ressources prélevées
par les parasites ne peuvent étre allouées aux fonctions vitales de 1’hdte (Stearns 1992,
Schmid-Hempel 2003, Duclos et al. 2006). Cette réduction de viabilité, appelée virulence
(Herre 1993, Jaenike et al. 1995, Fitze et al. 2004), fait que les hotes répondent a I’infection
en mettant en place des résistances auxquelles le parasite se doit de faire face (Wakelin 1996).
Ce sont entre autre les différents mécanismes de défense immunitaire (Gillespie ef al. 1997),
d’évitement des périodes et des zones a fort risque d’infection, ainsi que les stratégies de
dilution de I’exposition aux parasites a travers la vie en groupe (Perrot-Minnot & Cézilly
2007). Dans son travail fondamental sur la théorie de la reine rouge en 1973, Leigh Van
Valen conceptualisait ces oppositions conflictuelles entre organismes parasites et hotes et
écrivait : « It is selectively advantageous for a prey or a host to decrease its probability of
being eaten or parasitized. It is often selectively advantageous for a predator or parasite
species, and much often for a predator or a parasite individual, to increase its expected rate
of capture of food... Every species does the best it can in the face of these pressures... Biotic
forces provide the basis for a self-driving perpetual motion of the effective environment and

so of the evolution of the species affected by it (1). »

(1) «II est sélectivement avantageux pour une proie ou un hote de réduire sa probabilité d’étre mangé ou parasité. Il est souvent
sélectivement avantageux pour une espece de prédateur ou de parasite, et encore plus souvent pour un individu prédateur ou parasite,
d’augmenter son taux de capture de nourriture... Chaque espéce fait du mieux qu’elle peut face a ces pressions... Les forces biotiques
fournissant la base pour un mouvement perpétuel et auto-entretenu de 1’environnement et ainsi de I’évolution des espéces qui en sont
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Le pere de I’hypothése de la Reine Rouge (Figure 1) bousculait alors 1’ordre établi en
proposant que les principales forces environnementales s’exercant sur un organisme sont les
autres organismes vivants avec lesquels il interagit et non son environnement physique
comme admis jusqu’alors. Une espeéce a peut exercer de fortes contraintes sur une espece f3,
des pressions de sélection, pouvant provoquer un évenement de sélection. L’espéce
subissant les contraintes peut en réponse exercer de telles pressions sur I’espeéce a et lorsque
ces deux espéces interagissent pendant un temps suffisamment long, il s’établit entre elles un
équilibre dynamique appelé coévolution (Van Valen 1973, Hafner & Nadler 1988, Combes
2001).

FIGURE 1. De l'autre c6té du miroir. « Dans notre pays, si I'on courait trés vite pendant longtemps,
comme nous venons de le faire, on arrive généralement quelque part, ailleurs. » « Un pays bien
lent! », répond la Reine. « Tandis qu’ici, il faut courir de toute la vitesse de ses jambes pour
simplement rester 1a ou I'on est. Si I'on veut aller quelque part, ailleurs, il faut courir au moins deux
fois plus vite que ¢a ! » (lllustration de John Tenniel dans « de I'autre c6té du miroir » de Lewis Carroll
(1872)

Par le truchement de certaines coévolutions, les individus parasités peuvent présenter un
phénotype différent des individus non infectés de la méme espece. Le phénotype d’un
individu - c'est-a-dire I’ensemble des caractéres de cet individu - est le produit de 1’interaction
entre son environnement et son patrimoine génétique (Futuyma 2005). Cependant, le
phénotype complet ne s’observe pas toujours sur I’organisme en lui-méme, et les nids des
oiseaux (Winkler & Sheldon 1993, Berg ef al. 2006) ou les toiles d’araignées (Eberhard 1990,
2000, Li 2005) sont par exemple des structures dont 1’¢laboration est également codée

génétiquement. Les génes d’un organisme s’expriment dans ces cas au dela de son enveloppe
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charnelle et le concept de phénotype étendu a été proposé pour illustrer de tels phénomenes
(Dawkins 1982, 1986). A I’instar de ces organismes, certains parasites ont cette capacité
d’exprimer leurs propres geénes a 1’extérieur de leur enveloppe charnelle, dans le phénotype de
leur hote et d’en modifier 1’apparence et le comportement d’une manieére qui favorise

I’achévement de leur cycle de reproduction.

b) Le cycle complexe, un parcours plus efficace

Tout étre vivant ne peut assurer son développement et sa survie que si ses propagules
trouvent, activement ou passivement, un habitat favorable (Combes 2001). Hormis les
parasites intra-cytoplasmiques a transmission verticale comme les wolbachia pour qui la
propagation des genes n’est pas conditionnée par la recherche d’un nouvel hote (Rousset ef al.
1992, Werren et al. 1995a, 1995b, Bandi et al. 1998, Rigaud & Moreau 2004), le cycle de vie
d’un parasite est caractérisé par deux types de phase lui permettant de coloniser ses hotes: une
phase libre et une phase fixée, durant laquelle le parasite vit aux dépens de I’organisme hote
(Bush et al. 2001). Au cours de 1’évolution des parasites, certains cycles simples et directs de
reproduction (cycles dits homoxeénes ou holoxénes) ont pu devenir plus complexes (cycles

alors dits hétéroxénes).

Hote définitif

] >
—{
Parasite;—> Oeufs ——

|

L Stades larvaires infestants
11

Hote intermédiaire

A

Larve parasite

n hotes —
intermédiaires T _ 1 hot_e_ <
ou paraténiques intermédiaire

Larve parasite

Larve parasite

Figure 2 : Cycles parasitaires possibles (I : cycle simple, Il : cycle complexe a deux hétes, Il : cycle
complexe a n>2 hétes) : dés lors que le parasite passe par au moins un hbte intermédiaire, on parle
de cycle complexe de reproduction (modifié d’apres Cassier et al. 2001)
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Cette transition n’est pas forcément liée a une tendance intrinseque a évoluer vers la
complexité mais est plus le fait d’accidents évolutifs ou de pressions de sélection assurant une
plus grande efficacité de transmission des propagules (Poulin 1998, Parker et al. 2003a). De
tels cycles de vie comportant plusieurs especes hotes successives sont rencontrés chez de
nombreux groupes de parasites phylogénétiquement éloignés (Poulin 1998). Les cycles de vie
complexes des helminthes parasites sont supposés avoir évolués a partir d’un cycle a un seul
hote par incorporation de nouveaux hotes (Parker ef al. 2003a) : un prédateur vertébré peut
ainsi €tre ajouté au cycle de vie d’un parasite s’il se nourrit fréquemment d’une proie que le
parasite exploite comme hote, ledit prédateur devenant alors un héte définitif. Adopter un
vertébré comme hote définitif peut avoir permis aux parasites d’accroitre considérablement
leur taux de reproduction dans des hdtes dont la taille corporelle et la durée de vie sont bien
plus importante que les invertébrés (Parker et al. 2003b), ainsi que, hormis pour les espéces
hermaphrodites, d’augmenter leur taux de fertilisation croisée en concentrant des individus
isolés (Brown et al. 2001). L’incorporation a posteriori d’hétes intermédiaires
supplémentaires utilisés comme vecteurs de transmission peut ensuite avoir augmenté la
probabilit¢ de gagner I’hote vertébré (Choisy et al. 2003). Chacune de ces especes hote
représente cependant un environnement nouveau auquel le parasite doit accéder et s'adapter
(figure 2). Un organisme parasite ne peut alors plus étre juste considéré comme la seule forme
adulte mais comme 1’ensemble de son cycle de vie de I’ceuf a I’adulte (Bonner 1993), la
sélection naturelle agissant ainsi sur toutes les étapes du développement de ce parasite.
Malgré ce chemin parsemé d’obstacles que doivent parcourir de nombreux parasites, des
cycles complexes faisant intervenir jusqu’a quatre hotes existent (Cassier et al. 1998). Un
exemple bien connu de cycle parmi les plus complexes est celui du trématode Halipegus
ovocaudatus qui vit sous la langue des grenouilles vertes (Rana esculenta) au stade adulte.
Les ceufs de ce parasite sont relargués dans 1’eau et donnent alors naissance a une larve
nageante propre aux trématodes, le miracidium, qui pénétrera dans un mollusque de la famille
des Planorbidae pour y effectuer une reproduction asexuée. De cette multiplication naitront
des cercaires qui, une fois sorties du mollusque, se déposeront sur le substrat et attendront
d’étre ingérées par un copépode. Il faudra ensuite que ce copépode soit prédaté par une
libellule, dans I’intestin de laquelle le parasite s’établira, puis que cette libellule soit elle-
méme prédatée par la grenouille, I’hote définitif du parasite, pour que le parasite achéve son

cycle. Les travaux de Zelmer & Esch (1998) tendent cependant a démontrer que la libellule ne
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constitue pas un hdte obligatoire pour H. ovocaudatus : si la grenouille se nourrissait de
copépodes elle pourrait tout autant s’infecter. La libellule serait alors plutét un hoéte dit
paraténique, augmentant les chances de rencontre entre la grenouille et le copépode, mais
dans lequel le parasite ne se développe pas.

Les voies de transmission complexes mettent donc le parasite face a une succession
d’événements trés hasardeux pour achever son cycle, arriver a maturité et se reproduire. Les
hoétes sont des habitats a durée de vie limitée et a distribution discréte et non homogeéne dans
I’environnement du parasite, qui devra donc pour subsister changer cycliquement d’habitat.
L’hote amont, celui d’ou vient le parasite, peut étre distingué de 1’hote aval, celui ou va le
parasite(figure 3). Le passage des stades infestants d’un hote amont a un hote aval constitue
une phase tres critique dans la vie d’un parasite (Brown et al. 2001, Choisy et al. 2003). Le
succés reproducteur des parasites a cycle hétéroxéne dépend alors d’une succession
d’événements improbables tels que leur survie dans les différents hotes ou leur reproduction
dans I'un d’entre eux. Dobson (1988) fait en outre remarquer que chaque éveénement de
transmission provoquant un fort taux de mortalité chez les parasites, la probabilité de survie et
d’accomplissement du cycle est d’autant plus faible que le cycle est complexe. Malgré ces
contraintes, un tiers des protozoaires parasites, deux tiers des nématodes et la totalité¢ des
trématodes digénes, cestodes et acanthocéphales présentent des cycles de vie complexes.

Combes en 1995 faisait un élégant parallele entre le concept de stratégies « r» ou
« K » développé par MacArthur et Wilson (1967) puis par Pianka (1970), et les deux types de
génotypes rencontrés chez les parasites leur permettant d’achever leur cycle de reproduction.
Ainsi Combes (1995) remarquait que pour maximiser leur transmission, la sélection naturelle
avait favorisé chez les parasites :

- des génotypes misant sur la quantité et produisant un nombre considérable d'ceufs,
augmentant ainsi la probabilité de rencontre -considérée comme un événement aléatoire- de
I’hote suivant (Price 1974). Ce type de compensation des pertes, assimilée a une stratégie dite
de type «r», est une des caractéristiques les plus fréquente chez les parasites ; elle est
rencontrée chez les parasites monoxeénes a stade libre et lors de la colonisation de certains
hotes chez les parasites a cycle hétéroxénes. Pour ne citer qu’un exemple, un homme infecté
par ’amibe dysentérique (Entamoeba histolytica) évacue avec ses excréments jusqu’a 50
millions de kystes chaque jour qui se retrouveront dans 1’eau et y achéveront leur maturation

pour donner chacun 4 amibes ayant elle-méme la capacité de se multiplier (Combes 2001).
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- des génotypes misant sur la qualité et produisant des propagules qui sont
individuellement plus efficaces dans leur transmission : des mécanismes de favorisation
morpho-anatomiques et/ou éthologiques ajustent alors la rencontre entre le parasite et 1’hote
ciblé. Cette stratégie, dite de type « K », se rencontre chez les parasites a cycles de dispersion
libre, ou les stades libres provoquant le rendez-vous avec leur cible ont été sélectionné. C’est
par exemple le cas des miracidium de schistosomes (trématodes) qui modifient leur
comportement de nage lorsqu’ils arrivent dans une zone ou existe un gradient de
concentration de substances émises par le mollusque qui leur sert d’hote définitif : leur trajet
devient alors plus sinueux et la vitesse de nage moins importante, ce qui accroit les chances
de contact avec 1’hote (Chernin 1970, Wright 1971, Roberts et al. 1979). Mais cette stratégie
se rencontre aussi et surtout sur des cycles dits a dispersion portée et dans ce cas, le parasite
est inclus dans le corps d’un organisme porteur, un hote intermédiaire qui le véhicule jusqu’a

I’hdte suivant.

Production

Fixation —» Reproduction —» \
d'oeufs

HOTE DEFINITIF

Hoéte
amont

Hoéte

HOTE aval

INTERMEDIAIRE

la susceptibilité [ reconnaissance <_Accumulat|on

Augmentation de/ Localisation et
aux prédateurs de I'héte de réserves

Figure 3. Cycle de vie généralisé a deux hotes, basé sur celui de la classe des acanthocéphales dont
tous les membres suivent un tel type de cycle (modifié d’aprés Poulin 1998).

Un cas treés intéressant a, dans ce domaine, été reporté par Lacroix et al. (2005) qui ont

démontré que les moustiques Anopheles gambiae vecteurs de la malaria (Plasmodium
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falciparum) sont attirés par des enfants porteurs du stade infestant du parasite et vont
davantage se nourrir du sang de ces enfants —et donc devenir véhicule du parasite vers un
autre hote- que de celui d’enfants non porteurs ou porteurs de stades n’étant pas encore
infestants. Le parasite augmente ici son taux de transmission en émettant un signal, encore
inconnu, favorisant son passage vers un autre hote. Dans de nombreux cycles complexes,
I’hote intermédiaire doit étre consommé par 1’hote définitif pour que le parasite atteigne sa
taille maximale et se reproduise (figure 3). Ces cas de parasites dits a transmission trophique
représentent un type de stratégie « K » tres particulier ou le parasite, pour survivre, doit
provoquer la mort de son hote intermédiaire. Il en résulte un conflit d’intérét trés fort entre le
génotype du parasite et celui de I’hote intermédiaire. 11 est désormais bien connu que les hotes
intermédiaires de parasites dépendant d’une telle transmission trophique présentent souvent
des altérations de comportement ou d’apparence augmentant leur chance de prédation par
I’héte définitif (Moore 2002). C’est notamment le cas pour de nombreux parasites intestinaux
a cycle complexe comme les nématodes ou les acanthocéphales (Bethel & Holmes 1973,
Dobson 1988, Cézilly et al. 2000). Dans ces stratégies de type « K », le comportement de
I'hote n'est donc pas contenu dans ses propres geénes mais sont en interaction avec ceux du
parasite, qui s'expriment au dela du corps du parasite. D’un point de vue évolutif, ces
altérations, qu’elles soient morphologiques ou comportementales, sont des exemples parfaits
du concept de phénotype étendu proposé par Dawkins (1982) dans lequel, comme il a été
décrit précédemment, les génes d’un organisme, ici le parasite, ont des effets sur le phénotype
d’un autre individu, I’hdte. Les stratégies de type « K » font donc de grandes économies
d’individualité mais ne sont peut étre pas moins onéreuses, il est juste plus difficile de
quantifier le colit que représente I’induction d’altérations phénotypiques. Assumant (1) que
les parasites modifient le comportement de 1’hote intermédiaire de maniére a fortement
réduire son aptitude phénotypique et (2) que le prédateur peut distinguer une proie parasitée
d’une proie saine, Kuris (1996) a postulé que la transmission trophique induite par le parasite
ne peut apparaitre qu’une seule fois dans le cycle d’un parasite a cycle complexe, car un
prédateur doit éviter les proies qui le rendent plus vulnérable a la prédation. Un parasite a
cycle complexe devrait donc présenter des alternances de stratégies « r» et « K » au cours de

son cycle de reproduction.
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¢) La transmission trophique, un parcours d’obstacles

La coévolution qui s’établit entre le parasite et ses différents hotes peut étre vue comme une
course aux armements (Van Valen 1973) : la sélection naturelle va favoriser chez les parasites
des génomes efficaces dans I’infection de leurs hdtes, et chez ceux-ci, des génomes efficaces
dans I’évitement de I’infection. Dans une association simple impliquant un parasite et un seul
hote, les différentes barrieres qui séparent les deux protagonistes peuvent étre représentées par
un systeme de deux filtres que devra franchir le parasite pour coloniser son hote (Euzet et
Combes 1980, Combes 2001, figure 4) :

Le filtre de rencontre définit la probabilité de contact entre le parasite et son hote. La biologie

du parasite fait que son environnement, son lieu de vie, est une entité vivante et est donc par
essence limitée dans le temps. Les populations d’hdtes étant fragmentées, le cycle de
développement d’un parasite présente fréquemment des ruptures a la fois dans 1’espace et
dans le temps et la rencontre avec son hdte implique que ce parasite se trouve au bon endroit
et au bon moment. Ce filtre posséde en outre une composante écologique impliquant que le
parasite doit occuper la méme niche écologique que son hdte pour pouvoir le coloniser, et une
composante €thologique excluant du spectre d’hotes toute espece dont le comportement

empéche une mise en contact avec le parasite.

a b c d = wm Filtre fermé
== =m Filtre ouvert

o 5 s

o B R U e U A )

Figure 4. lllustration des filtres de rencontre (R) et de compatibilité (C), entre parasites et hétes:
lorsque les deux filtres sont fermés (situation a) ou seulement un (situations b et c), le parasite ne peut
s’établir dans son héte. Il n’y parviendra que si les deux filires sont ouverts (situation d) (d’aprés
Combes 2001).

Parasite

Le filtre de compatibilité définit quant a lui la probabilit¢ pour le parasite de s’établir

durablement dans un héte potentiel. Peuvent lui étre attribuées une composante métabolique
correspondant aux exigences en termes d’espace et de ressources requises pour le bon

développement du parasite, et une composante immunologique correspondant aux défenses
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immunitaires mises en place par 1’hdte pour compromettre les chances du parasite de parvenir
a I’infecter. Toute mutation entrainant I’ouverture d’un de ces filtres aura de grandes chances
d’étre sélectionnée chez le parasite, tandis que toute mutation fermant ces filtres aura de
grandes chances d’étre sélectionnée chez 1’hote (figure 4, Combes 1991). Un parasite a cycle
complexe aura ainsi autant de paires de filtres a franchir que d’hotes a infecter pour accomplir
son cycle. Il faut cependant remarquer que méme si le franchissement du filtre de
compatibilité est un évenement important dans la séquence d’infection, le franchissement du
filtre de rencontre, qui apparait obligatoirement le premier dans la séquence d’infection, est
un évenement déterminant dans 1’infection d’un hote. L’optimisation de ce franchissement est
donc un élément clé¢ de I’infection: aucun tri ne peut €tre opéré sur les mécanismes

permettant la compatibilité¢ du parasite avec son hote si leur rencontre n’a pas eu lieu.

d) Une stratégie pour franchir le filtre de rencontre: la manipulation

comportementale

Ce sont Cram (1931) puis Van Dobben (1952) qui suspectérent les premiers que les parasites
puissent modifier le comportement de leurs hotes intermédiaires a leur propre bénéfice. Van
Dobben en particulier avait remarqué que les contenus stomacaux des grands cormorans
Phalacrocorax carbo contenaient davantage de poissons infectés par le cestode Ligula
intestinalis, dont le cormoran est I’hote définitif, que les pécheurs n’en attrapaient dans leurs
filets. Un mécanisme rendait donc les poissons infectés plus vulnérables a la prédation que les
poissons non-infectés. La notion s’est ensuite précisée et I’idée que les modifications de
comportement observées chez les hdtes intermédiaires puissent favoriser la transmission du
parasite s’est progressivement imposée a partir des années 1970, notamment avec les travaux
remarquables de Bethel et Holmes (1973, 1974, 1977) sur le cycle de reproduction des vers
acanthocéphales. Ces expériences menées en laboratoire ont montré que les cystacanthes —
stades infestants de ces helminthes- de 1’acanthocéphale d’oiseau Polymorphus marilis
entrainaient des comportements anormaux, notamment une inversion du géotactisme chez son
hote intermédiaire, I’amphipode Gammarus lacustris (Bethel & Holmes 1973). Bethel et
Holmes (1977) ont ensuite vérifi¢ que de tels comportements anormaux augmentaient le taux
de prédation de 1I’hote intermédiaire vers 1’hote définitif du parasite Polymorphus paradoxus,

en I’occurrence le canard colvert Anas platyrhynchos (Bethel & Holmes 1977).
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Qualifiant ces phénoménes observés chez les individus parasités, le terme de
manipulation comportementale a fait son apparition en 1983 avec les travaux de Simone
Helluy portant sur les associations amphipodes/trématodes (Helluy 1983). Ce terme sous-
tendait alors clairement que ces modifications observées chez les proies infectées étaient le
fait du parasite, qui « prenait en main » son véhicule pour achever son cycle de reproduction.
En 1994, Poulin notait que plus de 114 expériences portant sur les modifications
comportementales induites par les parasites avaient été publiés sur les trente années passées et

depuis au moins autant ont suivi, si ce n’est plus (cf Moore 2002).

2) A la base de la manipulation comportementale, des altérations phénotypiques

favorisant la transmission trophique du parasite

a) La notion d’altération phénotypique

Les individus parasités présentent fréquemment un ou plusieurs caractéres différents de ceux
rencontrés normalement chez des individus sains de la population dont ils sont issus. C’est sur
cette observation que se base la notion d’altération phénotypique : le phénotype de I’individu
infecté est altéré par rapport au phénotype couramment rencontré chez les individus non-
infectés. Un grand nombre d’espéces de parasites, protozoaires comme métazoaires, induisent
de telles altérations (Brodeur & McNeil 1989, Maitland 1994, Lacroix et al. 2005, Ponton et
al. 2006). C’est cependant chez les parasites a cycle complexe faisant intervenir une phase de
transmission trophique que ces altérations phénotypiques sont aujourd’hui le plus
documentées, touchant systématiquement le dernier hote intermédiaire dans la séquence
(Holmes & Bethel 1972, Moore & Gotelli 1990, Moore 1995, Poulin 1995). Les modalités
que prennent ces altérations sont relativement diversifiées (voir Poulin 1994 et Moore 2002
pour synthése) et seront I’objet de la présente étude et de tout ce qui sera développé ci-apres.
Elles correspondent le plus souvent a des modifications :

- d’apparence, auquel cas le parasite induit des modifications de caractéres morphologiques
de I’hote amont (couleur, forme...) susceptibles de faire déplacer I’hote aval vers celui-ci

(Camp & Huizinga 1979, Combes 1995)
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- de comportement faisant déplacer le parasite de 1’h6te amont vers I’hote aval. Dans le cas de

stades infestants non-libres et particuliecrement dans le cas de la transmission trophique, la
sélection naturelle peut avoir favorisé des altérations induites par le parasite concernant soit le
comportement de 1’hdte amont, soit celui de 1’hote aval. Ces altérations n’ont cependant pu
étre sélectionnées que chez le parasite, une manipulation de 1’hdte aval ne pouvant s’effectuer
qu’en lui présentant un signal potentiellement trompeur de n’importe quelle sorte.

Les altérations peuvent étre classées selon que le signal est émis par I’hote définitif (1a)
ou son environnement (1b), ou par le parasite (2a) ou son véhicule (2b) :

(1a) Les rats infectés par le protozoaire Toxoplasma gondii voient leur aversion innée
pour les chats inversée en une attraction qui leur sera fatale et permettra ainsi au parasite de
passer dans son hote définitif, cette attraction n’ayant lieu qu’en réaction a I’odeur d’un chat
et non a celle d’un lapin dans lequel le parasite ne peut s’établir (Berdoy et al. 2000)

(1b) Microphallus sp. est un parasite de canards et autres oiseaux aquatiques. Ce
trématode inhibe 1’attraction a la gravité de son hote intermédiaire 1’escargot d’eau douce
Potamopyrgus antipodarum, et le fait se déplacer moins vite lorsqu’il est exposé a la lumiére,
ces deux altérations rendant I’escargot plus vulnérable a la prédation par les oiseaux d’eau
servant d’hote définitif au parasite (Levri & Fisher 2000)

(2a) Par leur forme et leurs mouvements, les cercaires du trématode Gorgodera euzeti
prennent I’apparence d’appats pour les larves aquatiques d’insectes du genre Sialis (Combes
1968)

(2b) Les métacercaires de Paratimonia gobii (trématode) s’accumulent dans le siphon
du bivalve Abra ovata, qui se détache, puis est consommé par la gobie tachetée
Pomatoschistus microps (Maillard 1976)

Les différentes altérations comportementales rencontrées chez les organismes
manipulés peuvent étre dissociées en deux catégories, les modifications ayant attrait a
I’apparence des individus infectés et les modifications touchant leur comportement (Helluy

1983), ces deux catégories seront détaillées dans les deux parties suivantes.
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b) Modifications d’apparence

Les altérations dites morphologiques concernent directement I’aspect des individus parasités
et regroupent le gigantisme (Carney 1969, Henry & Oma 1981, Minchella 1985, Ness &
Foster 1999, Trabalon et al. 2000), les ruptures de mimétisme de I’hote (Leiby & Dyer 1971,
Bartoli 1976, Bartoli & Prévot 1978, Brassard et al. 1982, Moore 1983, Carmichael & Moore
1991) et enfin les couleurs aberrantes (Hynes & Nicholas 1963, Lewis 1977, Oetinger &
Nickol 1981, Lyndon 1996, Bakker et al. 1997). Moore (2002) pose cependant la question de
I’assimilation des modifications d’apparence a une altération comportementale. Concernant
plus précisément les couleurs, deux types principaux de modification de la couleur peuvent
étre rencontrés :

- des modifications de couleurs existantes, comme une mélanisation plus prononcée (Camp &
Huizinga 1979). Hindsbo (1972) a montré que le parasite acanthocéphale P. minutus
provoquait diverses modifications physiologiques chez Gammarus lacustris, entrainant des
changements de 1’aspect de cet hdte intermédiaire qui devenait bleu. Cet exemple, bien
qu’ayant été publié dans une prestigieuse revue, est intéressant car P. minutus est une espece
relativement répandue et cette coloration bleue induite chez G. lacustris n’a jamais été
reportée depuis ni chez cette espéce ni chez aucun autre amphipode servant d’hote
intermédiaire a P. minutus. 1l n'est par contre pas fait mention du point rouge-orangé
qu'arborent habituellement les gammares infectés par ce parasite. Cependant une teinte
bleutée semblable a celle dont il est question dans cet article est un phénomeéne que 1'on
retrouve chez certains amphipodes dans certaines conditions environnementales. Si les
gammares infectés occupent des micro habitats différents de ceux infectés, cette coloration
extravagante ne pourrait étre due qu'a une différence de régime alimentaire des hotes et non
un réel effet du parasite.

- ’apparition d’une couleur n'étant pas initialement présente sur l'animal infecté comme par
exemple une tache colorée formée par le parasite. Les effets de la modification de I’apparence
sur la vulnérabilit¢ de I’hote intermédiaire ont été démontrés chez certains parasites
acanthocéphales. Le parasite de poisson Pomphorhynchus laevis, lorsqu’il arrive au stade
infestant dans son hote intermédiaire 1’amphipode Gammarus pulex, peut se voir par
transparence dans I’haemocoele de I’hdte intermédiaire (Bakker et al. 1997). Il apparait

clairement sous la forme d’une sphére jaune pale permettant de distinguer a 1’ceil nu les
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individus infectés. Bakker et al. (1997) ont démontré expérimentalement que cette tache
rendait I’amphipode plus visible par 1’épinoche, petit poisson pensé servir d’hote définitif au
parasite, et augmentait ainsi sa vulnérabilité a la prédation par rapport aux individus qui en

sont dépourvus.

¢) Modifications comportementales

Les modifications comportementales aujourd'hui connues chez les hotes intermédiaires de
parasites a cycles complexe dépendant d’une transmission trophique peuvent étre regroupées
en trois grandes classes que sont les variations de niveau d'activité (Brassard et al. 1982,
Helluy 1984, Harwood et al. 1996, Libersat & Moore 2000), les choix de micro habitat
(Helluy 1983, Mouritsen & Jensen 1997, Maynard et al. 1998) et les altérations des
comportements anti prédateurs (Jakobsen & Wedekind 1998, Levri 1998, Berdoy et al. 2000,
Baldauf et al. 2006). Au sein d’une méta-analyse, Poulin (1994b) s'est intéressé aux deux
premicres classes et a démontré (1) que les nématodes induisent des modifications de
comportement dont la magnitude est supérieure a celles induites par les cestodes et les
acanthocéphales; (2) que le fait que I'hdte intermédiaire soit un vertébré ou un invertébré
n'influengait pas cette magnitude ; (3) que les parasites a cycle complexe a transmission
trophique induisaient des modifications comportementales plus faibles que les parasites a
cycle complexe dont le mode de transmission est autre, comme les vecteurs par exemple. La
position du taxon des acanthocéphales est intéressante dans le point (1): en effet les
trématodes induisent toujours des modifications de plus grande ampleur que les cestodes,
mais Poulin a divisé¢ les modifications comportementales en niveau d'activité et choix de
micro habitat. Les acanthocéphales se rangent du c6té des cestodes pour ce qui est de l'activité
mais du coté des trématodes pour ce qui est du choix du micro habitat. De plus le point (3)
montre que les parasites a cycle complexe et a transmission trophique affectent peu leurs
hotes intermédiaires comparativement aux parasites utilisant d'autres voies de transmission.
L'argument de Poulin (1994b) concernant ce résultat auquel il ne s’attendait pas est de dire
que ces parasites doivent affecter moins séverement leurs hotes pour les faire survivre le plus
longtemps possible en attendant leur transmission. Or les acanthocéphales sont tous des
parasites faisant intervenir la transmission trophique dans leur cycle et Poulin n'a pris en

compte que les études dont les mesures ont été effectuées en l'absence de prédateur. C'est 1a
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certainement un biais majeur dans ces résultats car des études récentes tendent a prouver que
les modifications comportementales sont soit diminuées, soit inexistantes lorsque le parasite,
par le biais de son hote intermédiaire, ne pergoit pas son hote définitif dans son
environnement (Baldauf ez al. 2006). Les associations hote-parasite faisant intervenir des
cycles complexes a transmission trophique les plus connues et les plus étudiées sont sans
aucun doute les associations liant les acanthocéphales et les crustacés. De nombreuses études
ont en effet étudié ce couple, quel que soit 1'hote définitif, et les modifications
comportementales induites par le parasite sur I'hote intermédiaire. A l'instar de la méta-
analyse de Poulin, ces études ont essentiellement démontré des différences dans les choix du
micro habitat plutdt que dans les niveaux d'activité (Bethel & Holmes 1973, Hechtel et al.
1993, Médoc et al. 2006). En outre, des études récentes postérieures a cette méta analyse ont
mis en évidence que le comportement anti-prédateur était aussi une cible des altérations
phénotypiques, ce qui suggere que, dans certains cas, aucune autre altération phénotypique ne
puisse étre décelée sans la mise en présence de prédateur hote définitif dans le systeme
(Berdoy et al. 2000, Baldauf et al. 2006). D'autres facteurs peuvent aussi influencer plus ou
moins sévérement les altérations comportementales. Dans une étude récente, Benesch et al.
(2005) ont démontré que I’inversion du phototactisme induite par Corynosoma constrictum
(Acanthocéphale) sur son hote intermédiaire Hyalella azteca (Amphipode) pouvait varier en
fonction de la composition spectrale de la lumicre qui les éclairait. La variabilité de la lumiére
est un parametre que Bethel et Holmes (1973) avait déja testé, et qui n'avait pas d'influence
sur le phototropisme positif que présentait Gammarus lacustris infecté par Polymorphus
marilis. Cependant Bethel et Holmes (1973) n'avaient considéré que l'intensité lumineuse,
parameétre trés variable in natura, et non le spectre d'émission de leur éclairage, parametre
beaucoup plus stable au sein d'une méme localité, ne variant qu'en fonction de la latitude et
dans une bien moindre mesure de la saisonnalité. Précisons enfin que 1’augmentation comme
la diminution d’activit¢ de 1I’hote intermédiaire peuvent favoriser sa prédation: dans le
premier cas il est plus visible et est donc mieux repéré par le prédateur, dans le second il fuit

moins vite et donc a plus de chances de se faire capturer (Poulin 1994).
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d) Combinaison des deux ?

Alors qu’il peut paraitre dans bien des cas trés avantageux pour le parasite de modifier un
caractére ou un comportement de son hote a son profit, I’addition de plusieurs modifications
ne peut que renforcer le succes de transmission. Les deux types de modifications présentées
ci-dessus ne sont donc pas mutuellement exclusifs et les changements d’apparence sont
souvent accompagnés d’altérations comportementales (Hindsbo 1972, Camp & Huizinga
1979, Brown & Thompson 1986, Bakker et al. 1997). Le petit crustacé dulcaquicole
Caecidotea intermedius lorsqu’il est infecté par 1’acanthocéphale Acanthocephalus dirus, est
non seulement de couleur plus claire que les individus sains, mais de surcroit est moins
repouss¢ que les individus sains par 1’odeur d’un prédateur, ce qui le rend surexposé¢ a la
prédation par les poissons qui constituent les hotes définitifs de I’acanthocéphale (Hechtel et
al. 1993). Un cas intéressant de cumulation d'altérations a la fois morphologiques et
comportementales est rencontré chez les termites des Caraibes Nasutitermes acajutlae
infectés par un acanthocéphale encore indéterminé. Les ouvriers infectés de cette espece de
termite sont beaucoup plus clairs que les autres ouvriers, ils sont donc plus visibles lorsqu'ils
sont en dehors de la termitiere et au milieu de leurs congénéres, et restent plus longtemps en
dehors de la termitiére, se surexposant a des prédateurs tels que les 1ézards du genre Anolis
(Fuller et al. 2003). Cette ¢tude est une des rares a avoir réellement mis en évidence des
modifications comportementales induites par des acanthocéphales chez des arthropodes
terrestres. Seules les études portant sur le crustacé isopode Armadilidium vulgare (Moore
1983a) et les blattes Periplaneta brunnea (Moore 1983b, Carmichael & Moore 1991) avaient
jusqu'alors démontrées de tels effets sur des arthropodes terrestres, et seuls les travaux sur la
blatte portaient sur un arthropode de la classe des Insectes (les crustacés servent en outre treés
fréquemment d'hdte intermédiaires aux acanthocéphales en milieu aquatique). Fuller et al.
(2003) ont également montré que les termites infectés se surexposaient a la prédation et se
trouvaient ainsi étre plus consommés par un lézard que les non infectés. Il semblerait
cependant que I'acanthocéphale ne puisse se développer dans les especes de 1ézard utilisées
dans leurs expériences, et que des prédateurs carnivores de cet hote paraténique tels que les

chats, servent d’hotes définitifs (Nickol et al. 2006).
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e) Mécanismes mis en jeu

Méme si toutes les questions concernant [’écologie évolutive des modifications
comportementales n’ont pas encore trouvé de réponses, les possibilités offertes par 1’outil
moléculaire depuis quelques années ont poussé certaines équipes a prospecter les mécanismes
proximaux de ces modifications (Thomas et al. 2005, Tain et al. 2006, 2007). Connaitre avec
plus de précision les organes ou les processus physiologiques affectés par les parasites ainsi
que le niveau de ces affections procéde de 1’avancée générale dans la connaissance en
parasitologie évolutive et plus particulierement de la manipulation parasitaire (Poulin 1995,
Thomas et al. 2005). Des substances libérées par les parasites peuvent par exemple, en
exercant leur action sur différentes voies neuronales ou endocriniennes, entrainer des
altérations phénotypiques a plusieurs niveaux et ainsi expliquer dans certains cas I’existence
de combinaisons de modifications comportementales. Deux axes sont aujourd’hui exploités
concernant ces mécanismes. Une approche par criblage global du protéome recherchant des
protéines candidates pour certaines fonctions (Ponton et al. 2006) ; une approche ciblée sur
des voies neuromodulatrices (Helluy & Thomas 2003, Tain et al. 2006, 2007). Des travaux
récents ont notamment mis en évidence, dans deux systémes hotes-parasites différents, une
modification de I’activité sérotonergique dans le cerveau des hotes manipulés (Helluy &

Thomas 2003, Tain et al. 2006, 2007).

3) La manipulation comportementale est-elle une altération adaptative pour le

parasite ?

a) Toutes les altérations phénotypiques ont-elles une signification adaptative ?

De maniére assez intuitive et vue la complexité de certaines altérations phénotypiques, il
pourrait étre établi que toute altération du phénotype de 1’hdte intermédiaire le rendant plus
vulnérable a la prédation par I’hote définitif est adaptative pour le parasite (Combes 2005).
Nombreux sont les exemples suggérant ou affirmant que les modifications du comportement
d'hotes parasités sont avantageuses pour le parasite, dans la mesure ou elles favorisent

I’accomplissement de son cycle en augmentant sa probabilité de transmission vers 1'hote aval
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(voir Moore 2002 pour une synthése de ces études). Cependant face a la diversité de formes
comme de taxons d’hotes et de parasites que concernent ces modifications morphologiques et
comportementales, leur attribuer a toutes une valeur adaptative bénéficiant de facto au
parasite semble relativement présomptueux (Tierney et al. 1993, Urdal et al. 1995). Une
adaptation peut étre considérée comme un trait déterminé génétiquement qui est devenu ou est
en train de devenir prédominant dans une population car il confére un avantage sélectif a celui
qui le porte a travers 1’amélioration d’une quelconque fonction (Ridley 2003). Ridley (2003)
fait remarquer que toutes les conséquences bénéfiques d'un caractére ne doivent cependant
pas étre considérées comme adaptatives, seules celles pour lesquelles le trait a été sélectionné
méritent cette appellation. Des traits complexes peuvent cependant exister par une succession
progressive d’adaptations rendant le trait mieux adapté a son environnement et le rendant plus
complexe. Le cas bien connu de la formation de I’ceil a par exemple été démontré a la fois par
Strickberger (1990) par une étude comparative sur les mollusques actuels, et par Nilsson &
Pelger (1994) par simulation informatique. Ces travaux montrent que les divers constituants
de I’ceil peuvent avoir évolué de maniére indépendante par petites étapes pour produire un ceil
aussi complexe que celui des pieuvres ou des calmars. La manipulation a également été
envisagée comme un suicide (Smithtrail, 1980, Moore 1984), suicide qui pourrait étre
considéré comme une adaptation de la part de 1’hote selon I’hypothése de la sélection de
parentele (Hamilton 1964, 1972). En effet, si un individu hote posséde un nombre suffisant de
genes en commun avec ses congéneres et sous certaines conditions, son sacrifice permettra
aux individus ayant ces génes en commun avec lui de perdurer, son suicide protégeant ses
congénéres de ’infection (Moore 1984, Poulin 1992). Cette hypothése est cependant tres
discutée et ne semble pas s’appliquer a tous les cas de manipulation.

- Une question restant ouverte encore aujourd’hui est celle concernant ce que Gould et
Vrba (1982) on appelé I’exaptation. Ce concept postule que certains caractéres que présentent
les organismes ont été¢ sélectionnés jadis pour une fonction qu’ils ne remplissent plus
aujourd’hui. Une mutation génétique aurait ainsi pu étre sélectionnée car elle augmentait la
survie du parasite dans 1’hdte et a acquis secondairement une valeur adaptative car elle
modifiait le comportement de 1’hdte et conférait un avantage en terme de transmission
trophique au parasite. Cependant, Futuyma (1998) précise que si ce caractere est devenu
neutre, on peut parler d’exaptation, mais que s’il a acquis une nouvelle fonction sous 1’effet

de nouvelles pressions de sélection, alors on peut parler d’adaptation pour la nouvelle
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fonction. Dans ce cas, on peut alors se demander si le trait considéré reste toujours identique a
I’originel et si ce genre de filiation est réellement pertinente.

Des réflexions théoriques visant a définir des conditions permettant d’affirmer ou d’infirmer
le caractére adaptatif des altérations phénotypiques que présentent les hotes parasités ont été
menées principalement par deux auteurs, le frangais Claudes Combes et le canadien Robert

Poulin, qui envisagent la question chacun sous un angle différent.

- Le point de vue de Combes
Combes (1995, 2001), dans une démarche originale adaptée de Keymer & Read (1991),
propose qu’avant de postuler que la modification observée est a la fois le résultat d’une
manipulation par le parasite et avantageuse pour ce dernier, il convient d’écarter les quatre
hypothéses alternatives suivantes :

- La modification n’a pas de valeur adaptative (ni pour le parasite ni pour 1’hdte) :

certaines modifications morphologiques ou comportementales peuvent étre présentes chez un
hote sans offrir au parasite un quelconque avantage adaptatif. Lorsqu’une modification
comportementale est par exemple le fait d’'une modification hormonale, il se peut que les
mécanismes a la base de cette modification soit opérationnels sur d’autres organismes que
I’hote intermédiaire du parasite. Le cestode de carnivore Spirometra mansonoides provoque
par exemple chez des souris infectées une accélération de la croissance les rendant rapidement
énormes (Mueller 1974). Ces souris obeéses deviennent alors beaucoup plus faciles a capturer
pour les chats, hotes définitifs du cestode, et on se trouve la dans un parfait exemple de
favorisation. Cependant, il se trouve qu’en conditions naturelles, 1’hdte intermédiaire
majoritaire de ce cestode n’est pas la souris mais une couleuvre qui ne présente pas cette
anomalie de croissance. La modification morphologique induite sur la souris ne peut donc pas
étre considérée comme ayant une valeur adaptative pour le parasite si le taux de rencontre
entre ces deux organismes n’est que trés rare. Une modification peut étre dans certains cas
expliquée par des contraintes phylétiques. Une altération morphologique ou comportementale
peut avoir été sélectionnée dans une association hote parasite ancestrale donnée en vertu du
bénéfice qu’en retirait le parasite. Ensuite, ce trait peut avoir été conservé par les especes
comprises dans la lignée évolutive des especes parasites, sans qu’il ne leur confere

obligatoirement un avantage (Moore & Gotelli 1990).
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- La modification est une réponse adaptative de 1’hdte : alors que de nombreuses

modifications comportementales rendent les hotes intermédiaires surexposés au risque de
prédation par 1’hote définitif du parasite, Moore et Gotelli (1992) ont rencontré un effet
inverse chez la blatte Supella longipalpa infectée par le parasite de rat Moniliformis
moniliformis. Les blattes infectées présentaient en effet une tendance, par rapport aux
individus sains, a occuper davantage une zone a ’ombre qu’une zone éclairée. Les auteurs
concluaient alors que pour la premicre fois, ils démontraient que les hotes intermédiaires
diminuaient leur exposition a la prédation par des prédateurs visuels, ce qui peut étre mis sur
le compte d’une réaction adaptative de I’hdte et non du parasite. Cependant les rats sont certes
des prédateurs visuels, mais également des prédateurs nocturnes et préférant les zones peu
¢éclairées. Ainsi il se peut que si le choix est laissé a un rat entre une zone éclairée et une zone
sombre, celui-ci préférera lui aussi la zone sombre, auquel cas le choix opéré par les blattes
infectées concorde parfaitement avec celui induit par le parasite chez 1’hdte intermédiaire. Il
reste donc a prouver que le preferendum pour les zones sombres diminue le taux de prédation
de la blatte infectée pour étre sir que cette modification comportementale est bien une
réponse adaptative pour 1’hote et non pour le parasite (Perrot-Minnot et Cézilly 2007).

- La modification a une valeur adaptative mais n'est pas directement liée a la

transmission : un exemple de modification comportementale dont la documentation va
croissante est celle induite par le trématode Diplostomum spathacum sur les poissons comme
la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Seppéld et al. 2004, 2006). Lorsqu’ils sont
infectés, ces poissons passent une grande partie de leur temps a nager prés de la surface, et
sont donc plus visibles que les poissons non infectés, ce qui les rend plus vulnérables a la
prédation par des oiseaux chassant a vue comme la grande aigrette Ardea alba ou le héron
cendré Ardea cinerea. 11 a été démontré que les poissons infectés sont tous victimes d’une
cataracte sévere. Cette opacité de la cornée rend le poisson pratiquement aveugle, et on peut
alors considérer que soit il n’est plus en mesure de percevoir s’il se trouve en zone éclairée ou
sombre et visite les deux espaces indifféremment, soit la demande en lumicre devenue
nécessaire a une bonne vision 1’oblige a se placer dans les zones fortement éclairées. Cette
pathologie peut s’expliquer par une accumulation lente de déchets métaboliques excrétés par
le parasite dans 1’ceil et entrainant une telle opacification. Cependant les parasites a croissance
rapide et arrivant au stade infestant en un laps de temps trés court peuvent induire une forte

cataracte du fait d’une évacuation trop lente des déchets par le poisson par rapport a leur
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production : ces parasites peuvent avoir €té favorisés au cours de I’évolution pour augmenter
la susceptibilité des poissons aux prédateurs (Seppdld et al. 2005). Tout ceci n’explique
néanmoins pas la localisation du parasite au niveau de 1’ceil. Il se trouve que 1’ceil est un
organe dans lequel le systéme immunitaire du poisson, comme de beaucoup de vertébrés, n’a
que peu d’emprise (Szidat 1969, Rauch ef al. 2006), le parasite s’y trouvant est donc invisible
aux défenses immunitaires de 1’hote. Ce ne serait donc pas la manipulation qu’exerce le
parasite oculaire sur son hote en tant que telle qui aurait été sélectionnée mais la localisation
du parasite dans une zone ou il se trouve a I’abri de tout phénomene de résistance de 1’hote. Il
ne faut toutefois pas exclure I’hypothése d’une amplification de la production de déchets au
cours de la coévolution.

- La modification n’est pas le résultat d’une sélection sur la transmission : des

modifications de comportement ou d'apparence peuvent apparaitre chez les hotes infectés sans
bénéfice pour le parasite. L'occupation des zones de surface par les truites arc-en-ciel citée
précédemment pourrait étre assimilée a cette catégorie car il semblerait que ce sont les
déchets métaboliques excrétés par le parasite qui provoquent ce comportement, c'est donc
dans ce cas un produit lié¢ a l'infection qui modifie le comportement sans que la sélection n'ait
agi sur celui-ci. D'autres exemples existent concernant ces sous-produits liés a l'infection. Des
effets secondaires peuvent faire penser que le parasite modifie un trait de son hote a son
bénéfice alors qu'il n'en est rien, ceci pouvant parfois étre renforcé par le fait que des
modifications similaires dans des systémes hotes parasites proches ont été prouvées comme
bénéfiques pour le parasite. Le cestode intestinal de carnivore Multiceps multiceps se loge
dans le cerveau des moutons, ou I’'immunité est plus faible que dans le reste du corps, qui lui
servent d'hte intermédiaire et provoque chez ceux-ci un tournis les rendant plus vulnérables
aux loups et aux chiens. Un tel comportement aberrant est également rencontré chez les
moutons hébergeant les larves du diptere Oestrus ovis, 1'oestre du mouton. Ces larves vont se
développer dans les sinus du mouton avant de se transformer en pupe et de tomber au sol pour
continuer leur développement et éclore en mouche adulte. Dans ce cas, ce n'est que
l'obstruction des sinus provoquée par les larves du diptére qui donnent le tournis aux moutons,
et les prédateurs consommant ces proies faciles ne constituent en rien une étape dans le cycle
de reproduction du diptere, dont les larves seront alors perdues. Combes (2001) notait que la

contribution des effets pathologiques sur I'hdte est rarement considérée pour interpréter le
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changement de comportement, et les travaux de Poulin (2000) tendent a montrer que dans

bien des cas leur implication ne doit pas étre écartée.

Une fois ces quatre hypothéses alternatives écartées, Combes (2001) propose que 1’on puisse
conclure que I’altération présente une valeur adaptative pour le parasite. Il ne reste plus alors
qu’a démontrer que cette altération favorise la transmission trophique du parasite pour lui
accorder un caractére adaptatif. Combes fait donc une distinction entre la manipulation,
phénomene exercé par le parasite sur son hote, et n’étant pas le résultat d’un autre processus
sélectif, et la favorisation qui est ’augmentation de transmission de I’hote intermédiaire
induite par le parasite, en d’autres termes un processus adaptatif sélectionné par le succes de
la rencontre avec 1’hote. Une favorisation peut donc avoir lieu sans qu’il n’y ait forcément de
manipulation de 1’hote de la part du parasite, la manipulation n’étant qu’un des processus de
favorisation ayant été¢ sélectionné car augmentant les chances de transmission du parasite
(Combes 1991). Le processus de favorisation doit donc obligatoirement avoir une
signification adaptative, c'est-a-dire qu’il doit étre le produit d’une sélection dans le pool
génétique du parasite. Cependant, ne peuvent étre considérés comme des processus de
favorisation que des traits comportementaux qui modifient la position du parasite et de sa
cible dans 1’espace et/ou dans le temps et ont pour conséquence d’augmenter la probabilité de
rencontre avec 1’hote définitif, ce qui constitue un point de vue trés éthologique. Ces traits
impliquent obligatoirement un stimulus et une réponse, et Combes (1991, 2001) souligne que
méme si des adaptations physiologiques ou morphologiques renforcent fréquemment les
modifications comportementales, elles ne peuvent, a son sens, étre considérées comme des
processus de favorisation. Cette restriction semble antinomique avec la définition de base que
donne Combes de la favorisation, car des modifications morphologiques comme
comportementales faisant partie intégrante du pool génétique du parasite ont ét¢ démontrées
comme augmentant sa transmission. Enfin un dernier point que précise Combes est que la
favorisation doit étre démontrée quantitativement pour étre ainsi nommeée et que les exemples
convaincants se faisaient rares en 1991 (précisons qu’ils ne sont pas beaucoup plus abondants
depuis). Si I’on considére chacune des hypothéses proposées par Combes et qu’on se réfere
aux exemples les illustrant, il semble que la plupart présentent des difficultés d’ordre
méthodologique quant a leur mise en évidence pratique. En effet, il semble plus difficile de

construire une démarche expérimentale par élimination successive d’hypothéses, Combes
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insistant notamment sur le fait que I’ensemble des quatre hypothéses alternatives doivent étre
¢cartées pour conclure a une signification adaptative de la manipulation de 1’héte, du moins
en |’état actuel des connaissances sur les différents systémes hotes parasites. En reconsidérant
le cas de la cataracte détaillée ci-dessus, rien n’est connu sur les colits que représentent une
telle pathologie, comme le risque pour le poisson de mourir sans que le parasite n’ait pu se
transmettre (mort d’inanition ou par emprisonnement dans des poches d’eau se formant en
marge des riviéres au cours d’une crue mais s’asséchant rapidement avec la décrue : les
poissons nageant en surface ont plus de risques de se retrouver ainsi isolés que ceux restant au
fond et ne quittant pas le lit du cours d’eau par exemple). Une seule étude a a ce jour tenter
une telle démarche « a rebours », il s’agit du travail de Franz et Kurtz (2002). Ces auteurs ont
¢tudié des copépodes Macrocyclops albidus infectés par Schistocephalus cephalus, parasite
de I’épinoche a trois épines Gasterosteus aculeatus. Les copépodes infectés ayant des
difficultés a s’échapper ainsi qu’un niveau d’activité général plus €levé que les individus ne
présentant pas l’infection, Franz et Kurtz (2002) ont cherché si les hotes présentaient des
affections énergétiques ou musculaires suite a leur infection, pouvant étre considérées comme
adaptatives ni pour le parasite ni pour I’hote. Le parasite n’ayant d’effet ni sur les ressources
en ¢énergie ni sur la masse musculaire de leurs hotes, qui présentaient néanmoins des
modifications comportementales, Franz et Kurtz (2002) proposent que ce cestode manipule
activement le copépode. Méme si les propositions méthodologiques de Combes étaient déja
présentes lorsque Poulin a avancé les siennes en 1995, le fait que les idées de Combes ne
soient parues que sous la forme de livre (paru qui plus est en francais a I’origine) et non
d’article scientifique n’a certainement pas joué en leur faveur quant a leur mise en application

pratique.

- Le point de vue de Poulin
Poulin (1995) a pris la question dans I’autre sens en proposant une série de conditions qu’une
altération doit remplir pour qu’elle puisse étre établie comme adaptative pour le parasite.
Certaines de ces conditions sont coincidantes avec les hypothéses de Combes, mais Poulin a
fourni un cadre conceptuel et pratique que de nombreuses études ont adopté par la suite car

certainement plus facile a mettre en ceuvre concrétement. Ainsi donc, pour qu’une altération
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phénotypique puisse €tre considérée comme un cas de phénotype étendu et donc adaptative,
Poulin (1995) précise qu’elle doit satisfaire aux critéres suivants:

- Convergence phylogénétique : sur une échelle macro évolutive, si des altérations

phénotypiques identiques ont évolu¢ dans des lignées différentes de parasites a cycles
similaires, alors celles-ci sont stirement adaptatives. Seuls Moore et Gotelli (1996) ont
effectué une étude a ce sujet et ont démontré que la capacité du parasite M. moniliformis a
altérer le comportement de différentes espéces de blattes ne présentait aucune concordance
avec une phylogénie de cette espece hdte. Ces altérations sont donc apparues de manicre
répétée et indépendante dans les différentes lignées de blattes. En 1’absence de contraintes,
des adaptations similaires doivent donc avoir évolué indépendamment dans plusieurs lignées
distinctes sous des pressions de sélection similaires pour étre adaptatives. Une convergence
comparable est également rencontrée chez deux taxons différents de parasites, les trématodes
et les acanthocéphales, exploitant fréquemment un type d’hote commun, les amphipodes. Les
stades adultes des trématodes et acanthocéphales se trouvent souvent dans des vertébrés tres
proches, comme des poissons ou des oiseaux d’eau. C’est le cas notamment du trématode
Microphallus papillorobustus parasite de laridés au stade adulte (Helluy 1983a, Helluy 1983,
Thomas et al. 1996a, Thomas et al. 1996b), de Polymorphus minutus et Polymorphus
paradoxus, parasites de canards colverts entre autre au stade adulte (Bethel & Holmes 1973,
1974, Cézilly et al. 2000). Ces deux parasites doivent donc passer par un hote définitif tres
semblable en termes de méthode de prise alimentaire, et exploitent deux espéces
d’amphipodes relativement proches : Gammarus insensibilis ou Gammarus aequicauda pour
le premier, et Gammarus pulex pour le second. Les modifications comportementales induites
par ces parasites sur leurs hotes intermédiaires sont trés proches, elles consistent
principalement a faire remonter les gammares a proximité de la surface de ’eau par une
inversion du géotactisme, les rendant surexposés a la prédation par les hotes définitifs des
parasites. Les mémes pressions de sélection exercées sur ces deux systemes hote parasites
phylogénétiquement indépendants produisent donc les mémes effets sur les hotes
intermédiaires.

- Relation entre le type de modification du comportement et le type d’hote cible :

il doit exister un lien logique entre la modification du comportement observée et le type
d’héte ciblé (Futuyma 1998). Peu d'études ont cependant démontré l'existence d'un tel lien

entre 1’altération du phénotype de I'hdte par le parasite et les bénéfices pour le parasite en
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terme de transmission. Moore (1983) a observé chez une espece de crustacé isopode terrestre
(Armadillidium vulgare) parasité par un acanthocéphale (Plagiorhynchus cylindraceus) un
choix d'habitat différent selon le statut parasitaire. Cette modification du choix de I'habitat
s'accompagne dune altération du comportement de fuite des individus infectés se traduisant
par une proportion plus importante d'individus parasités dans le régime alimentaire de
'étourneau (Sturnus vulgaris), hote définitif du parasite, que dans le milieu naturel. Cette
¢tude, bien qu’ayant fait date car elle était ['une des premieres a démontrer
expérimentalement, et surtout in natura, une augmentation de la transmission trophique d’un
parasite manipulateur, a fait intervenir des proportions et des tailles d’échantillons
relativement restreintes et est donc sujettes a caution. En revanche, un bel exemple de
modification comportementale pouvant étre reliée au type d’hote ciblé se rencontre encore
une fois dans le milieu aquatique et concerne encore les acanthocéphales et les amphipodes.
Deux especes d’acanthocéphales, Pomphorhynchus laevis et Polymorphus minutus, exploitent
une espéce commune comme hote intermédiaire, I’amphipode G. pulex. Cependant, les
modifications comportementales induites par ces deux espéces de parasites sont bien
différentes et semble concorder avec le type d’hote ciblé par chacune d’entre elles. P. minutus
est un parasite d’oiseau et inverse le géotactisme des gammares infectés, ce qui les améne a la
surface et sur les bords des rivieres (Cézilly et al. 2000), alors que P. laevis est un parasite de
poisson et inverse le phototactisme de ses hotes (Cézilly et al. 2000, Perrot-Minnot 2004), les
faisant sortir de sous les pierres ou ils se trouvent habituellement pour éviter d’étre mangés
par des poissons chassant a vue dans le courant. C’est ici un exemple clair d’ajustement de
modification de comportement en fonction de 1’hdte ciblé, méme si celui-ci n’est
potentiellement pas le seul a consommer ces proies infectées.

- Complexité : alors que des traits simples peuvent aussi bien étre des adaptations
qu’étre arrivés par pur hasard ou étre des sous-produits d’autres changements sélectifs, des
traits complexes ont beaucoup moins de chance d’étre le produit d’un accident ou de la
chance. Avec le précédent, ce critere permet de faire le distinguo entre les effets
pathologiques provoqués par [D’infection et de réelles altérations comportementales.
L’explication la plus parcimonieuse pour comprendre de nombreuses altérations serait en
effet qu’elles sont des sous-produits de 1’infection parasitaire. La majorité des altérations
phénotypiques connues sont de simples augmentations ou diminutions de la proportion de

temps durant laquelle les hotes infectés présentent un certain comportement par rapport aux
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individus non infectés (Poulin 1995). Une augmentation comme une diminution d’activité
peuvent d’ailleurs favoriser la transmission trophique (Poulin 1994). Un parasite affectant par
exemple les capacités respiratoires de son hote meénera celui-ci vers des zones richement
oxygénées. Ces zones peuvent également par le fait du hasard étre a haut risque de prédation
par I’hdte suivant du parasite et ce ne serait que I’augmentation de la demande en énergie lié¢e
a D’infection qui forcerait 1’hote a tolérer de plus grands risques de prédation (Giles 1983,
Milinski 1985, Godin & Sproul 1988, Haye & Ojeda 1998). Dans la mesure ou la rencontre
favorisée avec 1'hdte n'est qu'une conséquence de l'effet pathologique sur 1'hote, ce cas de
comportement modifié¢ ne peut étre considéré comme adaptatif. Comme vu précédemment, les
fievres ou recherches de points hauts dans 1I’environnement peuvent étre considérées comme
des sous-produits de I’infection, avec pour conséquence de la fievre d’anéantir le pathogene
par la chaleur, et, pour la recherche de points hauts, celle de lutter contre une hypoxie par
exemple en milieu aquatique. A [D’inverse d’autres effets comme une inversion de
comportement anti-prédateur chez 1’hote intermédiaire, ou des mécanismes de sécrétion
d’hormones ou d’autres substances par le parasite dans 1’hote favorisant sa transmission,
s’assimilent plus difficilement a un effet pathologique car ils peuvent faire intervenir des
mécanismes physiologiques complexes (Adamo 2002).

- Bénéfice en terme d’aptitude pour le parasite manipulateur : démontrer que la

modification comportementale est adaptative revient a montrer qu’elle conduit a une
augmentation de I’aptitude phénotypique du parasite. Cette démonstration peut s’effectuer en
¢tablissant par exemple une corrélation positive entre [’amplitude du changement de
comportement de I’hote intermédiaire et le taux de transmission du parasite a 1’hote définitif :
plus la modification comportementale est intense plus la transmission du parasite a son hote
définitif doit étre élevée. Brown et al. (2001) montrent que la charge parasitaire en Ligula
intestinalis  (Cestode) est positivement corrélée a l'intensité des modifications
comportementales chez 1’hote intermédiaire, le gardon (Rutilus rutilus), mais le lien avec la
transmission trophique n’est pas encore établi. Cette corrélation n’est cependant pas retrouvée
chez les acanthocéphales (Cézilly et al. 2000). Il est donc probable que les niveaux
d’infection ne soient corrélés aux niveaux d’altération phénotypique que dans certains taxons
et non dans d’autres. Concernant ce dernier critere Poulin (1995) notait que, bien que difficile
a tester, il constituait néanmoins le plus essentiel des quatre et permet d’établir le caractére

adaptatif de la manipulation.
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La méthode de Poulin semble plus se préter a I’expérimentation que celle de Combes. I1
n’est cependant pas clairement discuté du fait que les quatre points doivent étre réunis ou non.
L’augmentation de la transmission est un élément critique dans la notion de manipulation
selon Poulin, mais les exemples la démontrant restent peu nombreux. Progresser dans
I’investigation de ces quatre points a permis et permettra encore de préciser les scenarii
évolutifs concernant les altérations phénotypiques, fournissant ainsi davantage d’explications
sur le caractére adaptatif ou non de celles-ci. Il y a quelques années, une synthése notait que
vingt cinq études avaient conclu a une prédation accrue indubitable des hotes intermédiaires
infectés par I’hote définitif du parasite (Moore 2002), mais seulement trois d’entre elles
avaient ét¢ conduites en conditions naturelles. Globalement, le quatriéme critére de Poulin
(1995) semble donc étre vérifié. Brent Nickol (2005) fait cependant remarquer que les efforts
intellectuels doivent encore se concentrer sur la démonstration que les modifications du
phénotype augmentent bel et bien la transmission trophique du parasite et sur la clarification
des mécanismes impliqués.

L'étude du caractére adaptatif de la manipulation pourrait sembler €tre uniquement un
probléme de terminologie. Cependant, face aux quelques possibilités évoquées ci-dessus, on
peut comprendre qu'il faut surtout éviter de faire un excés d'adaptationisme et garder un esprit
critique sur ce qui est observé. Pour bien comprendre comment la manipulation intervient, il
est également nécessaire de préciser ce qui la conditionne. Thomas et al. (2005) doutent de
I’utilit¢ d’une distinction entre effets pathologiques et réelle manipulation parasitaire
adaptative, considérant que toute altération phénotypique apportant un bénéfice en terme
d’aptitude phénotypique peut étre admise comme adaptative pour le parasite. Le fait est que le
caractére adaptatif de la plupart des altérations phénotypiques causées par les parasites reste a

étre démontré de maniere convaincante (Thomas et al. 2005).

b) Preuves établies ou inférences ?

Une certaine prudence doit €tre de mise concernant de nombreuses études portant sur la
transmission trophique accrue par le parasite. Un des raccourcis les plus fréquemment
rencontré est I’attribution du caractere adaptatif sans que la transmission n’ait réellement été

testée. Plusieurs possibilités sont rencontrées :
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(1) soit I’expérience de prédation n’a pas eu lieu et les auteurs concluent au caractére
adaptatif par extrapolation. Bethel et Holmes (1973) ont comparé les modalités des
modifications comportementales de deux espéces parasitaires sur un hote intermédiaire
commun, ces deux especes parasitaires ayant deux hotes définitifs différents. Gammarus
lacustris est I’hote intermédiaire de deux especes de parasites acanthocéphales Polymorphus
marilis et Polymorphus paradoxus. Le gammare sain évite la lumiére et, s’il est dérangé,
s’enfouit dans le substrat. Parasité par P. marilis, il choisit des zones éclairées mais garde le
méme comportement de fuite. Infesté par P. paradoxus, il est photophile et se précipite vers la
source de perturbation en rasant la surface de 1’eau. Il existe donc une certaine variabilité dans
les modalités de la manipulation pour une méme espéce hote intermédiaire selon I’espéce
parasitaire hébergée. Le preferendum lumineux du gammare parasité par P. marilis ’amene
dans la niche alimentaire du petit morillon (Aythya affinis), un canard plongeur, principal hote
définitif du parasite. L’activité en surface du gammare parasité par P. paradoxus a pour
conséquence une présence dans 1’espace de son hote définitif, le canard colvert (Anas
platyrhynchos), canard de surface. A travers cet exemple, ou les individus parasités par les
deux especes sont observés suivant le méme protocole expérimental, la spécificité de la
manipulation est trés bien mise en évidence, mais son efficacité¢ réelle vis-a-vis des hotes
définitifs n’a pas été testée. L’avantage conféré par ce comportement modifié peut sembler
suffisamment évident pour ne pas réclamer de preuves expérimentales impliquant 1’hote
définitif. Cependant, méme si a priori les individus parasités sont plus présents dans le milieu
ou I’hote définitif se trouve, rien ne prouve qu’ils soient plus choisis par cet hote définitif
pour autant.

(2) Soit elle a été simulée comme c’est le cas d’expériences tentant d’attraper des
poissons infectés avec une passoire pour établir leur vulnérabilité (Seppild ef al. 2004) mais
ces expériences ne renseignent en rien sur I’ajustement de la manipulation par rapport au type
d’hote ciblé.

(3) Soit enfin I’expérience a été réalisée avec un prédateur qui ne constitue pas un hote
définitif potentiel pour le parasite. C’est le cas notamment de 1’expérience de Webber et al.
(1987) qui ont exposé¢ des larves de moustique Aedes aegypti parasité par le trématode
Plagiorchis noblei a des poissons rouges. Les larves de moustiques infectées étaient plus
consommeées que les non infectées, mais le poisson rouge n’est pas un prédateur que les larves

de moustiques ou le trématode rencontrent dans leur milieu. Le choix du prédateur doit donc
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étre réaliste écologiquement quand il s’agit de tester ’augmentation de transmission trophique
des proies parasitées. Une critique supplémentaire pouvant étre apportée a certaines études
(présentant les défauts précédemment cités ou non) porte sur les proportions relatives de
proies infectées et non infectées offertes aux prédateurs ou pseudo prédateurs. Celles-ci sont
rarement le reflet des proportions rencontrées dans la nature, bien souvent pour des
commodités expérimentales ou d’analyse (Perrot-Minnot & Cézilly 2007). Ce biais est
considérable quand par exemple des proportions de 50% de proies parasitées sont offertes aux
prédateurs lors d’expériences de prédation en milieu controlé alors que les prévalences en
milieu naturel n’atteignent que trés rarement ces niveaux. Enfin, les études qui se sont
attachées a reproduire le plus fidélement les conditions environnementales réelles des
organismes n’ont pas toutes montré une transmission accrue du parasite vers son hote définitif

(Urdal et al. 1995).

¢) Un critére majeur, le gain en aptitude phénotypique

Le terme de Transmission Trophique Induite par le Parasite (TTIP) désigne le fait que 1’hote
parasité est plus vulnérable a la prédation que les individus non infectés de son espéce
(Lafferty 1999, Parasite Induced Trophic Transmission dans le texte original). Ce terme rend
compte du fait que les proies dont le comportement est modifié par le parasite sont plus
exposées a la prédation. Le seul moyen objectif de tester si les modifications observées chez
les individus infectés sont adaptatives est d’effectuer des expériences de prédation démontrant
la plus grande vulnérabilit¢ des proies infectées. Or peu d’études se sont penchées sur ce
probléme et par conséquent le lien direct entre les changements induits par les parasites et la
transmission trophique n’a été jusqu’a aujourd’hui que trés peu démontré. Un cas
symptomatique est rencontré chez les succinées infectées par le trématode Leucochloridium
paradoxum, parasite d’oiseaux comme I’étourneau Sturnus vulgaris (Rennie 1992, Casey et
al. 2003). Cette association, de par son caractére trés extravagant, sert couramment d’exemple
de modifications d’apparence favorisant la prédation de I’hote. La succinée, petit escargot
terrestre, voit en effet son comportement, sa morphologie et sa couleur profondément
modifiés lorsqu’elle est infectée par L. paradoxum : le sporocyste du parasite, bourré¢ de
métacercaires infestantes, envoi des ramifications dans les antennes de 1’escargot, ces

ramifications distendent la peau de ses antennes et des bandes jaunes et vertes transversales
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aux antennes apparaissent alors par transparence. Ces stries sont en plus animées de
mouvements ondulatoires en réponse uniquement a la lumiére et miment ainsi tres
efficacement une chenille dont sont friands les oiseaux. Etonnamment, Wesenberg-Lund
(1931) est le seul a avoir considéré une éventuelle prédation différentielle des succinées
infectées et aucune étude n’a suivi depuis. Or Wesenberg-Lund (1931) n’avait pas réussi a
démontrer que les proies infectées étaient a la fois plus repérables par les étourneaux, et a la
fois plus mangées par ceux-ci, que les proies non-infectées. Il observa méme des oiseaux
venant se poser et chanter a quelques metres a peine de ces proies, dont les pulsations
montaient jusqu’a 70 battements par minute, et, a son grand désappointement, ne les
remarquant pas.

Lorsque des expériences ont tout de méme été mises en ceuvre, elles étaient de deux types :

- Les expériences menées en laboratoire

Ces expériences ont pour principe d’offrir a un prédateur un nombre donné de proies
infectées et non infectées dans un microcosme. Apres un temps calibré, le prédateur est enlevé
du microcosme et les proies restantes comptées. Si une plus grande proportion de proies
infectées a été consommée que le prédateur n’en avait a sa disposition au départ de
I’expérience, alors I’infection peut étre tenue pour responsable d’une augmentation de la
transmission trophique de I’hote intermédiaire. Un probléme inhérent a cette méthode réside
dans le fait que le non remplacement des proies implique que si le prédateur présente une
préférence pour 1’un des deux types, ce type va se raréfier dans 1’environnement du prédateur
a mesure que celui-ci le préléve, induisant une sous-estimation de 1’augmentation de la
transmission trophique (Lafferty & Morris 1996). Quelques études ont démontré la plus
grande susceptibilit¢ des proies parasitées grace a de tels protocoles. Dans 1’association
Acanthocephalus dirus (acanthocéphale) — Asellus intermedius par exemple, Camp et
Huizinga (1979) ont mis en évidence une relation entre les altérations phénotypiques
(dépigmentation) et comportementales (hyperactivité¢) induites par le parasite chez 1’hote et sa
prédation préférentielle par le mulet & cornes (Semotilus atromaculatus) hote définitif du
parasite, (pour d’autres exemples voir entre autres Bethel & Holmes 1973, 1977, Moore 1983,
Poulin 1992, Pulkinen et al. 2000). Cependant d’autres études ne sont pas parvenues a faire
cette demonstration (Webster et al. 2000, Edelaar et al. 2003). Du fait de la difficulté a
réaliser ces expériences de prédation, parfois du fait du prédateur difficile a confiner, une

solution de substitution est de simuler un événement de prédation, avec une épuisette ou un
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filet par exemple (Seppild et al. 2004). L’extrapolation est certes ici moins hasardeuse que
dans le cas ou I’expérience de prédation est inexistante mais sa portée et son réalisme peuvent
étre discutables. Urdal et al. (1995) ont trouvé qu’un cestode altérait fortement le
comportement de son hdéte mais n’ont pas réussi a trouver une augmentation de la
transmission trophique liée a I’infection. Pourtant une proie non infectée était ingérée pour
1.25 infectée. 11 se peut que la méthode d’analyse employée n’ait pas détecté de différence
significative.

- Les expériences in natura

Elles consistent a estimer la prévalence dans le régime alimentaire du prédateur et de la
comparer avec celle rencontrée dans le milieu. Une prévalence plus élevée dans le régime
alimentaire que dans le milieu rendra indirectement compte d’une plus grande vulnérabilité a
la prédation des individus infectés. Malgré une simplicité apparente dans la démarche, les
¢tudes ayant mis en ceuvre ce type de protocole ne sont pas légions (figure 5).
Historiquement, la premiére fut celle de Van Dobben (1952) portant sur les grands cormorans
mais qui tenait plus du constat que de 1’étude de la transmission trophique a proprement
parler. En 1983, J. Moore fut la premiere a réaliser un réel travail longitudinal sur le terrain et
a ¢tudier, au sein du couple Armadillidium vulgare (isopode terrestre) — Plagiorhynchus
cylindraceus (acanthocéphale), le continuum allant de la prévalence du parasite dans le
milieu, en passant par les caractéristiques et I’amplitude des modifications comportementales
induites par le parasite sur 1’hote, jusqu’a la prédation différentielle des individus parasités par
rapport aux individus sains. Hoogenboom et Dijkstra (1987) ont procédé de fagon similaire
avec le campagnol des champs (Microtus arvalis) parasité par un protozoaire (Sarcocystis
cernae) dans le régime alimentaire des faucons crécerelles (Falco tinnunculus). 11 faut enfin
citer les recherches effectuées par Lafferty et Morris (1996) sur le cycle du trématode
Euhaplorchis californiensis. Jusqu’a 3000 métacercaires de ce parasite peuvent envahir la
boite cranienne du petit poisson marin des zones subtropicales Fundulus parvipennis. A
I’instar de nombreux hoétes intermédiaires, les poissons parasités ont un comportement tres
différent de celui des poissons non infectés : une inversion de leur géotactisme les fait
s¢journer fréquemment pres de la surface, ils effectuent en plus des mouvements désordonnés,
exhibant notamment leur ventre clair vers la surface. Chez les oiseaux piscivores tels que les
ardeidés, la vision de ce miroir peu faciliter le repérage de la proie et enclencher le

harponnage de celle-ci. L’adulte du parasite se développant chez la grande aigrette (Ardea
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alba), ces comportements augmentent la probabilité de transmission du parasite vers son hote
définitif. Les expériences réalisées en bassin extérieur par les auteurs démontrent que les
poissons parasités sont trente fois plus nombreux a étre capturés par les oiseaux que les
poissons non infectés. Récemment, Knudsen et al. (2001) ont montré que la proportion de
Gammarus lacustris infectés par Cyathocephalus truncatus dans les estomacs de I’omble de
Iarctique Salvelinus alpinus est 8 fois supérieure a celle du milieu. Cette étude n’est
cependant qu’un constat, reprenant la technique de Van Dobben, mais ne donne pas de détails
sur les altérations phénotypiques pouvant conduire a cette surreprésentation des hotes
intermédiaires dans le régime alimentaire de I’omble. Rares sont donc les études documentant

I’augmentation de transmission trophique en conditions naturelles, prouvant ainsi que la

simplicité apparente ne refléte pas la complication que représente la mise en application

concrete.
100
[l prévalence dans le milieu
[ prévalence dans le régime alimentaire
50
0  —
Plagiorhynchus Sarcocystis Euhaplorchis Cyathocephalus
cylindraceus cemae dans californiensis truncatus dans un
dans un un campagnol (b) dans un amphipode (d)
isopode (a) poisson (c)

Figure 5. Prévalences en proies parasitées observées dans le milieu et dans les contenus stomacaux
de 4 hotes définitifs, I'étourneau sansonnet (Sturnus vulgaris) pour Plagiorhynchus cylindraceus, le
faucon crécerelle (Falco tinnunculus) pour Sarcocystis cernae, des oiseaux piscivores pour
Euhaplorchis californiensis et 'omble de l'arctique pour Cyathocephalus truncatus (modifié d’apres
Poulin 1998, données de Moore 1983, Hoogenboom & Dijkstra 1987, Lafferty & Morris 1996, Knudsen
et al. 2001).
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d) Coiits associés a la manipulation et stratégies de limitation de ces coiits
Les études portant sur I’augmentation de transmission trophique ont, a de rares exceptions
pres, considéré uniquement 1’hdte définitif comme prédateur dans le systeéme, a I’instar des
quelques modeles populationnels sur 1’augmentation de transmission trophique (Dobson &
Keymer 1985, Dobson 1988). Les modéles de Poulin (1994) et Brown (1999) adoptaient un
point de vue centré sur le parasite pour étudier 1’évolution de la manipulation et considéraient
que la seule alternative a la transmission a I’hdte définitif était la mort du parasite dans 1’hote
intermédiaire. C’est 1a une faiblesse majeure car dans un contexte écologique plus large,
d’autres prédateurs ne pouvant servir d’hdtes définitifs pour le parasite peuvent également
consommer les hotes intermédiaires des parasites et ainsi influencer fortement la stratégie de
manipulation (Mouritsen & Poulin 2003). Du point de vue de ces prédateurs, c’est 1a une
manne providentielle car ces proies sont plus faciles a capturer que les autres et ne
représentent en rien un coft.

Un cas particulier de résistance a ce type de coit est rencontré chez les vers gordiens,
méme si ceux-ci ne rentrent pas dans la catégorie des parasites a transmission trophique. Ces
vers sont libres au stade adulte mais parasitent a 1’état larvaire des grillons des bois Nemobius
sylvestris, dans lesquels ils passent d’une larve microscopique a un vers occupant la presque
totalité de la cavité générale de leur hote (Schmidt-Rhaesa ef al. 2000, Schmidt-Rhaesa 2001).
La forme adulte du vers étant aquatique et le grillon des bois terrestre, le parasite exerce une
manipulation du comportement du grillon le faisant rechercher un point d’eau et s’y jeter, ce
qui entraine la mort trés probable (mais pas certaine) de 1’hdte mais la survie du parasite
(Thomas et al. 2002b, 2003). Une fois dans 1’eau, le ver sort du grillon en un temps variant de
quelques secondes a quelques minutes. A ce moment, le grillon flottant et s’agitant a la
surface de I’eau est fortement exposé a un risque de prédation par des poissons ou des
grenouilles dans lesquels le parasite ne pourra se reproduire. Si un tel événement de prédation
se produit, le ver a la capacité étonnante de sortir du prédateur du grillon juste apres s’étre fait
manger, en passant par la bouche, les branchies ou les narines (Ponton et al. 2006). Ces vers
ont donc évolué vers une nouvelle solution face a une prédation non désirée, ils sortent
activement de la cavité buccale de leur prédateur, et grace a leur cuticule rigide et résistante
ne subissant pas les attaques des sucs digestifs, retrouvent le milieu aquatique sans avoir subi
de dommages profonds. Les prédateurs constituant des impasses évolutives pour le parasite

représentent un colit considérable pour celui-ci, c’est ce que Mouritsen et Poulin (2003) ont
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appelé le « cauchemar du manipulateur ». Quatre catégories de prédateurs peuvent Etre
rencontrées par le parasite dans son milieu naturel : (i) ’hote définitif le plus approprié peut
se définir comme un héte dans lequel le parasite peut se développer et se reproduire dans les
meilleures conditions. C’est de cet hote que le parasite retirera le plus grand bénéfice en
s’implantant. (i1) d’autres hotes potentiels, dans lesquels il pourra se fixer mais se développera
beaucoup moins bien et tirera un moindre bénéfice. (iii) des prédateurs servant d’hotes
d’attentes, dits hotes paraténiques. (iv) des prédateurs non appropriés, ne constituant pas des
hotes définitifs propices a la fixation et au développement du parasite. Ces prédateurs
représentent alors un cotit considérable pour celui-ci.

La manipulation comportementale devrait donc apparemment étre ciblée sur un hote
terminal approprié et non exposer 1’hote intermédiaire a un ensemble de prédateurs non
appropriés dans lesquels le parasite ne pourra ni se fixer ni se développer correctement. Le
terme de favorisation introduit par Combes (1991) désigne la stratégie adaptative dont le
résultat est d’augmenter la probabilité qu’un stade infestant transmette ses genes (le fait que le
parasite favorise sa transmission vers son hote définitif par le biais d’une altération
comportementale). Les proies infectées sont 1a surreprésentées dans le régime alimentaire de
I’héte définitif par rapport a ce qu’elles sont dans le milieu de ce méme hote. 1l y a donc ici
une notion de spécificité sous-jacente de la manipulation. Souvent manquantes, les
informations concernant I’écologie et 1’éthologie des prédateurs inappropriés pour le parasite
s’averent cependant nécessaires pour comprendre les interactions entre le parasite et ses
différents prédateurs potentiels (Poulin 1995). Les épinoches parasitées par le cestode
Schistocephalus solidus risquent de se faire autant prédater par des oiseaux piscivores hotes
définitifs que par des truites ne constituant pas des hotes définitifs (Milinski 1985, Ness &
Foster 1999). Peu d’articles ont en outre montré des évitements de prédateurs non hotes par
les proies infectées. L’étude de Webber et al. (1987), montrant que les moustiques infectés
par Plagiorchis noblei (trématode) sont davantage susceptibles d’étre prédatés par des
campagnols des champs (Microtus arvalis), leur hote définitif, que par des guppies (Poecilia
reticulata), prédateurs non hotes, pourrait en faire partie. Les guppies utilisés dans cette étude
ne représentent cependant pas un prédateur présent dans I’environnement de la larve de
moustique ou du trématode, et le réalisme écologique de ces résultats s’en trouve fortement
diminué. Dans certains cas une transmission accrue vers des prédateurs ne pouvant constituer

un hote définitif pour le parasite a méme été trouvée (Urdal et al. 1995, Webster ef al. 2000),
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anéantissant alors le bénéfice de 1’altération pour le parasite et pouvant faire penser a des
effets pathologiques de I’infection. Les trématodes Microphallus sp. ménent leurs escargots
véhicules a rester sur la face supérieure des rochers dans les premiéres heures de la journée,
quand ils sont exposés a une prédation intensive par les oiseaux d’eau, et se cachent le reste
de la journée quand la prédation par des poissons, prédateurs non hdtes pour le parasite, est
augmentée (Levri & Lively 1996, Levri 1998). Ces observations font fortement penser a un
ajustement de la manipulation en fonction de la période de nourrissage de I’hote définitif et
donc a une certaine forme de spécificité de cette manipulation. Elles ne prouvent cependant
en rien que la manipulation peut imposer un colit aux parasites. Dans leur étude pionnicre
portant sur les colits et bénéfices relatifs de la manipulation parasitaire en milieu naturel,
Mouritsen et Poulin (2003) suggerent que la prédation par des prédateurs non hotes peut avoir

des conséquences importantes sur les dynamiques des populations de parasite.

e) Effet des parasites sur les écosystémes

Les communautés d’organismes ont des propriétés qui sont la somme des propriétés des
individus plus de leurs interactions (Begon et al. 2006), et ces dernic¢res sont précisément ce
qui rendent les communautés plus complexes que la somme de leurs parties. Au sein des
communautés, les réseaux trophiques rendent compte des flux d’énergie qui s’établissent au
niveau des différentes chalnes alimentaires. La description précise de ces réseaux n’est pas de
réalisation aisée et 1’intégration exhaustive de tous les parametres n’a été approchée que dans
peu d’¢tudes (Raffaeli & Hall 1992, Schmid-Araya et al. 2002, Thompson & Townsend
2003). Malgré le nombre grandissant de détails incorporés dans ce type d’étude, le groupe
fonctionnel des parasites est longtemps resté négligé (Marcogliese & Cone 1997, mais voir
Huxham et al. 1995), a I’exception preés du domaine, a part, des parasitoides. Cependant, le
role des parasites dans la structuration des communautés et la stabilité des écosystémes fait
I’objet d’une attention croissante depuis quelques années (Mouritsen & Poulin 2005, Thomas
et al. 2005a, Hatcher et al. 2006, Hudson et al. 2006, Lafferty et al. 2006). L’augmentation de
la susceptibilité des proies infectées par des parasites a cycle complexe peut en particulier
profondément modifier les relations trophiques. Ceci a pour conséquence de mettre des proies
en contact avec des prédateurs auxquels elles ne sont pas exposées lorsqu’elles ne sont pas
infectées. De tels effets peuvent avoir des conséquences importantes sur les transferts

d’énergie dans les écosystemes. D’ une part, I’hote définitif peut n’avoir que peu a gagner a
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chercher activement a éviter les proies infectées : elles sont plus faciles a capturer et I’adulte
du parasite ne cause que peu de tort a son hote définitif (Lafferty 1992). D’autre part, tous les
autres prédateurs —sous entendu non-hotes- présents dans 1’environnement de la proie
parasitée ne courent pas le risque d’étre parasités mais bénéficient de proies plus faciles a
capturer. Les proies infectées pourraient représenter une ressource en €nergie moindre par
rapport aux proies non-infectées, cependant les quelques rares études s’étant penchées sur le
sujet n’ont pas donné de résultats concluant (Franz & Kurtz 2002, Plaistow et al. 2001). De
plus, Fenton et Rands (2006) montrent que les parasites a transmission trophique n’affectent
pas forcément la persistance des prédateurs, mais que la manipulation peut induire de fortes
oscillations dans les densités de proies et de prédateurs et ainsi altérer le succes de prédation
des prédateurs. L’intégration de tous les prédateurs potentiels des proies infectées par des
parasites a cycle complexe ne renseignera donc pas uniquement sur le caracteére adaptatif de la

manipulation mais aussi sur I’impact que ceux-ci ont sur les communautés.

4) La spécificité de la manipulation, une réduction des coiits pour les parasites

a) Interactions proie - prédateur et communication animale

Au cours de 1’évolution, de nombreuses espeéces ont mis en place des adaptations
morphologiques, physiologiques et comportementales leur permettant d’éviter de se faire
prédater (Edmunds 1974, Bertram 1978, Elgar 1989, Kavaliers & Choleris 2001). Ces
adaptations réduisent soit la probabilité d’une attaque (comme par exemple le mimétisme, le
cryptisme ou les colorations aposématiques), ou diminuent ses chances de succeés (comme par
exemple les défenses chimiques ou les armes morphologiques) (Magurran 1999, Morin 2003).
L’environnement sélectif dans lequel les parasites évoluent en réponse a la prédation
comporte des particularités notables : alors que potentiellement tous les organismes libres ont
des prédateurs (a I’exception des top prédateurs adultes), trés peu d’espeéces de parasites sont
directement concernées par la prédation, du moins lorsqu’ils sont & I’intérieur de leurs hotes
(Combes 2001). Ils subissent néanmoins les prédateurs de leurs hotes (Thomas et al. 2002).
L’évitement des prédateurs est une stratégie clé pour la survie des organismes et il est crucial

pour ces organismes d’utiliser tous leurs sens pour éviter de se faire prédater (Abjornsson et
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al. 1997). La stratégie la plus bénéfique pour les proies est d’éviter autant que faire se peut la
rencontre avec leurs prédateurs. Pour cela, il leur faut éviter de partager la méme niche
¢cologique avec leurs prédateurs, que ce soit dans I’espace ou dans le temps. Lorsque ceci
n’est pas possible, la stratégie alternative qui s’offre a elles est de détecter les éventuels
prédateurs par les différents signaux qu’ils émettent afin d’y répondre et d’éviter de se faire
prédater. Les réponses anti-prédatrices peuvent étre provoquées par différents stimuli :
visuels, auditifs, hydrodynamiques et chimiques (Abjornsson et al. 1997). La capacité
d’identification des prédateurs a travers leurs signaux permet a la proie d’ajuster son
comportement et d’autres caractéristiques, telles que sa morphologie ou son histoire de vie,
avant la rencontre du prédateur afin d’augmenter sa survie (Abjornsson et al. 2000). La
présence de prédateurs peut conduire les proies a utiliser différents habitats, a modifier leur
période d’approvisionnement, a changer leur niveau d’activité ou altérer leur comportement
d’approvisionnement (Nystrom & Abjérnsson 2000). C’est principalement ces
comportements qui vont étre la cible des altérations phénotypiques induites par les parasites.

- Réaction a des signaux non spécifiques

Afin de s’assurer que sa route ne croise pas celle d’un prédateur donné, la proie doit se fier a
des signaux fiables et ubiquistes dans son environnement. Il en existe deux qui sont
couramment exploités par les proies pour prévenir la rencontre inopportune, ce sont la lumiére
-pour les organismes épigés- et la gravité. En évitant la lumiére, la proie s’assure de ne pas
étre a découvert et donc de ne pas se faire repérer par un prédateur. Cette lumicre, et son
intensité, rythment la vie de nombreux organismes qui calent leurs périodes de nourrissage, de
déplacement sur les rythmes jour/nuit. La gravité est quant a elle un gage de se trouver hors
de portée de nombreux prédateurs, que ce soit les brouteurs qui prélévent le haut des herbes
dans le cas des fourmis et des moutons par exemple, mais aussi en milieux aquatique de tous
les prédateurs chassant dans le courant ou a la surface de 1’eau telles les truites (Bagliniere et
Maisse 1991).

- Réaction a des signaux spécifiques

Si des cotts sont associés a la manipulation, alors les parasites doivent mettre en place des
adaptations leur permettant de réduire ces colts. Ils doivent notamment cibler plus
précisément leur hote définitif en augmentant leur vulnérabilité a ce dernier et/ou en évitant
de se faire manger par des prédateurs ne constituant pas des hotes potentiels (Cézilly &

Perrot-Minnot 2005). Pour ce faire, exploiter des réactions spécifiques d’un prédateur chez
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I’hdte intermédiaire semble étre une stratégie des plus efficace de la part du parasite. La
perception physique du prédateur peut se faire de différentes fagcons (chimique, visuelle,
thermique, vibratoire ou encore acoustique) mais les milieux dans lesquels évoluent les
organismes ont chacun leurs avantages et leurs inconvénients quant a la perception la plus
précise du signal. Une proie aquatique ne pourra par exemple pas compter repérer son

prédateur a sa chaleur car 1’eau est opaque aux infrarouges (rayonnements thermiques).

b) Communication chimique chez les crustacés, comportement anti-prédateur

Dans les environnements aquatiques, la visibilité réduite du fait de la turbidité¢ et de la
structure complexe de I’environnement (Chivers et al. 1996) et la bonne diffusion des signaux
chimiques dans I’eau font que la détection des prédateurs par voie chimique est un
phénomene largement répandu et utilisé chez les proies (Wisenden ef al. 1997). Ces indices
chimiques sont relachés lors de la détection, 1’attaque, la capture (odeur du prédateur) et
I’ingestion des proies (phéromones relachées par les proies blessées). L’odeur des prédateurs
(kairomones) est ainsi connue pour susciter des réponses anti-prédatrices chez beaucoup
d’organismes aquatiques tels que les arthropodes, les amphibiens, les poissons et les
protozoaires (Kats & Dill 1998). Les crustacés sont en particulier bien connus pour répondre
rapidement et spécifiquement a une large gamme de signaux chimiques comme physiques
(Boersma et al. 1998, Burks et al. 2000, Meerhoff et al. 2006). 1l a été démontré chez
Gammarus lacustris, amphipode d’eau douce, une diminution de I’activité, du taux de dérive
(Wudkevich et al. 1997) et chez Gammarus pulex un évitement actif des micro-habitats en
présence de prédateurs ainsi qu’une augmentation du taux de dispersion (Dahl 1998, Dahl et
al. 1998). 11 a également été constaté que le choix du micro-habitat par Gammarus roeseli
différait en présence d’odeurs d’organismes prédateurs ou non (Baumgirtner et al. 2003),
supposant un certain niveau de discernement de la part des proies, et donc de spécificité de
leur réponse en fonction du signal percu. Les invertébrés aquatiques augmentent en général
leur niveau de dérive en réponse a des prédateurs invertébrés et diminuent leur activité en
réponse a des prédateurs vertébrés (Sih & Wooster 1994). En réponse aux stimuli de brochets
par exemple, G. lacustris tente de quitter la colonne d’eau et de rester proche du sol et de la
végétation alors qu’en réponse aux stimuli de larves de libellules (prédateur benthique se

cachant dans la végétation) cette tendance n’est pas observée (Wudkevick et al. 1997). En
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réponse a la larve de plécoptére Phasganophora capitata, prédateur se mouvant lentement,
Gammarus pseudolimnaeus augmente son niveau de dérive alors qu’en présence d’écrevisses,

il diminue son activité (Williams & Moore 1985).

¢) Exploitation du signal par le parasite

Pour cibler leurs hoétes, les parasites peuvent se fier a deux types de stimuli, des stimuli
abiotiques comme la lumicre ou la gravité, et des stimuli biotiques comme les vibrations, la
chaleur ou I’odeur émises par leur hote. Les premiers ont I’avantage d’étre omniprésents dans
I’environnement du parasite. Les seconds sont moins courants dans son environnement, mais
plus fiables car ils peuvent indiquer avec beaucoup plus de précision la présence ou I’absence
de prédateur. Un investissement sur les premiers sera donc une valeur siire pour le parasite,
mais avec le risque associé¢ non négligeable que constituent les prédateurs non hotes pouvant
se trouver dans I’environnement. Investir sur le second semble bien plus rentable car permet
au parasite de cibler trés finement son hdte, et indirectement de payer un bien moins lourd
tribut a la manipulation du fait d’une diminution importante des risques associés a cette
manipulation. Une telle spécificité de la manipulation n’a été pour I’instant que trés peu
¢tudiée et la finesse de I’ajustement des altérations comportementales reste a élucider. Cette
dichotomie entre les deux signaux exploitables n’est bien entendu que factuelle et les deux ne

sont pas mutuellement exclusifs, il semblerait méme qu’ils puissent se combiner.

d) Vers une approche expérimentale optimisée ?

Une bonne appréhension du phénomene de manipulation de 1’hote par un parasite a cycle
complexe ne peut donc faire 1’économie d’investigation in natura. Malgré les écueils que de
telles études représentent du fait des nombreux parameétres difficiles a maitriser, les données
récoltées en conditions naturelles sont encore trop rares. Eu égard au nombre important
d’études aujourd’hui réalisées en laboratoire, les efforts doivent se porter sur le renforcement
des expérimentations in natura, la maitrise des paramétres environnementaux pouvant étre
approchée par une réplication et des tailles d’échantillons importants. Une bonne
connaissance des cycles de reproduction des parasites étudiés est indispensable pour prouver

I’augmentation de transmission trophique, car permet d’utiliser le prédateur adéquat et non un
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organisme aberrant vis-a-vis du parasite considéré. La connaissance du milieu dans lequel vit
le parasite permet aussi d’appréhender I’ensemble des prédateurs auxquels il est
potentiellement exposé et de les intégrer dans 1’équation permettant de conclure au caractere
adaptatif des altérations phénotypique qu’il induit chez son hote intermédiaire. Les études en
laboratoires, plus que démontrer la prédation accrue des proies parasitées par [’hote définitif
du parasite, doivent apporter des précisions quant aux signaux exploités par le parasite pour
achever son cycle et avec quel niveau de discernement, de spécificité, ces signaux sont
exploités. Il semble évident que tous les systémes hotes/parasite a cycle complexe ne se
prétent pas aussi facilement a I’ensemble de ces expériences. Cependant, dans la diversité des
systémes aujourd’hui connus, certains semblent présenter des caractéristiques les disposant a

tout ou partie des champs proposés ci-dessus.
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La manipulation de I'hbte par les parasites acanthocéphales

1) Introduction sur les acanthocéphales, présentation générale

L’embranchement des acanthocéphales est un petit groupe de vers helminthes triploblastiques
acoelomates (ou pseudo-coelomates) comprenant environ 1150 especes (De Meelis & Renaud
2002). Exclusivement constitué de formes parasites internes, cet embranchement tire son nom
du grec Acantho (=épine) et cephala (=téte) (Bush et al. 2001). C’est en 1684 que le médecin
italien Francesco Redi en fit la premiére description en observant un individu
d’Acanthocephalus anguillae dans un intestin d’anguille européenne Anguilla anguilla. Des
acanthocéphales ont depuis été trouvés dans des intestins de poissons, reptiles, oiseaux, et
mammiferes, et ce sur ’ensemble du globe. De couleur blanchatre, créme ou orangée, ils ne
dépassent que rarement 3 cm de long mais atteignent parfois des densités de plusieurs
dizaines d’individus par centimetre linéaire d’intestin.

- Position systématique

Aprées avoir été rapprochés successivement des nématodes, des cestodes et des priapuliens, on
s’accorde aujourd’hui a les placer dans un embranchement indépendant, comprenant trois
classes, quatre ordres, dix-huit familles et environ 125 genres (Near et al. 1998). Outre les
études phylogénétiques moléculaires en cours, leur systématique a longtemps été basée sur la
disposition du réseau vasculaire, la structure des noyaux tégumentaires, le type d’insertion des
crochets sur le rostre (Fig. 2 et 3), et la structure de la poche musculaire dans laquelle celui-ci
se rétracte. La classe des paleacanthocéphales, a laquelle appartiennent les acanthocéphales
des poissons et oiseaux aquatiques de la présente thése, est la classe la plus diversifiée en
terme d’hotes définitifs, parasitant les cinq grands groupes de vertébrés actuels, et la plus
abondante en especes (Golvan 1969). La majorité des especes de cette classe infestent des
hotes inféodés a des habitats aquatiques, dont les poissons bien slir mais aussi les oiseaux
d’eau, et utilisent comme hotes intermédiaires des arthropodes aquatiques tels que les
crustacés d’eau douce des genres Gammarus ou Asellus.

- Description morphologique et physiologique des acanthocéphales

Sur un plan morphologique, les acanthocéphales au stade adulte sont des vers plus ou moins
aplatis, d’une longueur allant généralement de 1 a 30 mm, mais pouvant atteindre 60 cm chez
certaines especes. Leur corps peut étre divisé en trois parties : une partie antérieure rétractile,
appelée rostre ou proboscis, armée de crochets et servant d’organe de fixation, suivie
immédiatement d’un cou lisse reliant ce proboscis a la partie postérieure, le tronc, constituant

la majorité du corps. Le corps des acanthocéphales est généralement sans coelome, c'est-a-
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dire sans cavité générale, et on ne trouve pas de bouche, d’intestin ni de systéme circulatoire
conventionnel chez ces parasites. Les sexes sont séparés et généralement dimorphiques (Baer
1961).

- Développement et cycle de vie des acanthocéphales

A T’instar de nombreuses especes de parasites, le cycle de vie des acanthocéphales est dit
complexe ou hétéroxéne car il fait intervenir deux especes hotes, c'est-a-dire que pour se
reproduire ils doivent obligatoirement passer par un hote intermédiaire, puis parfois par un
héte d’attente dit paraténique, avant d’atteindre leur hote définitif. L hote intermédiaire est
généralement un insecte, un crustacé ou un myriapode et I’hdte définitif un vertébré. Suite a la
copulation entre un individu male et un individu femelle dans I’intestin de 1’hote définitif,
I’ceuf fécondé se développe dans la femelle pour donner un embryon appelé acanthor, entouré
de trois ou quatre membranes protectrices. Ces ceufs embryonnés quittent la femelle par le
gonopore et gagnent le milieu extérieur avec les féces de 1’hote définitif (Bush ef al. 2001).
L’acanthor contenu dans 1’ceuf est le stade infestant pour I’hote dit intermédiaire et ne se
développera pas davantage tant qu’il ne sera pas ingéré par un hote appropri¢ (dans des
conditions normales et selon les espéces, un acanthor a I’intérieur d’un ceuf peut rester viable
pendant plusieurs mois). Quand un arthropode constituant un héte intermédiaire approprié
ingére un ceuf, ’acanthor traverse la paroi intestinale et atteint 1’haemocoele de I’hote. 11
commence alors a absorber des nutriments de son hote, grandit et développe des ébauches de
tous les organes présents chez 1’adulte, dont le rostre qui est complétement rétracté dans le
tronc. Ce stade de croissance est appelé acanthella. Lorsque le développement de 1’acanthella
est achevé, le ver alors appelé cystacanthe, constitue le stade infestant pour 1’hote définitif. Le
cycle de vie des acanthocéphales s’achéve lorsque 1’arthropode infecté par un cystacanthe est
consommé par un hote définitif approprié. La larve se dégage alors de son enveloppe, le rostre
s’évagine et s’enfonce dans la paroi de I’intestin, fixant ainsi le ver qui deviendra adulte et
sexuellement mature. On trouve donc a un moment donné trois stades de la méme espece, des
acanthors libres dans le milieu, des acanthella et des cystacanthes dans les hotes

intermédiaires et des adultes dans les hotes définitifs (figure 6).

Milieu externe Héle intermédiaire Héte définitif

QOeuf + Acanthor = Acanthor = Acanthella = Cystacanthe = Ver adulte

Figure 6: Les trois stades de 'ontogenése des acanthocéphales dans le cycle biologique D’aprés J. C.
Baer (1961)
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C’est sur le stade cystacanthe et essentiellement sur les effets que celui-ci a sur 1’hote
intermédiaire que porte la présente these.

2) Les acanthocéphales modeles de cette étude

Trois acanthocéphales serviront de modéle a notre étude : Pomphorhynchus laevis et
Pomphorhynchus tereticollis qui sont deux espéce parasites de poissons et Polymorphus
minutus, espece parasite d’oiseaux aquatiques (figure 7). Ces trois especes sont largement
répandues sur I’Europe de ’ouest, mais leur aire de répartition précise n’est pas encore
correctement établie. Un probléme est notamment rencontré au niveau des deux espéces
d’acanthocéphales de poissons, qui étaient regroupées sous la méme espece (P. laevis) et
n’ont donc jamais été distinguées lors des divers échantillonages. Ces parasites se distingue
aisément au stade cystacanthe a travers la cuticule du gammare, sous 1’aspect d’une boule
allant du jaune plus ou moins orangé pour P. laevis et P. tereticollis, a I’orangé vif pour P.
minutus. Cette boule colorée peut représenter jusqu’a environ un dixiéme du volume du
gammare (Fig. X). Cette coloration est li¢e a la présence de caroténoides dans le tégument des
cystacanthes, accumulés par prélevement sélectif des caroténoides circulant dans 1'hote

(Barrett & Butterworth 1968; Gaillard et al. 2004; Perrot-Minnot et al. non publié).

GEOTACT'SME Oiseaux aquatiques

Adulte

Polymorphus
minutus

Acanthors

Cystacanthe

PHOTOTACTISME

o

Cystacanthe

+ PHOTOTACTISME

Gammarus
pulex

Acanthors

Pomphorhynchus
faevis

Pomphorhynchus

tereticollis
Adulte

Adulte

Poissons d'eau douce i '
Cystacanthe Acanthors Poissons d'eau douce

Figure 7 :schéma des cycles de reproduction des trois espéces d’acanthocéphales étudiées, P. laevis,
P. tereticollis et P. minutus.
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3) Leurs hotes : les hotes intermédiaires/les hotes définitifs

- Les hotes intermédiaires

Les gammares sont des crustacés amphipodes tres largement répandus sur I’ensemble de
I’hémisphere nord, comprenant dans la région de 1’ouest paléarctique plus d’une centaine
d’especes d’eau douce (Karaman & Pinkster 1977). La faune actuelle des Amphipodes
continentaux européens s’est formée il y a environ 10000 a 15000 ans, profondément
influencée par la dernicre glaciation. Le sous Ordre des Gammariens compte 4500 espéces, ce
qui représente 85% de I’ordre des amphipodes (Bousfield 1958). Les espéces du genre
Gammarus sont de petite taille (9 a 25 millimétres) aplaties latéralement et incurvées. Leur
habitat peut aller du milieu marin aux eaux douces (MacNeil ef al. 1997). A l’instar de la
plupart des Amphipodes d’eau douce, les gammares représentent une proie d’importance pour
de nombreux prédateurs vertébrés et invertébrés aquatiques (Andersen ef al. 1993, MacNeil et
al. 1999). Ils jouent en particulier un réle important dans le régime alimentaire des poissons
car ils sont présent dans les cours d’eau tout au long de 1’année, ce qui n’est pas le cas de la
plupart des autres invertébrés, insectes notamment, qui n’y sont souvent qu’a 1’état larvaire a
la saison printaniere (MacNeil ef al. 1999). 11 a été observé que les individus dérivent plus au
crépuscule et la nuit que la journée et que ce phénomene est clairement synchronisé
(McCahon et al. 1991); ce comportement est généralement reli¢ a un évitement de la
prédation par les poissons (Williams & Moore 1985, Andersson et al. 1986, Holomuzki &
Hoyle 1990, Friberg et al. 1994).

Deux espéces sont communément rencontrées dans les cours d’eau de Bourgogne. La
premiere, Gammarus pulex -dite crevette d’eau douce (Perrier 1929, Bollache ef al. 2000)- est
I’espéce indigene en Bourgogne. Ce gammare est présent depuis la dernieére glaciation sur
I’ensemble de la facade ouest de I’Europe plus sporadiquement en Turquie et en Grece
(Figure 8) (Karaman & Pinkster 1977). D’une taille adulte allant de 9 a 20mm environ et
d’une couleur marron, cette espéce montre une nette préférence pour les rivieres rapides aux
eaux froides, bien qu’il puisse supporter des niveaux d’oxygeéne assez bas. G. pulex peut
représenter dans certaines rivieres le macroinvertébré dominant en termes de biomasse
(MacNeil et al. 1997). Cet invertébré est de plus a la base de nombreuses chaines alimentaires
aquatiques et terrestres en tant que proie, mais il assure également un role nettoyeur puisqu’il

est détritivore (Welton 1979).
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Aires de répartition originelle de:

B Gammarus pulex
V) Gammarus roeseli

- Voies dinvasion de
G. roeseli

Figure 8. Aires de répartitions originelles de Gammarus pulex, espéce native en France, et de
Gammarus roeseli, espéce invasive. Les fleches indiquent les voies d’invasions suivies par G. roeseli
pour coloniser les rivieres de la fagade ouest de I'Europe. Modifié d’aprés Barnard & Barnard 1983.

La seconde est I’espece invasive Gammarus roeseli Gervais 1835 (Karaman & Pinkster
1977). La création de canaux entre les principaux systemes fluviaux européens a permi a cette
espece de progresser des 1850 a travers I’Europe de 1’Ouest, et son aire de répartition s’étend
aujourd’hui de 1’Asie Mineure a I'Allemagne en passant par le Benelux et la moitié¢ Est de la
France (Chevreux & Fage 1925, Roux 1969, Jazdzewski 1980) (Figure 8). De morphologie et
de taille relativement proches de G. pulex, G. roeseli s’en démarque par la présence d’une
caréne dorsale épineuse (Bollache er al. 2006). Cette espéce est fréquemment trouvé en
sympatrie avec G. pulex dans des riviéres rapides, ou elle n'exploite pas alors obligatoirement
les mémes micro-habitats (Roux & Roux 1980, Jazdzewski & Roux 1988, Janetzky 1994,
Wijnhoven et al. 2003).

- Les hotes définitifs de P. laevis et P. tereticollis

Les poissons sont parasités par 65% des genres d’acanthocéphales mais I’impact de ces
derniers sur les traits d’histoire de vie de leurs hdtes n’est pas encore réellement connu. En
Bourgogne, les acanthocéphales de poissons exploitent au cours de leur cycle un large spectre

d'hotes définitifs comprenant le chabot (Cottus gobio), la perche Perca fluviatilis, le chevesne
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(Leusiscus cephalus), le barbeau (Barbus barbus), la loche Barbatula barbatula), le vairon
(Phoxinus phoxinus), le rotengle (Scardinus erythrophtalmus) ou la truite (Salmo trutta)
(Kennedy et al. 1978, Molloy et al. 1995, Guyonnet 2005, Perrot-Minnot & Bollache données
personnelles). Des répartitions contrastées sont rencontrées selon les especes de poisson dans
lesquelles les cystacanthes de ces vers s’installent. Certaines ne présentent que treés rarement
des stades adultes de P. laevis ou P. tereticollis dans leur intestin, tels le vairon (Phoxinus
phoxinus), le goujon (Gobio gobio) ou la vandoise (Leuciscus leuciscus), alors que d’autres
comme le chevesne et le barbeau présentent des infestations allant jusqu’a plusieurs dizaines
d’individus par centimetre linéaire d’intestin (Guyonnet 2005). Certains poissons comme le
vairon ou le poisson-chat (Ameiurus nebulosus) présentent également des cystacanthes de P.
laevis dans leur cavité générale, stade larvaire normalement rencontré chez [’hote
intermédiaire. Ces poissons pourraient servir d’hotes paraténiques facultatifs, c'est-a-dire
d’héte d’attente pour le parasite, avant de se faire consommer par un poisson plus approprié¢
pour son développement (Guyonnet 2005).

Parmi ces hotes, deux se prétaient bien a des études expérimentales, que ce soit in
natura ou en laboratoire, pour des raisons d’approvisionnement aisé mais aussi et surtout par
le faible stress qu’ils manifestent en environnement confiné.

- Le chabot : Cottus gobio est un petit poisson benthique qui peut mesurer jusqu'a 15 cm
(Gaudin 1981). Il vit caché sous des pierres et préfere les substrats avec du gravier. Chasseur
a ’afflt, sa grosse bouche lui permet de capturer facilement ses proies en se jetant sur elles et
en les aspirant. Il s’agit d’un prédateur naturel de Gammarus pulex (Smily 1956), qui peut
représenter jusqu’a 100% de son régime alimentaire. Bien que plus actif la nuit, il se nourrit le
jour et la nuit (L1 & Moyle 1976). Les deux sexes ne présentent pas de différence dans leurs
choix alimentaires (Welton 1991). Dans notre région, ¢’est I'un des hotes définitifs les plus
communs de Pomphorhynchus laevis (Moravec 1991, Kennedy 1996) et de P. tereticollis
(Perrot-Minnot et al. 2007).

- La truite de riviere : les salmonidés sont une famille privilégiée car bénéficie d’une
large documentation du fait de son intérét pour la péche. Parmi les membres de cette famille,
la truite de riviere (Salmo trutta fario) est largement répandue dans toute I'Europe, jusqu'a
'Oural et en Asie Mineure (Terofal 1979). Elle fréquente les cours d’eau vives ou elle chasse
différents invertébrés et poissons dans le courant (Elliott 1994). Présente ainsi potentiellement

dans les mémes biotopes que les gammaridés, elle en constitue un des principaux prédateurs,
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ceux-ci représentant environ 10% de son alimentation (Billard 1997). Elle est en outre d’un
acces facile toute I’année en pisciculture et supporte plutot bien le confinement. Hote définitif
de P. laevis, elle n’est malheureusement plus présente dans certains cours d’eau que grace au

ré-empoissonnement a but sportif.

- Les hotes définitifs de P. minutus

Les hotes définitifs des acanthocéphales d’oiseaux fréquentent souvent les milieux aquatiques
et sont donc principalement des canards comme le canard colvert (4. platyrhynchos). Ces
hotes se nourrissent de gammares en broutant les herbes essentiellement sur les berges mais
aussi au fond des rivieres peu profondes. Cependant, vues les difficultés évidentes inhérentes
a ces vertebrés, en terme de manipulation comme en terme d’approvisionnement et de
maintien rendent les études les impliquant trés limitées. Il est également a noter que ce sont de
gros consommateurs de gammares et que des expériences de prédation nécessitent des
quantités de proies a leur offrir excessivement élevées.

- Les prédateurs non-hotes

Parmi les différents prédateurs rencontrés par les gammares dans les cours d’eau des environs
de Dijon, deux ont été retenus pour leur abondance, leur facilité d’acces et de maintien en
laboratoire et la pression de prédation qu’ils exercent sur ces proies.

- L’écrevisse Orconectes limosus est un Crustacé décapode originaire de la cte Est des
Etats-Unis. Cette écrevisse d’eau douce aurait été introduite en Europe vers les années 1880 et
plus précisément en France dans les années 30. Bien qu'étant capable d'atteindre des
longueurs de 120 a 140mm, la taille habituelle se situe aux alentours de 70 a 80mm. Elle est
reconnaissable a ses ornementations brunatres sur la face dorsale de I'abdomen. Elle supporte
aisément des températures de 1 a 30°C et est peu exigeante quant a la qualité de I’eau, tolérant
sans problémes les pollutions organiques et faibles taux d’oxygene, ce qui lui a permis de
coloniser des milieux délaissés depuis longtemps par les especes autochtones. Active le jour
comme la nuit, elle se nourrit de toutes sortes de débris organiques et végétaux. Elle
consomme ¢également volontiers vers et autres invertébrés, ainsi que des petits poissons
vivants ou morts. Ce prédateur détecte ses proies par les vibrations et les odeurs que celles-ci
dissipent, les captures a 1’aide de ses pinces hypertrophiées pour enfin les déchiqueter avant
de les ingérer. Prédateur benthique fréquemment présent dans les mémes niches que les

gammares, 1’écrevisse peut en consommer plus d’une dizaine par heure.
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- La népe cendrée Nepa cinerea est un hétéroptere appartenant a la famille des nepidae
représentée en France uniquement par elle et le ranatre ranatra linearis. Cet insecte aquatique
affectionne les eaux stagnantes ou les zones a faibles courant des rivieres comme les rives ou
la végétation superficielle lui permet de faire affleurer son siphon respiratoire pour
emmagasiner de [’oxygéne sous ses élytres. Le corps trés aplati peu atteindre 25 mm chez
I’adulte, dont la coloration est plutdt brun foncé que cendrée comme semble I’indiquer son
nom. Les membres antérieurs de ce prédateur sont a la fois préhensiles et ravisseurs, lui
permettant de capturer aisément d’autres invertébrés aquatiques comme les gammares mais
aussi a I’occasion de petits tétards et alevins. Comme toutes les punaises, la népe est dotée
d’un rostre piqueur-suceur acéré qui transperce sa proie et en aspire le contenu, la

contraignant a ne se nourrir que d’aliments liquides.

4) Un systéme multi parasites / multi hotes intermédiaires / multi prédateurs

Cette these se propose d’apporter des €lément de réponse et de précision quant au caractere
adaptatif des altérations comportementales et morphologique induites chez les gammares par
les parasites acanthocéphales aussi bien par des expériences et des prélévements in natura
qu’en laboratoire. La particularit¢ de la situation en Bourgogne ou les deux especes
d’amphipodes G. pulex et G. roeseli vivent en sympatrie mais présentent des réponses
différentes au parasites acanthocéphales permet une approche comparative originale de la

manipulation parasitaire.

Parasite Hote Hote définitif Comportement reférences
intermédiaire modifié

Poissons benthiques Bakker et al.

Pomphorhynchus | Gammarus o Phototactisme | 1997, Cézilly et
. ou bentho-pélagiques | . . ;
laevis pulex (ex. Chevesne) mversé al. 2000, Tain
) et al. 2006

Pomghorﬁynchus Gammarus | Poissons pélagiques Photot:actlsme Tain ef al. 2006
tereticollis pulex (ex. Barbeau) inversé
Polymorphus Gammarus . . Géotactisme Cézilly et al.

: Oiseaux aquatiques . f
minutus pulex inversé 2000

Figure 9. Etat des lieux des connaissances sur les différentes interactions entre les protagonistes du
systeme étudié, dans les populations étudiées.
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En effet, si les différences dans les effets de P. laevis observées expérimentalement sur le
comportement des deux especes de gammares hotes (Bauer et al. 2000) se répercutent dans le
milieu, on peut prédire une prédation préférentielle des individus de G. pulex infectés par
rapport aux individus non infectés, mais aussi par rapport a G. roeseli sain et parasité. Si tel
était le cas, les altérations phénotypiques induites par P. laevis sur G. pulex seraient
adaptatives et pourraient étre considérées comme une manipulation parasitaire. De plus, G.
pulex représente un hote commun a des parasites aux contraintes de transmission tres
différentes, du fait des comportements des prédateurs hotes aux différences marquées. Enfin,
I’exposition des hotes intermédiaires des différents parasites a un large spectre de prédateurs
dans les cours d’eau étudiés (oiseaux, poissons, invertébrés aquatiques, grenouilles,
écrevisses, etc.) permet d’aborder la spécificit¢ de la manipulation parasitaire par une
approche cotits/bénéfices sous deux angles différents. Dans un premier temps, 1’exposition de
différents parasites a un méme prédateur, constituant un hote définitif pour certains parasites
et non pour d’autres, renseignera sur la spécificité de la manipulation et de la finesse de son
ajustement. Dans un second temps, 1’exposition d’hotes intermédiaires a différents prédateurs,
hoétes définitifs ou non pour les parasites considérés, renseignera sur le cotit éventuel associé a
la manipulation de 1’hote. Enfin I’étude de la spécificité de la manipulation sera approfondie
par une approche « signalétique » et mettra I’accent sur deux signaux pouvant intervenir dans
le phénomene de la manipulation de 1’hdte, la perception chimique des prédateurs et le

repérage visuel des proies par ceux-ci.
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Résumé des principaux résultats

La problématique premicre a résoudre était celle de I’augmentation de la transmission
trophique en conditions naturelles, qui, comme souligné précédemment, reste maigrement
documentée. Il convenait donc de vérifier que les hotes définitifs prélévent une fraction plus
importante de proies parasitées par rapport a leur disponibilité dans le milieu. Ceci a été mis
en évidence dans deux rivieres distinctes et sur deux especes différentes d’acanthocéphales de
poissons, par comparaison de la prévalence au niveau des hétes intermédiaires libres et dans
les contenus stomacaux de ces poissons (Lafferty et Morris 1996). Une premiere étude (article
1) effectuée sur I’Ouche confirme que le parasite de poissons P. laevis induit chez son hote
intermédiaire G. pulex des altérations phénotypiques ayant pour effet d’augmenter son taux de
transmission vers le chabot Cottus gobio, un de ses hotes définitifs. En effet les G. pulex
infectés par P. laevis dérivent plus dans le courant que les individus non infectés et
deviennent de ce fait plus vulnérables a la prédation. Qui plus est, ce différentiel de dérive est
beaucoup plus marqué aux heures de chasse des poissons ciblés, c'est-a-dire a 1’aube et au
crépuscule. Ceci se traduit par une prévalence 28 fois supérieure dans les contenus stomacaux
des chabots que dans le fond de la riviere. Des cystacanthes de P. laevis sont également
rencontrés dans 1’espéce invasive G. roeseli, mais ces larves n’induisent pas de modifications
du taux de dérive de G. roeseli, et donc pas d’augmentation de leur taux de transmission. Une
¢tude complémentaire (article 2), moins exhaustive quant a I’échantillonnage in natura, a été
réalisée sur la Béze, a Noiron sur Béze. Des résultats similaires ont été trouvés sur les G.
pulex infectés a 1% par P. tereticollis dans le benthos mais présent a plus de 10% dans les
contenus stomacaux de chabots prélevés sur ce méme site. Ces prélevements ont par contre
été complétés par des expériences effectuées en laboratoire qui ont mis en évidence que la
présence du prédateur dans 1I’environnement de 1’h6te intermédiaire modulait la manipulation
exercée par le parasite. L’utilisation des refuges en mésocosme ne différait entre les
gammares non infectés et infectés par P. tereticollis que lorsqu’un chabot était présent dans
I’aquarium.

Ceci nous a conduit a nous pencher sur la question des réponses anti prédateurs bien
connues chez les amphipodes. La mise au point et 1’utilisation d’un olfactometre, dispositif de

choix en Y, a permis de montrer que P. laevis et P. tereticollis induisent une inversion du
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comportement anti-prédateur de G. pulex bas¢ sur la perception olfactive du chabot dans
son environnement (articles 2 et 3).

La troisiéme problématique concernait le caracteére spécifique de la manipulation
exercée par les parasites acanthocéphales sur leurs hotes intermédiaires. Pour cela deux
approches en laboratoire ont été¢ adoptées. La premiere (article 3) a consisté a exposer deux
especes de parasites différant par le type d’hote final & un méme prédateur : des G. pulex
infectés soit par I’acanthocéphale ichtyen P. laevis soit par I’acanthocéphale aviaire P.
minutus ont ainsi été¢ proposés indépendamment face a des G. pulex non infectés au chabot.
Les gammares infectés par P. laevis étaient plus vulnérable que les gammares non infectés, ce
qui confirme les résultats obtenus in natura. En revanche, les gammares infectés par P.
minutus n’étaient eux pas plus consommés que les gammares non infectés par le chabot.
L’infection par P. laevis diminuait, comme pour P. fereticollis, 1’utilisation des refuges en
présence du prédateur alors que I’infection par P. minutus était sans effet sur ce
comportement. Il s’est avéré que I’infection par P. laevis inversait la réaction a I’odeur de
prédateur tandis que P. minutus ne modifiait pas 1’aversion a cette odeur rencontrée chez les
gammares non infectés. La seconde approche (article 4) a consisté a envisager la question de
la spécificité dans 1’autre sens, en exposant les gammares infectés a deux prédateurs ne
pouvant constituer un hote définitif pour aucun des deux. Trois especes de parasites
acanthocéphales (P. laevis, P. tereticollis et P. minutus) ont ainsi ét€ exposés
indépendamment a deux especes de prédateurs : 1’écrevisse américaine Orconectes limosus et
la népe cendrée Nepa cinerea. La sélectivité des prédateurs différait selon 1’espece de
prédateur et de parasite : les écrevisses sur-consommaient les proies infectées par P. laevis
indépendamment de la complexité de I’habitat, mais pas les autres types de proies ; les népes
cendrées, quant a elles, sur-consommaient tous les types de proie, a 1’exception de celles
infectées par P. minutus qui étaient sous-consommees lorsque les proies disposaient d’un
refuge. Cependant, et malgré la faiblesse de I’échantillon, d’autres résultats obtenus in natura
(article 1) indiquent que les modifications induites par P. laevis n’augmentent pas le risque de
prédation par des grenouilles vertes adultes Rana esculenta, également hotes inappropriés
pour ce parasite.

Nos travaux ont enfin démenti le roéle du changement d’apparence dans
I’augmentation de transmission trophique. Les cystacanthes des trois parasites étudiés

présentent en effet la particularité d’€tre visibles au travers de la cuticule du gammare et
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forment une masse ronde de couleur jaune pale a orange vif. Cette tache colorée peut étre
considérée comme une altération phénotypique de 1’hote et a de ce fait été interprétée comme
une adaptation permettant d’augmenter le taux de transmission du parasite. Or les précédents
résultats sur la spécificité tendent a contredire ce type de favorisation car aucune prédation
différentielle n’a été trouvée sur les G. pulex infectés par P. minutus, dont la tache est souvent
bien plus visible que celles de P. laevis et P. tereticollis. Une derniére étude (article 5) s’est
donc attachée a mimer ou masquer P. laevis et P. minutus sur des gammares afin de découpler
les roles respectifs de changement d’apparence et de comportement dans la vulnérabilité
accrue des hotes intermédiaires face a la truite Salmo trutta fario. Le réalisme des peintures
appliquées a ét¢ de surcroit augmenter par une caractérisation des couleurs et une
reproduction de celles-ci assistées par spectrophotométrie Cette étude a permis mettre en
¢vidence encore une fois la spécificité de la manipulation, les gammares infectés étant sur
consommeés par les truites uniquement lorsqu’ils sont infectés par P. laevis, mais pas
lorsqu’ils le sont par P. minutus. Le fait de mimer une infection sur des gammares non
infectés en leur appliquant une tache de peinture de couleur la plus proche possible de celle
des parasites n’a cependant pas rendu les gammares plus vulnérables a la prédation, tandis
que le fait de masquer le parasite sur des gammares infectés n’a pas diminué cette
vulnérabilité. L’augmentation de la transmission trophique ne serait donc pas liée a une
modification de DI’apparence du gammare mais essentiellement a la manipulation

comportementale.
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« Altered drift behavior and increased vulnerability to predation in intermediate hosts

infected by an acanthocephalan parasite: field evidence for adaptive manipulation »

Clément Lagrue, Nicolas Kaldonski, Marie-Jeanne Perrot-Minnot, Sébastien Motreuil & Loic

Bollache

Ecology, sous-presse

« Altération du comportement de dérive et augmentation de la vulnérabilité a la prédation chez un hote
intermédiaire infecté par un parasite acanthocéphale : évidence in natura du caractére adaptatif de la
manipulation »

Résumé : Les parasites qui comptent sur la transmission trophique pour achever leur cycle de vie induisent
souvent des modifications sur le comportement de leur hote. Ces modifications ont souvent été interprétées
comme des adaptations du parasite : en effet, la manipulation du phénotype de I’héte intermédiaire par les
parasite peut fortement augmenter leur chance de transmission vers I’hote définitif. Cependant, des contre
exemples suggerent que les altération phénotypiques ne sont pas toujours adaptatives et trés peu d’études on
démontrées aujourd’hui que la manipulation de 1’héte conférait une avantage au parasite en termes d’aptitude
phénotypique. Généralement, le lien entre les modifications du phénotype de 1’hdte consécutivement a
I’infection et I’augmentation de transmission trophique vers 1’hote suivant n’est pas établi de maniére claire. Ici,
nous démontrons que le parasite acanthocéphale Pomphorhynchus laevis manipule son hote intermédiaire,
Gammarus pulex, d’une maniére qui augmente significativement son taux de transmission vers 1’hote définitif.
Les altérations comportementales induites par P. laevis rendent les G. pulex infectés plus dérivant en par
conséquence, leur vulnérabilité a la prédation. Les G. pulex infectés par P. laevis sont entre 26.3 et 28.3 fois plus
prédatés par un poisson constituant un hote définitif que les individus non infectés. De plus, nos résultats
indiquent que les modifications induites par P. laevis sont spécifiques de 1’hote définitif et n’augmentent pas le
risque de prédation par des hotes inappropriés, ici des grenouilles vertes adultes Rana esculenta. Globalement,
notre étude est la premiére a démontrer a la fois le caractére adaptatif et la spécificité de la manipulation
comportementale dans une association entre parasite et hote intermédiaire.
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Abstract. Parasites relying on trophic transmission to complete their life cycles often induce
modifications of their host’s behavior in ways that may increase their susceptibility to
predation by final hosts. These modifications have often been interpreted as parasite
adaptations, but very few studies have demonstrated that host manipulation has fitness
benefits for the parasite. The aim of the present study was to address the adaptive significance
of parasite manipulation by coupling observations of behavioural manipulation to estimates of
trophic transmission to the definitive host in the natural environment. We show that the
acanthocephalan parasite Pomphorhynchus laevis manipulates the drifting behavior of one of
its intermediate hosts, the amphipod Gammarus pulex, but not of a sympatric host, the
introduced amphipod Gammarus roeseli. We found a 26.3 to 28.3 times higher proportion of
infected G. pulex in the stomach content of one of the definitive hosts of P. laevis, the
bullhead Cottus gobio, than in the benthos. No such trend was observed for G. roeseli. The
bell-shaped curve of mean parasite abundance (MPA) relative to host size observed in G.
pulex also supported an increased predation mortality of P. laevis-infected individuals
compared to uninfected amphipods. Again, no such pattern was observed in G. roeseli.
Furthermore, our results indicate that the modifications induced by P. laevis are specific to the
definitive host and do not increase the risk of predation by inappropriate hosts, here the adult
edible frog Rana esculenta. Overall, our study is original in that it establishes, under field
conditions, a direct link between parasitic manipulation and increased transmission to the
definitive host, and more importantly, identifies the specificity of the manipulation both in the

intermediate host species and towards the definitive host.

Key words: Adaptive manipulation,; complex life cycles; trophic transmission, behavioral

modifications; Pomphorhynchus laevis.



INTRODUCTION
Parasite-induced modifications of host behavior and appearance have commonly been
reported in associations involving parasites with complex life cycles, particularly those
relying on trophic transmission to reach their definitive host (Holmes and Bethel 1972, Poulin
1998, Lafferty 1999, Combes 2001, see review by Moore 2002). Nonetheless, evidence for
the adaptive nature of parasite-induced modifications in host behavior is limited (Moore 1983,
Lafferty and Morris 1996, Voiisek et al. 1998, Knudsen et al. 2001, Mouritsen and Poulin
2003). To be considered adaptive, parasite manipulation should effectively increase the
transmission rate of the parasite and show some degree of specificity in the intermediate
host’s vulnerability to predation by the final host (Cézilly and Perrot-Minnot 2005, Varaldi et
al. 2000).
Acanthocephalan parasites are well known for altering the behavior of their intermediate hosts
(Bethel and Holmes 1973, 1974, 1977, Brown and Thompson 1986, Bauer et al. 2000, Cézilly
et al. 2000) in ways that apparently enhance their trophic transmission to definitive hosts
(Bakker et al. 1997, Kaldonski et al. 2007, Perrot-Minnot et al. 2007). However, behavioral
and predation experiments performed under laboratory conditions, while controlling for a
number of confounding variables and providing valuable information, may not be a perfect
reflection of the processes occurring in the natural environment (Lafferty and Morris 1996,
Nickol 2005, Thomas et al. 2005). A more powerful approach is to compare, in the field, the
stomach contents of definitive host predators with available prey for prevalence of the
manipulative parasite. Pomphorhynchus laevis is one of the most abundant and widely
distributed acanthocephalan parasites in Europe (Kennedy 1999, Perrot-Minnot 2004). Adult

P. laevis use a large number of freshwater fish species (mainly cyprinids) as final hosts where



they sexually reproduce (Moravec and Scholz 1991). Eggs are then released in the water with
fish faeces and must be consumed by an appropriate crustacean intermediate host. The life
cycle is completed when the infected crustacean is eaten by a fish definitive host. In the River
Ouche (Burgundy, eastern France), P. laevis uses two sympatric species of amphipods as
intermediate hosts, the native Gammarus pulex, and an established Balkan species,
Gammarus roeseli (Bauer et al. 2000). Previous studies have shown that P. /aevis induces
various behavioral, phenotypic and physiologic changes in G. pulex, such as altered reaction
to light (Bauer et al. 2000, Cézilly et al. 2000, Perrot-Minnot 2004, Tain et al. 20006), altered
anti-predator behavior (Kaldonski et al. 2007), partial castration (Bollache et al. 2002), and
lower immune activity (Rigaud and Moret 2003). In contrast, no such effects have been
detected in G. roeseli, a result interpreted as a consequence of the lack of local co-evolution
between P. laevis and the newly established host (Bauer et al. 2000, Rigaud and Moret 2003).
Previous studies have also shown that P. laevis-infected G. pulex tend to be more common in
the drift than uninfected individuals and it was suggested that this aberrant behavior could be
driven by the parasite to increase its transmission to the definitive host (McCahon et al. 1991,
Maynard et al. 1998, Wellnitz et al. 2003). Drift of gammarids is mostly nocturnal, and this is
considered as an adaptive behavior to avoid predation by visually feeding diurnal fish (Waters
1962, Miiller 1963). Thus, the drifting behavior of amphipods offers an opportunity to explore
the effects of a parasite on its host behavior in the natural environment and the consequences
for the parasite transmission rate.

The aim of the present study was to test the adaptive significance of parasite manipulation
through field sampling, taking advantage of a multiple hosts-single parasite system. The
originality of our study comes from the use of two intermediate host species: G. pulex

displays P. laevis-induced modifications and G. roeseli, a non-manipulated host, was used as



a control (Nickol 2005). We investigated the effect of infection by P. /aevis on the drifting
behavior of these two species of crustacean amphipods and the consequences on the parasite
transmission rate to a definitive host predator: the bullhead Cottus gobio. We also evaluated
the specificity of parasite-induced trophic transmission by comparing the parasite prevalence
in the diet of this appropriate host and in the diet of a dead-end host, the edible frog Rana
esculenta. We predicted that (1) G. pulex infected by P. laevis should be over-represented in
the drift and the diet of the bullhead compared to the benthos, (2) no such difference should
be found in G. roeseli, (3) no departure from random foraging on infected and uninfected

gammarids should be observed in the diet of the edible frog.

METHODS
We performed this study on the River Ouche in Dijon (Burgundy, France), a mid-size river
(about 20 m mean width), where mixed populations of G. pulex and G. roeseli are found all
year round. The sampling site was a typical riffle-pool section with a mean depth of 0.3 m and
a mean surface water velocity of 0.8 m/sec. Chub (Leuciscus cephalus), barbel (Barbus
barbus), minnow (Phoxinus phoxinus), bullhead (Cottus gobio), and secondarily brown trout
(Salmo trutta fario), and perch (Perca fluviatilis) (Conseil Superieur de la Péche, Unpublished
data) inhabit this river. The diurnal L. cephalus and S. trutta fario and the nocturnal B. barbus
and C. gobio, are prime hosts for P. laevis. In these species, parasites attain their maximum
size and can be found in very high densities (Unpublished data). Others species, like the
diurnal P. phoxinus and P. fluviatilis, are also hosts for P. laevis, but the parasite does not
achieve the same growth and density as in the above species (Conseil Superieur de la Péche,
Unpublished data). During the course of our study (March — April 2004), water temperatures

ranged from 8.5 to 14.5°C, dissolved oxygen levels were 75 to 80%, pH from 7.8 to 7.9,



conductivity was 500 to 741 uS/cm (MultiLine F / SET-3 Meter) and current velocity were
0.6 to 1 m/sec.

Benthos
We assessed the proportion of P. laevis-infected gammarids by three benthos sampling
replicates collected between March and April 2004. We also used the benthos survey to test
the prevalence of the parasite as a function of amphipod size and to detect a possible effect of
P. laevis on the mortality of its hosts. Each sample consisted of 50 subsamples collected with
a Surber net (31 x 33 cm = 0.1 m? aperture; 500 um mesh) placed every 5 m on a 25 m-
transect across the river, upstream from each drift net (see below). We took the benthos
samples the day after each drift experiment.

Drift

We analysed the effect of P. laevis on host drifting behavior following a standardized
invertebrate drift sampling technique (see Waters (1962) for details). We estimated both
amphipod species drift rates over three 24-hour periods on March 8-9th; March 29-30th and
April 26-27th, 2004. We collected drifting amphipods using drift nets with a square-shaped
opening of 0.25 m? (0.5 m x 0.5 m) and a 500 pm mesh size (Waters 1962). Iron rods held
drift nets in position with the bottom edge of the nets fitted closely against the riverbed,
preventing gammarids from drifting underneath. We placed the ten drift nets every 1.5 m
across the river, to collect samples along the whole stream flow. We emptied all nets every 30
min throughout the 24 h sampling period, to avoid loss of amphipods due to net-clogging by
sediments and organic material transported in the water. We measured the light intensity at
the river banks throughout each experiment. Light intensity ranged from 0.1 lux (full night) to
700 lux (dawn or dusk) for the weak intensity period, and from 700 lux to greater than 25000

lux for daylight (luxmeter CA811, Chauvin Arnoux Group).



Bullhead and frog diet
We analysed fish diet in situ by maintaining bullhead in enclosures and collecting their
stomach content. We kept the fish in cages to be able to resample the same fish overtime and
to make sure that these fish were feeding over the same area as the other survey types
(benthos and drift) were conducted. Bullhead are a definitive host of P. laevis (Moravec and
Scholz 1991) and are known to feed exclusively on aquatic invertebrates, including a high
proportion of gammarids (Smyly 1957, Welton et al. 1991). Forty-five percent of bullhead
captured at the same site in 2005 were naturally infected with P. /aevis. In addition, because
bullhead do not have pharyngal teeth, the diet can be analyzed by collecting the bolus using
stomach flushing techniques (Lagrue and Bollache 2006). We equally dispatched forty-two
bullhead in 14 cages (50 cm length x 30 cm width x 20 cm height) placed on the bottom of
the river. Although fish confinement might be an approximation of the natural situation in
which fish forage, several arguments support the assumption that the bullhead maintained in
our enclosure were allowed to make the same behavioral decisions as free-living fish. First,
bullhead feeding behavior is unlikely to be affected by the confinement itself as they are “sit
and wait” predators that forage over a small area (Andreasson 1969, 1971). Second, the
density of 20 fish per m? in our cages was similar to densities found in natural populations
(between 12 and 25 individuals per m?) (Andreasson 1971). Thus, the number of fish per cage
was unlikely to affect their social behavior. We built the cages using plasticized wire netting,
with a 14 mm mesh size, allowing all sizes of amphipods to pass through. We checked that all
prey sizes were accessible to the fish by conducting a one-way ANOVA with the size of the
amphipod used as the dependent variable and the survey type as the independent variable. We
chose the location and size of cages to allow the exploitation of most of the water column by

the fish. Because bullheads are nocturnal predators (Andreasson 1969, 1971), we collected



fish stomach bolus between 6 am and 7 am every Tuesday and Friday morning from March
30th to April 26th, 2004. In addition, on April 26th, we sampled the diet of edible frogs
collected at the study site, using the same stomach flushing method. Although it would have
been interesting to look at the frog diet over the same period as the fish, April nights were too
cold for the frogs to be active. Because adult ranid frogs are opportunistic predators that are
known to also feed actively during daytime (Hedeen 1972), we captured the frogs between 5
pm and 6 pm after a warm afternoon. We used a large dip net for the capture and collected
their stomach content before they were released within 5 min following capture.

We immediately preserved all gammarid individuals collected in the benthos, the drift and the
diet of bullhead and frogs in 70% ethanol. We later sexed, measured by linear dimensions
(distance from the base of the fourth coxal plate to the individual dorsal limit) using a
stereoscopic microscope and a video-analysis system (VTO 232 from Linkam Scientific
Instruments (see Bollache et al. 2000)), and then dissected the amphipods under the
microscope to record and identify their parasites. Following Bush et al. (1997), we estimated
the prevalence of P. laevis (proportion of infected individuals) in each survey type defined as
benthos, drift, fish diet or frog diet. In addition, we reported the mean parasite abundance of
P. laevis in the benthos in relation to host size and species. We then compared the size-mean
parasite abundance (MPA) curves, classically used as a population-based estimate of parasite-
induced mortality between G. pulex and G. roeseli (Thomas et al. 1995, Rousset et al. 1996).
We used logistic regressions to analyze the effect of sampling date, amphipod host species,
and individual size on the presence or absence of P. laevis, expressed hereafter as the
proportion of infected individuals (or prevalence), in each survey type (except frog diet, see
below). We also introduced sex, light intensity, and cage position in the model for the analysis

of benthos, drift, and bullhead diet respectively. We also analysed the effects of survey type



(benthos, drift and bullhead’s diet) on the prevalence of P. laevis using a logistic regression.
Non significant main effects were kept in the analyses whereas non significant interactions
were removed. Because bullheads are nocturnal predators and we sampled their stomach
content at dawn, we compared their diet composition only with the drift from the weak light
period. In contrast, we sampled the stomach content of frogs at dusk on a single occasion
(April 26th). Consequently, we compared prevalence between the third benthos and drift
samples, and the diet of edible frogs using a Fisher’s exact test. All analyses were performed

using JMP v. 5.01 (SAS Institute Inc.).

RESULTS

Benthos
We collected a total of 6349 amphipods (5452 G. pulex and 897 G. roeseli respectively) in the
benthos samples. Gammarid density increased over time with on average, 280 individuals per
m? in the first sample, 635 individuals per m” in the second and 1257 individuals per m” in the
last sample. Neither sampling date nor host sex had an effect on P. /aevis infection of
gammarids (Table 1). Amphipod species and individual size both significantly influenced the
probability of infection (Table 1). The prevalence of P. laevis in G. pulex (0.38%) was three
times lower than in G. roeseli (1.15%), and generally, larger individuals were more likely to
be infected (Fig. 1). Infected individuals of both species were significantly larger than their
uninfected conspecifics (£ 3536 = 11.45, P <0.0007, and F 32, =24.35, P <0.0001,
respectively). There was also a significant interaction between amphipod species and size
with a contrasting size distribution pattern of infected individuals between the two species
(Fig. 1). Indeed, in G. pulex, the highest mean parasite abundance occurred in hosts of

intermediate size, whereas, in G. roeseli, the mean parasite abundance increased with



amphipod size (Fig. 1). Thus, when comparing the size-MPA curve between G. pulex and G.
roeseli, it seems that P. laevis is differentially affecting the survival of its two hosts, inducing
mortality in G. pulex but not in G. roeseli.
Drift

The diel drift pattern was examined for the three samples (Fig. 2). All samples displayed a
characteristic peak in the number of drifting uninfected G. pulex and G. roeseli soon after
dusk. Logistic regression revealed a significant effect of size of individuals, Gammarus
species, light intensity and interaction between species and light intensity, on P. laevis
infection (Table 2). Infected amphipods were again significantly larger than their uninfected
counterparts (F 220 = 50.24, P <0.0001; and F 756 = 13.34, P = 0.0003, respectively). The
proportion of P. laevis-infected individuals in drift samples was 6.46% for G. pulex and
3.50% for G. roeseli and a distinct pattern in drift rates was detected (see Fig. 2). The
proportion of P. laevis-infected G. pulex and G. roeseli varied with light intensity: during the
strong light intensity period (between 700 to 25000 lux and more), the prevalence of P. laevis
was 3.23% in G. pulex and 8.73% in G. roeseli while the opposite pattern was detected during
the weak light intensity period (0.1 to 700 lux). Over the period of low light intensity, the
prevalence of P. laevis was 7.36% in G. pulex and 2.80% in G. roeseli. The increased number
of infected G. pulex found in the drift was primarily notable at the beginning of the weak light
intensity period (Fig. 2b, c), whereas the number of infected G. roeseli captured in the drift
was similar over the 24-hour period (Fig. 2a', b', ¢").

Bullhead diet
Amphipod size was not significantly different between drift and bullhead diet surveys (1 2373
=0.91, P=0.3394). Thus, we food no effect of the cage mesh netting on the size of

amphipods available to the captive bullhead. No significant influence of sampling date or fish
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cage location on amphipod infection rate in the bullhead diet was detected (Table 3). We
found an effect of individual size as infected G. pulex were significantly larger than
uninfected individuals (F 490 = 6.74, P = 0.0095), but no difference was detected between
infected and uninfected G. roeseli (F1310=1.17, P =10.2801). More importantly, there was a
strong effect of the Gammarus species on the proportion of P. laevis-infected individuals in
the amphipods consumed by fish: 17.00% of G. pulex were parasitized while only 4.16% of
G. roeseli were infected.

Comparison between samples
Because bullhead are size-selective predators (Newman and Waters 1984) and the parasite
distribution in gammarid populations is affected by host size, we compared P. laevis infection
rates between the different samples (benthos, drift and bullhead diet) using either gammarids
of the same size range as those eaten by bullhead, or gammarids of the same size range as
those infected by P. laevis. As in the previous analyses, size of individuals was strongly
related to the infection status of gammarids (Table 4a). On average, parasitized amphipods
were significantly larger than uninfected individuals () 4712 = 188.51, P <0.0001; and F 1252
=25.89, P <0.0001, for G. pulex and G. roeseli respectively). Gammarus species and sample
type also contributed to the probability of being infected (Table 4a), and interactions indicated
that the effect of sample type on infection probability was stronger for G. pulex than for G.
roeseli. Thus, the proportion of P. laevis-infected G. pulex was clearly higher in the drift and
bullhead diet samples than in the benthos, whereas we found no difference in G. roeseli (Fig.
3). In the bullhead diet and drift samples, the prevalence of P. laevis in G. pulex was 28.3
times higher than in the benthos, whereas, in G. roeseli, the prevalence found in the bullhead
diet and drift was only 1.8 times higher. We found similar results when using gammarids of

the same size range as those infected by P. laevis (Table 4b). In this situation, the proportion
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of infected G. pulex in bullhead diet and drift was 26.3 times higher than in the benthos while
it remained 1.8 times higher for G. roeseli. In accordance with the parasite manipulation
hypothesis where changes in host behavior induced by a parasite should selectively increase
the parasite’s transmission to the final host, we found a higher proportion of P. laevis-infected
G. pulex in bullhead diets than in the benthos. However, we found no difference for G.
roeseli, the non-manipulated intermediate host.

Frog diet
Because the frog diet was sampled on April 26th, we compared the proportion of infected
individuals found in the frog stomach contents with the samples of benthos and drift collected
the same day. For the drift, we used the data collected between Sam (dawn) and 6pm (hour of
the end of frog sampling). Using amphipods of the same size range as those consumed by
frogs, we found no difference in the proportion of infected G. pulex between benthos and frog
diet (Fisher’s exact test P = 0.2515) and between daylight drift (5 am to 6 pm) and frog diet
(Fisher’s exact test P = 0.7150). The prevalence of P. laevis in G. pulex was 1.92% in the frog
diet (N =52), 0.39% in the benthos (N = 514) and 4% in the drift (N = 775). Because only 5
individuals of G. roeseli, all uninfected, were found in the frog diet, no comparison was

conducted with benthos or drift samples.

DISCUSSION
The main goal of the present study was to test whether P. laevis-induced host modifications
detected in laboratory experiments are observed in the natural environment, and whether they
are adaptive for the parasite (Perrot-Minnot 2004). First, the difference in parasite prevalence
and size distributions of infected individuals in the benthos suggest a differential mortality

between G. pulex and G. roeseli infected by P. laevis (Thomas et al.1995, Rousset et al.
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1996). Indeed, when host mortality is positively correlated with parasite accumulation or
simply with parasite presence (Rousset et al., 1996, Outreman et al. 2007), a maximum level
of infection occurs in hosts of intermediate age. Thus, the lower prevalence in the population
and the drop in mean infection rates among larger size classes of G. pulex point to an effect of
P. laevis on G. pulex mortality, whereas no such pattern was detected in G. roeseli, indicating
a lesser effect of the parasite on infected G. roeseli. Lafferty (1992) suggested that an increase
in host modification by a parasite could result in a decline in prevalence within the host
population because manipulated prey should be rapidly removed from the population by the
predators. This might be the case in the association between P. laevis and G. pulex. However,
whether the differential mortality between infected G. pulex and infected G. roeseli is
predator mediated or a direct effect of parasite virulence is unclear from these results. In fact,
G. roeseli might just cope better with parasitism than G. pulex.

Second, the high parasite prevalence reported in G. pulex drifting at night can be directly
linked to the increased number of infected individuals captured in night samples compared
with daytime samples. Interestingly, the drift pattern of G. roeseli infected by P. laevis is
clearly different. Indeed, the prevalence of P. laevis in G. roeseli is higher during day drift.
Since the number of infected G. roeseli captured in drift samples was consistent along the 24
h period, the higher prevalence detected in G. roeseli during the day was due to the low
number of uninfected G. roeseli. The increase in the number of infected G. pulex observed in
the night drift may be parasite driven and could improve the host probability of capture by a
fish definitive host predator. Still, alternative hypotheses exist. For example, drifting
amphipods might be more likely to get infected. However, increased susceptibility of drifting
individuals is unlikely with P. laevis. First, amphipods get infected by accidental ingestion of

parasites eggs deposited in the river litter so drifting in the water column is unlikely to
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increase exposure to the parasite eggs. Second, G. pulex and G. roeseli get infected the same
way, but the drifting behavior of infected individuals reported in our study was clearly
different between the two species. Therefore, it is more likely that the modification of drift
behavior in G. pulex is a result of parasite manipulation.

Finally, the manipulation hypothesis predicts an enhanced parasite transmission rate to the
definitive host when the phenotype of infected intermediate hosts is manipulated. On the other
hand, intermediate hosts infected by parasites unable to modify host behavior should have the
same probability of being predated as uninfected conspecifics (Moore and Gotelli 1990,
Poulin 1995). Independently from host size, we reported a higher prevalence of P. laevis in G.
pulex in the bullhead diet and night drift than in the benthos, whereas the same prevalence of
P. laevis was found in G. roeseli in the three distinct surveys. G. pulex infected individuals
were significantly more predated than uninfected individuals because they were more exposed
to predation in the night drift, whereas no difference was found between infected and
uninfected G. roeseli individuals. From these observations, it is likely that manipulation of
infected individuals cause the over-predation of P. laevis-infected G. Pulex by the definitive
host. Again, other factors could influence these results. Infected G. roeseli could simply be
better at avoiding predation than G. pulex. Although it is unlikely as a previous study found
no differences in antipredator behavior between the two species (Bollache et al. 2006). The
two amphipods species might also show differences in their drift dispersal behavior. If
infected G. pulex tend to accumulate in areas where predators abound while parasitized G.
roeseli disperse in predator free areas, the difference in infected prey abundance in the fish
diet detected in our study may be independent from parasite manipulation. Again, although

possible, this alternative is unlikely. First, we controlled the position of the fish such as they
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were equally dispersed over the study site. Second, a previous study found no significant
difference in the drifting dispersal of G. pulex and G. roeseli (Meijering 1972).

Consistent with the hypothesis that manipulation should show some degree of specificity, a
lower or equal vulnerability of infected intermediate hosts to predation by non-host predators
compared to uninfected individuals was expected (Cézilly and Perrot-Minnot 2005, Thomas
et al. 2005). Indeed, if phenotypic changes in infected intermediate hosts also increase the risk
of predation by predators unsuitable as definitive hosts, the benefit of manipulation could be
significantly reduced (Mouritsen and Poulin 2003). Our results indicate that in the daytime,
host behavioral modifications induced by P. laevis do not increase the risk of being consumed
by adult frogs, which are inappropriate hosts. In fact, we found no difference in the
prevalence of P. laevis in G. pulex between the edible frog diet, day drift and benthos. In
addition, the higher proportion of P. laevis-infected G. pulex in the night drift could also be
interpreted as a strategy to avoid diurnal non-host predators such as water birds and frogs.
Our results are also important for quantifying the transmission rate of the manipulative
parasite in the natural environment. Few previous field studies have simultaneously
investigated the prevalence of parasites in the field, the effects of parasites on intermediate
host behavior, and the predation rates by final hosts (Moore 1983, Voftisek et al. 1998,
Knudsen et al. 2001). However, one source of error in these previous studies was to not
consider the parasite distribution within the intermediate host population and the foraging
behavior of the final host predator. In 2005, Nickol suggested that studies that examine the
impact of parasite-induced behavioral alteration on trophic transmission should understand
how the parasite population is partitioned within the intermediate host population and within
the part of the host population predated by the definitive host before comparing prevalence.

Our results, obtained when the gammarids used in the analysis were restricted either to the
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same size range as those eaten by the final host predator or to the parasite distribution within
the intermediate host population, suggest a 28.3 or 26.3-fold effect of parasitism on the
predation rate of G. pulex. In the same analysis, if gammarids of all sizes were used, a 44-fold
effect of parasitism on predation rate of G. pulex was detected, such that, in the absence of
this correction, the effect of parasitism on predation rate would have been overestimated.

In contrast to the mathematical model of behavioral modification developed by Lafferty
(1992) that assumed a high value of differential predation of 10-fold, our results support the
conclusion of Lafferty and Morris (1996) who found that the effect of a larval trematode on
predation rate of killifish by birds was a 30-fold effect of parasitism on predation rate. A
simple behavioral alteration can yield a high parasite transmission rate to the definitive host.
Thus, by increasing the predation rate of infected hosts, manipulative parasites may act as
potential regulatory factors of the density of prey populations.

In an ecological context, such altered behaviors could also logically expose the manipulated
host to various predators. Accordingly, a full understanding of the evolution of parasitic
manipulation necessitates the consideration of the specificity of association between the type
of altered behavior and the type of final host. A better knowledge of mechanisms by which
parasites manipulate their host coupled with the specificity of alteration would be another way

to check the adaptive nature of manipulation.
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Table 1. Logistic regression for the effects of sampling date (three dates in March-April
2004), Gammarus species and Gammarus size and sex on the prevalence of P. laevis in the

benthos survey.

Source df  Wald Chi-Square P
Benthos sampling date 2 2.00 =0.3672
Gammarus species 1 4.74 =0.0293
Size 1 28.57 <0.0001
Sex 2 2.46 =0.2925
Interaction Size X Gammarus species 1 8.37 =0.0038
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Table 2. Logistic regression for the effects of sampling date (three dates in March-April

2004), light intensity and Gammarus species and size on the prevalence of P. /aevis in the

drift survey.

Source df  Wald Chi-Square P
Drift sampling date 2 4.12 =0.1271
Gammarus species 1 7.40 =0.0065
Size 1 77.42 <0.0001
Light intensity 1 7.18 =0.0073
Gammarus species x light intensity 1 32.05 <0.0001
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Table 3. Logistic regression for the effects of diet sampling date, cage, Gammarus species and

size on the prevalence of P. laevis in bullhead diet (N = 806).

Source df  Wald Chi-Square P
Diet sampling date 9 4.17 =0.8609
Cage 13 17.14 =0.1927
Gammarus species 1 27.92 <0.0001
Size 1 6.81 =0.0090
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Table 4. Logistic regression of the effects gammarid species, size of individuals and survey
types (defined as benthos, drift under weak light intensity and fish diet) on the prevalence of
P. laevis (a) using gammarids of the same size range as those preyed by bullhead (N = 5998),

(b) using gammarids of the same size range as those infected by P. laevis (N = 5473).

Source df Wald Chi-Square P
a
Gammarus species 1 13.54 =0.0002
Size 1 57.48 <0.0001
Survey types 2 66.38 <0.0001
Gammarus species X survey types 2 32.70 <0.0001
Size x survey types 2 7.54 =0.0230
b
Gammarus species 1 12.16 =0.0005
Size 1 62.68 <0.0001
Survey types 2 72.40 <0.0001
Gammarus species X survey types 2 37.42 <0.0001
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Fig. 1. Mean abundance of P. laevis in relation to host size in G. pulex males (a) and females
(b), and G. roeseli males (c) and females (d), in the benthos survey. The sample size for each

size class is indicated above each point.

Fig. 2. Number of amphipods collected in the three drift sampling replicates for G. pulex: (a),
(b), (¢) and G. roeseli (a"), (b"), (c"). P. laevis-infected individuals are denoted by black bars

and uninfected ones by open bars. Grey areas refer to weak light intensity (0.1 to 700 lux).

Fig. 3. Comparison of the prevalence of P. laevis in G. pulex (open bars) and G. roeseli (black

bars) between the three survey types using amphipods of the same size range than those

preyed by bullhead. The numbers of amphipods in each sample are indicated above each bar.
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« Increased susceptibility to predation and altered anti-predator behaviour in an

acanthocephalan-infected amphipod »

M.-J. Perrot-Minnot, Nicolas Kaldonski, Frank Cézilly

International Journal for Parasitology, sous presse

« Augmentation de la susceptibilité a la prédation et alteration du comportement anti prédateur chez un
amphipode infceté par un acanthocéphale »

Résumé : Selon I’hypotheése de la manipulation parasitaire, les altérations phénotypiques induites par les
parasites sur leurs hotes intermédiaires sont des moyens efficaces d’augmenter la transmission trophique vers
I’héte définitif. Une prédiction évidente, bien que rarement testée, est que 1’augmentation de la vulnérabilité des
proies infectées vers un prédateur approprié doit s’effectuer par une altération des comportements anti-prédateur
de I’hote intermédiaire. Dans cette étude, nous avons testé cette prédiction en utilisant 1’acanthocéphale de
poisson Pomphorhynchus tereticollis et I’amphipode d’eau douce Gammarus pulex. Nous avons d’abord estimé
la vulnérabilité relative des proies infectées et non infectées a la prédation par le chabot Cottus gobio en
conditions naturelles. Ensuite, nous avons étudié¢ en conditions contrdlées comment deux comportements anti
prédateur typiques des invertébrés aquatiques, a savoir 1’utilisation des refuges et la réaction a courte distance a
des signaux olfactifs de prédateur, étaient affectés par le statut infecticux. Nous avons trouvé que la prévalence
in natura était dix fois supérieure chez les gammares récoltés dans les contenus stomacaux des chabots que dans
le benthos de la méme riviére. Dans un microcosme, les gammares non infectés, mais pas les gammares infectés,
augmentaient 1’utilisation des refuges en présence de chabots. Finalement, une expérience utilisant un
olfactométre en Y a montré des réactions opposées a 1’odeur de prédateur. Alors que les gammares non infectés
étaient significativement repoussés par 1’odeur de prédateur, les gammares infectés étaient significativement
attirés par 1’odeur du prédateur. Regroupés, ces résultats suggerent que 1’altération des comportements anti
prédateur chez les gammares infectés augmente leur prédation dans le milieu par les chabots. L’inversion des
comportements anti prédateur peut étre une composante efficace par laquelle les parasites a cycle complexe
augmentent leur transmission vers 1’hote définitif. Des études devraient considérer plus en détail a la fois
I’augmentation de la vulnérabilité des proies infectées dans la nature par I’hdte définitif du parasite et 1’influence
de I’infection sur le comportement anti prédateur de la proie infectée.



Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

INTERNATIONAL

Akl AL
22 PARASITOLOGY

ELSEVIE International Journal for Parasitology 37 (2007) 645-651

www.elsevier.com/locate/ijpara

Increased susceptibility to predation and altered
anti-predator behaviour in an acanthocephalan-infected amphipod

M.-J. Perrot-Minnot *, Nicolas Kaldonski, Frank Cézilly

Equipe Ecologie Evolutive, UMR CNRS 5561 Biogéosciences, Université de Bourgogne, 6 Blvd Gabriel, 21000 Dijon, France

Received 13 October 2006; received in revised form 4 December 2006; accepted 5 December 2006

Abstract

According to the ‘parasitic manipulation hypothesis’, phenotypic changes induced by parasites in their intermediate hosts are effective
means of increasing trophic transmission to final hosts. One obvious prediction, although seldom tested, is that increased vulnerability of
infected prey to an appropriate predator should be achieved by the parasite altering the anti-predator behaviour of its intermediate host.
In this study, we tested this prediction using the fish acanthocephalan Pomphorhynchus tereticollis and the freshwater amphipod Gamm-
arus pulex. Firstly, we estimated the relative vulnerability of infected and uninfected gammarids to predation by the bullhead Cotrus
gobio in the field. Second, we investigated under experimental conditions how two common anti-predator behaviours of aquatic inver-
tebrates, refuge use and short-distance reaction to predator chemical cues, were affected by infection status. We found that the prevalence
of infection in the field was 10 times higher among gammarids collected from the stomach contents of bullheads compared with free-
ranging individuals collected in the same river. In a microcosm uninfected gammarids, but not infected ones, increased the use of refuge
in the presence of a bullhead. Finally, a behavioural experiment using an Y-maze olfactometer showed opposite reactions to predator
odour. Whereas uninfected gammarids were significantly repulsed by the chemical cues originating from bullheads, infected ones were
significantly attracted to the odour of the predator. Taken together, our results suggest that the alteration of anti-predator behaviour in
infected G. pulex might enhance predation by bullheads in the field. Reversing anti-predator behaviour might thus be an efficient device
by which parasites with complex life-cycles increase their trophic transmission to final hosts. Further studies should pay more attention
to both the increased vulnerability of infected prey to an appropriate predator in the field and the influence of parasitic infection on the
anti-predator behaviour of intermediate hosts.
© 2006 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Chemical ecology; Complex life-cycle; Gammarus; Host manipulation; Pomphorhynchus

1. Introduction

Predation is currently regarded as a driving force in the
evolution of complex life-cycles in parasites (Parker et al.,
2003). Firstly, any parasite adapting to survive accidental
ingestion by, and to reproduce in, the predator of its cur-
rent host might be selected (Parker et al., 2003). Second,
once a complex life-cycle has been established, natural
selection should favour the ability of parasites to increase
the vulnerability of their intermediate hosts to predation

" Corresponding author. Tel.: +33 380 396340; fax: +33 380 396231.
E-mail address: mjperrot@u-bourgogne.fr (M.-J. Perrot-Minnot).

by final hosts (Holmes and Bethel, 1972; Combes, 1991).
According to the so-called ‘manipulation hypothesis’, sev-
eral parasite-induced phenotypic changes are indeed adap-
tive and benefit the parasite through increasing its trophic
transmission to the final host (see reviews in Moore,
2002; Thomas et al., 2005). However, only a few empirical
studies have provided unambiguous support for the
adaptiveness of manipulation (Nickol, 2005; Thomas
et al., 2005). Poulin (1995) listed a series of criteria by
which true manipulation can be distinguished from acci-
dental by-products of infection, in particular including
increased vulnerability of infected hosts to predation
by final hosts and purposive design of manipulation.
However, such a distinction is not easy to make in practice

0020-7519/$30.00 © 2006 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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(Combes, 1991; Cézilly and Perrot-Minnot, 2005; Thomas
et al., 2005). Its validity is actually reliant on field estimates
of true predation rates by appropriate final hosts, and on
the identification of the altered phenotypic traits specifical-
ly responsible for the increased trophic transmission.
Consequently, studies addressing the link between manipu-
lation and increased transmission rate are still scarce and
sometimes equivocal (Nickol, 2005).

Increased predation by final hosts on infected intermedi-
ate hosts has been shown in several host-parasite associa-
tions (see review in Moore, 2002), in particular those
involving acanthocephalan parasites and their arthropod
intermediate hosts (Hindsbo, 1972; Holmes and Bethel,
1972; Bethel and Holmes, 1977; Kennedy et al., 1978;
Camp and Huizinga, 1979; Moore, 1983; Brown and
Thompson, 1986; Marriott et al., 1989; Bakker et al.,
1997; Fuller et al., 2003). These studies generally consist
of measuring differential predation on infected versus unin-
fected intermediate hosts by a putative final host in an
experimental setting. However, such confined environ-
ments might be a weak approximation to conditions pre-
vailing in the wild. In particular, in most studies the ratio
of infected to uninfected hosts offered to the predator
exceed parasite prevalence observed in nature, weakening
the conclusions that can be drawn from such studies. Most
field studies of predation on infected hosts have also exper-
imentally manipulated the ratio of infected to uninfected
prey (Lafferty and Morris, 1996; Thomas and Poulin,
1998; but see Moore, 1983). Parallel to this, evidence of
purposive design in manipulation remains limited to reac-
tion to abiotic stimulus or changes in general activity
(Hindsbo, 1972; Cézilly et al., 2000; see references in
Moore, 2002). To our knowledge, only four studies directly
investigated the alteration of anti-predator behaviour spe-
cifically in response to predator visual or chemical cues
(Hechtel et al., 1993; Berdoy et al., 2000; Wellnitz et al.,
2003; Baldauf et al., 2006), despite the fact that suppressing
or even inverting responses to anti-predator cues may rep-
resent an effective and potentially finely-tuned strategy to
increase trophic transmission to the final host. Indeed, sev-
eral prey species have evolved the ability to reduce activity
level and increase the use of refuges upon visual and/or
chemical detection of predator presence (for a review, see
Kats and Dill, 1998). In freshwater food webs, in particu-
lar, chemosensory assessment of predation risk has been
demonstrated in numerous species of arthropods, and
appears to be of major importance in relation to water tur-
bidity and low light conditions (Chivers et al., 1996; Dahl,
1998; Abjornsson et al., 2000; Wisenden, 2000). Such
behaviours constitute ideal targets for natural selection act-
ing on parasites to increase trophic transmission to their
final hosts.

Acanthocephalans are among the best-studied parasites
with respect to parasite-induced behavioural alterations
and trophic transmission (Moore, 2002), in particular spe-
cies using aquatic crustaceans as intermediate hosts
(Holmes and Bethel, 1972; Bakker et al., 1997; Haye and

Ojeda, 1998; Cézilly et al., 2000). These helminths are
known to change various taxes in their intermediate host
under laboratory conditions, such as reaction to light or
to gravity (Cézilly et al., 2000; Perrot-Minnot, 2004; Médoc
et al., in press), but also to alter micro-habitat distribution
of infected hosts in the field (MacNeil et al., 2003; Médoc
et al., in press). Evidence exists that crustacean amphipods
react to chemical stimuli originating from fish predators in a
way that is adaptive (Mathis and Hoback, 1997; Wudkevich
et al., 1997; Abjornsson et al., 2000). Acanthocephalan spe-
cies successively exploiting freshwater amphipods and fish
are therefore a good model to study whether and how par-
asites can alter the anti-predator behaviour of their interme-
diate hosts. In the present study, we address the link
between increased transmission rate and the alteration of
anti-predator behaviours in between the freshwater amphi-
pod Gammarus pulex and the fish acanthocephalan Pomp-
horhynchus tereticollis. We first tested the prediction that
infected hosts should be more vulnerable to predation by
final hosts than uninfected ones in natural conditions. To
this end, we compared the proportions of P. tereticollis-in-
fected and uninfected G. pulex in the diet of field-collected
bullheads with the prevalence of P. tereticollis in free-living
gammarids from the same site at the same time. Second, we
hypothesized that parasite manipulation involves the alter-
ation of the host’s anti-predator behaviour, and predicted
that uninfected and P. tereticollis-infected gammarids
should react differently to bullhead cues. In the first exper-
iment, a ‘microcosm-type’ setting providing refuges to gam-
marids was designed to assess the general anti-predator
response of gammarids to bullhead physical and chemical
cues. We then assessed the response of uninfected and
infected G. pulex to bullhead chemical cues at a short-
distance, by conducting a bioassay with an Y-tube
olfactometer. This is the first study, to our knowledge, to
simultaneously consider in a single host-parasite associa-
tion both the increased susceptibility of infected prey to pre-
dation by final hosts in the field and the influence of
parasitic infection on reaction to predator cues.

2. Materials and methods
2.1. Study system

Local populations of P. tereticollis (sometimes con-
founded with the congeneric species Pomphorhynchus lae-
vis) have been identified in Burgundy (eastern France),
where they infect the amphipods G. pulex and Gammarus
roeseli as intermediate hosts. Confirmation of taxonomic
status was provided by both genetic data (Perrot-Minnot,
2004) and morphological inspection (comparison with type
specimens, M. Spakulova, pers. comm.). A field experiment
was conducted on the river Beze at Noiron sur Béze (Bur-
gundy, eastern France), where only G. pulex is found as an
intermediate host. In this population, gammarids are
preyed upon by the bullhead, Cottus gobio, in which
P. tereticollis can develop and reproduce (Rudolphi,
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1819; M.-J. Perrot-Minnot and N. Kaldonski, unpublished
data). Gammarids and bullheads used in laboratory exper-
iments were sampled from the same population.

2.2. In natura prevalence and trophic transmission

In August, 2005, we estimated the local prevalence of
P. tereticollis in a population of G. pulex from the river
Beze. Six samples of the benthic fauna were collected with
a Surber net (500 um mesh size) between 7 and 8§ AM in a
mixed zone of gravel and vegetation, and were immediately
put in 70% ethanol. In the laboratory, gammarids were
carefully separated from vegetation and other detritus.
Their status (uninfected/P. tereticollis-infected) was deter-
mined under a binocular microscope after dissection. Three
size classes were based on body length (small, under 8§ mm;
medium, from 8§ to 15 mm; large, more than 15 mm).

One week later, we caught 44 adult bullheads with a dip-
net in the same area between 7 and 8 AM and collected
their gut content by stomach flushing. This non-destructive
method provides 98.2% efficiency in obtaining the gut con-
tent, with 100% fish survival, both in natura and in the lab-
oratory (Gaudin et al., 1981; Lagrue and Bollache, 2006).
Regurgitated gammarids were fixed in 70% ethanol and
their status and size were determined later in the laboratory
under the binocular microscope. The proportions of infect-
ed gammarids in natura and in the gut content of the
bullhead were compared using a Chi-square test.

2.3. Refuge use in microcosm

Uninfected and P. tereticollis-infected G. pulex were col-
lected from July to September, 2005 in the river Béze using
the kick sampling method (Hynes, 1954). Only males were
kept for the experiments (body length ranged from 11 to
15 mm). In the laboratory, gammarids were maintained
in large, well aerated tanks filled with dechlorinated UV-
treated tap water, and fed with elm leaves. All individuals
were acclimatized for at least 1 week before starting the
experiments. Bullheads, ranging from 75 to 85mm in
length, were caught with a dipnet in the same river, kept
in the laboratory for 1 month before the experiments and
fed with uninfected gammarids. They were starved for
24 h prior to the experiments. Room temperature was kept
constant at 15 °C with a light:dark cycle of 12:12 h provid-
ed by overhead solar spectra fluorescent tubes (JBL Solar
Natur, 25 W and 9000 K, illumination of 700 lux represent-
ing dawn or dusk light conditions).

The test aquaria (32 x 20 x 20 cm) were filled with 7 L of
dechlorinated and oxygenated tap water and surrounded
with opaque screens. A piece of air-brick (21.5x 10 x
5cm) provided a refuge for gammarids. A transparent
microperforated enclosure (12x9x 6 cm) was set in the
aquaria to accommodate the predator when needed, and
was equipped with an air-stone to maximize odour dispers-
al. Gammarids could thereby detect the bullhead’s presence
through both physical (visual or wave-like stimuli) and

chemical cues. Fifteen minutes before each trial, 10 gam-
marids of the same type (uninfected or P. tereticollis-infect-
ed) were placed into an aquarium. The predator was then
introduced into the enclosure 5 min before starting the
experiment. Each test lasted 90 min, during which time
the number of gammarids outside the brick, i. e., those
potentially available to a predator, was recorded at 0, 5,
10, 15, 30, 60, and 90 min. At the end of each trial, aquaria,
air-brick, and air-stone were carefully washed with dechlo-
rinated tap water. Eight replicates were made for each par-
asitic status and microcosm type. A three-factor ANOVA
with repeated measures was performed to analyse the effect
of bullhead presence/absence (hereafter referred to as
microcosm type), infection status and time (repeated mea-
sures), on the arcsin-transformed proportion of gammarids
seen out of the refuge. Since the effect of time was not sig-
nificant (see Section 3), we generated a cumulative index of
refuge use by summing up the number of gammarids seen
out of the refuge at each time interval (seven measures).
The effects of parasitic status and microcosm type were
then analyzed using a two-factor ANOVA and Newman-
Keuls multiple comparison test (JMP statistical software
v. 5.0, SAS Institute Inc.).

2.4. Response to short-distance fish odour in an Y-maze
olfactometer

Gammarids and bullheads were sampled from the same
population as the one used for the previous experiment,
and were maintained in the laboratory under the same con-
ditions. The experiments were carried out in a Y-tube
olfactometer made of clear glass tubes (4 cm diameter,
two inflow-arms of 14 cm in length at an angle of 70°,
and one outflow arm of 18 cm in length). Test solutions
were introduced into each arm through silicone tubes
(Saint-Gobain Tygon Sanitary Silicone Tubing Formula
3350, ABWO00007) with a peristaltic pump (Gilson Mini-
puls 3). Preliminary tests with dyes showed that a flow rate
of 10 ml.min~"! allowed mixing of water from the two arms
at the centre of the tube, but prevented mixing of water in
the two forward arms. Inflowing water reached the point of
confluence after 30s, and water in the mixing zone had
completely mixed after 60-75s. The olfactometer was
placed horizontally on a white table and surrounded with
opaque screens. Solar spectra fluorescent tubes (JBL Solar
Natur, 25 W and 9000 K, illumination of 700 lux) provided
diffuse light from 40 cm above the olfactometer and paral-
lel to the outflow arm.

Bullhead-conditioned water was prepared by leaving a
single fish for 24 h in a clean aquarium filled with 250 ml
of well oxygenated dechlorinated tap water per fish centi-
metre. The total length of the bullhead ranged from 80 to
90 mm. Oxygenated and dechlorinated tap water was used
as control water. Fifteen infected and 15 uninfected gam-
marids were tested against the odour of a single bullhead,
and six different bullheads were used for this experiment.
We therefore performed 6 X 15 replicates per group of



648 M.-J. Perrot-Minnot et al. | International Journal for Parasitology 37 (2007) 645-651

infected and uninfected gammarids. All experiments were
run between 9 AM and 5 PM. Each experimental trial last-
ed 11 min. After a pre-flow time of 1 min, a single specimen
of G. pulex was introduced in the starting area and kept in
the downstream part of the outflow arm (4 cm) for a 5 min
acclimatization period. One arm of the olfactometer was
then connected to the bullhead-conditioned water, while
the other arm was connected to control water. The gamm-
arid was released 30 s later, and its behaviour was directly
recorded for 5 min using a Psion Workabout. After each
run, the test gammarid was removed, the olfactometer
and connecting tubes were carefully rinsed with dechlori-
nated tap water and 50 ml of dechlorinated tap water
was added to the aquarium to refill the lost volume. The
inflow arm with the bullhead odour was switched every five
replicates to control for any side preference; the olfactom-
eter was then cleaned with ethanol and tap water. During
the experiment, the observer was blind to the infection sta-
tus of the test individual. Gammarids that did not move for
the first 2 min or that spent less than 20% of the total time
in the two inflow arms were discarded from the data set.
For each trial, we calculated the proportion of time spent
in the arm with bullhead odour out of the total time spent
in the two inflow arms. Then, for both uninfected and
P. tereticollis-infected individuals, we calculated 95% confi-
dence intervals (CIs) around the mean proportion of time
spent in the scented arm. Data were arcsin-transformed
to meet normality. Comparisons between uninfected and
infected gammarids were made using ANOVA with indi-
vidual fish as a co-factor. All tests were performed using
JMP statistical software (v. 5.0, SAS Institute Inc.).

3. Results
3.1. In natura prevalence and trophic transmission

A total of 1604 gammarids were caught, among which
16 (1%) were infected with P. tereticollis cystacanths. None
of the small-size gammarids (<8 mm) were infected. Con-
sidering only the medium- and large-size classes (586 gam-
marids), the prevalence reached 2.7%. Inside the stomach
contents of bullheads, a total of 20 out of the 196 gammar-
ids (10.2%) were infected by P. tereticollis, all of them in
the medium- and large-size classes. This prevalence was sig-
nificantly higher from the one observed in the benthos
(Chi-square test 7> = 75.53, P <0.0001). Considering only
the medium- and large-size class (140 gammarids), the
prevalence was 14.3% and was still significantly higher than
the one observed in the benthos (Chi-square test
7 = 32.02, P <0.0001).

3.2. Effect of infection status on refuge use in microcosm

A preliminary three-factor ANOVA with repeated mea-
sures showed that time had only a marginal effect on refuge
use (Fg 23 =2.49, P = 0.052), and did not interact signifi-
cantly with microcosm type (with or without a bullhead

in the enclosure) (Fg 3 = 1.66, P = 0.17) or infection status
(Fs23 = 1.41, P = 0.25). We therefore performed a two-fac-
tor ANOVA on the cumulative index of refuge use to assess
the relative influence of microcosm type and infection sta-
tus. Both factors had a significant effect on the hiding
behaviour of gammarids, as well as their interaction
(F324=10.83, P < 0.0001; microcrosm type Fj,s=
21.81, P <0.0001; infection status F g =4.57, P =0.04;
interaction between microcosm type and infection status
Fi3=06.10, P=0.02) (Fig. 1). Over time, there were
significantly more infected gammarids out of the refuge
than uninfected ones when a bullhead was present in the
enclosure (¢ =4.59, P <0.005), compared with when the
enclosure was empty (Fig. 1).

3.3. Effect of infection status on the response to short-
distance fish odour

Uninfected gammarids spent significantly more time in
the control arm with water than expected under the
assumption of random movement between the two inflow
arms (time spent in the control arm over the total time
spent in the inflow arms, mean and 95% CI on back-trans-
formed data = 60% [53.6%—66.1%], n = 60, Fig. 2). In con-
trast, P. tereticollis-infected gammarids spent more time in
the arm with bullhead-conditioned water than expected
under the assumption of random movement between the
two inflow arms (time spent in the arm with bullhead odour
over the total time spent in the inflow arms, mean and 95%
CI on back-transformed data=71.9% [65.8%—77.6%),
n =158, Fig. 2). The difference between uninfected and
infected gammarids was highly significant (z test
t1117=17.17, P <0.001). Finally, we compared the ampli-
tude of the response to bullhead scent between groups of
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single gammarid in the arm of an Y-tube olfactometer flowed with
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uninfected and infected gammarids tested against the same
individual fish. The mean proportion of time spent by
infected and uninfected gammarids in water scented by
the same individual fish were negatively correlated (Spear-
man rank correlation r¢= —0.94, P =0.005, significance
established through permutation test (n= 50,000),
P =0.009, Fig. 3.

4. Discussion

The present study assessed, using a single host-parasite
association, both the vulnerability of infected intermediate
hosts to predation by an appropriate definitive host in the
field, and the alteration of anti-predator behaviour in
infected hosts. The proportion of P. tereticollis-infected

G. pulex in the stomach content of bullheads was 10 times
higher than in free-ranging gammarids in natura. A devia-
tion from random predation might arise independently of
an effect of infection on the vulnerability of intermediate
hosts to final hosts, if size-selective predation occurs and
the probability of infection varies according to prey size
(Moore, 1983; Lafferty and Morris, 1996; Nickol, 2005).
However, when controlling for size differences in predation
susceptibility and infection probability (through removing
small gammarids from the analysis), prevalence of infection
was still significantly higher among gammarids collected
from stomach contents. Few field studies have documented
predation rates on infected intermediate hosts by appropri-
ate final hosts without manipulating natural prevalence
(Moore, 2002). Heteroxenous coccidia increased the preda-
tion rate of infected rodents by two to 2.4 times (Hoogen-
boom and Dijkstra, 1987; Vorisek et al., 1998), whereas
Gammarus lacustris infected with a larval cestode were
preyed upon by the Arctic Char, Salvelinus alpinus, eight
times more often than uninfected ones (Knudsen et al.,
2001). The prevalence of Plagiorhynchus cylindraceus in
woodlice was increased from 0.2% in the field site to
17.5% on average in the diet of nestling starlings, Sturnus
vulgaris (Moore, 1983). However, only the last study inves-
tigated the parasite-induced behavioural changes potential-
ly underlying the increased predation risk of intermediate
hosts. Other field or laboratory studies designed to link
predation risk with infection by a trophically-transmitted
parasite (TTP) have manipulated the prevalence of infected
prey above natural prevalence or did not even refer to it
(Bethel and Holmes, 1977; Camp and Huizinga, 1979;
Urdal et al.,, 1995; Lafferty and Morris, 1996; Bakker
et al.,, 1997; Thomas and Poulin, 1998; Pulkkinen et al.,
2000). This could lead to an overestimation of the preda-
tion rate on infected prey by predators such as birds or fish.
Indeed, a search stimulus on infected prey might be more
readily established with high prevalence compared with
actual field prevalence. This could also be reinforced by
the simplified patterns of prey distribution under experi-
mental conditions compared with more complex distribu-
tion of prey found in natura.

The increased trophic transmission of P. tereticollis to
one of its appropriate final hosts reported here can best
be explained by the increased availability of infected
G. pulex in the foraging area of bullhead. C. gobio is a cryp-
tic benthic predator and adopts a “‘sit and wait” foraging
strategy (Ladich, 1989; Chivers et al., 1996). Perception
of, and response to, fish kairomones by prey such as
amphipods are thus critical in reducing encounter rates
with predators at short distances and, consequently, preda-
tion risk. Such behaviours in infected prey act to reduce
transmission of TTP to their final host. Parasites are thus
under selective pressure to suppress or even reverse the
anti-predator behaviour of their intermediate hosts. To test
this prediction, we compared a general response to preda-
tor cues, e.g., hiding behaviour of infected and uninfected
gammarids from the same population, in a microcosm
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setting. Uninfected G. pulex responded to the presence of a
bullhead in the enclosure by increasing the use of refuge
relative to controls without fish cues. This result is in agree-
ment with previous studies on other amphipods showing
various anti-predator behaviours, such as the use of riffle
(Dahl and Greenberg, 1996) or reduced activity (Wudke-
vich et al., 1997; Abjornsson et al., 2000; Wellnitz et al.,
2003). In contrast, gammarids infected with P. tereticollis
did not increase the use of refuge when bullhead cues were
present. The differential use of refuge was not due to differ-
ence in phototaxis, because the difference between uninfect-
ed and infected gammarids was only significant when
predator cues were available. Hechtel et al. (1993) also
showed that the normal hiding behaviour of the isopod
Caecidotea intermedius in response to the presence of chubs
was suppressed in isopods infected with the acanthocepha-
lan Acanthocephalus dirus. Other studies have shown a lack
(or increased latency) of anti-predator behaviours in infect-
ed prey, such as the use of refuge (Moore, 1983), or distur-
bance-evoked escape responses (Libersat and Moore, 2000;
Fuller et al., 2003). However, such altered behaviours were
not related to predator cues, nor were they linked to an
increase in parasite transmission to final hosts.

Olfaction is likely to determine the predator—prey
encounter rate, especially when visual cues are not avail-
able (e.g., dawn and dusk or nocturnal predators, such as
bullhead). In a Y-maze olfactometer, the odour of bullhead
was significantly repulsive to uninfected gammarids,
whereas the opposite reaction, i.e. attraction, was evident
in P. tereticollis-infected gammarids. Parasite-induced
alteration of hosts’ behaviour often corresponds to a rever-
sion of oriented behaviours (taxes) such as photophoby or
negative geotactism (Cézilly et al., 2000; see review in
Moore, 1983, 2002). Reversion of the repulsive response
to fish odour reported here is in agreement with this obser-
vation. The evidence for a parasite-induced reversion of
chemotaxis in G. pulex is strengthened by the fact that
the more repulsive a fish odour was for uninfected gam-
marids, the more attractive it was for infected gammarids
tested against the same individual bullhead. Such ‘fatal
attraction’ of infected prey to the parasite’s appropriate
final host has been reported only once, in rats infected with
the protozoan Toxoplasma gondii (Berdoy et al., 2000).
Two studies have suggested that the alteration of chemo-
sensory assessment of predation risk by crustacean hosts
could be induced by acanthocephalan parasites (Hechtel
et al., 1993; Wellnitz et al., 2003). However, none of these
studies provided evidence for an actual increased vulnera-
bility of infected hosts to predation by an appropriate final
host.The attraction to fish odour in infected prey is proba-
bly one of the most spectacular behavioural manipulations
in the range of behaviours reported to be altered by para-
sites. It also illustrates how, under certain conditions, pre-
dators as final hosts could benefit from TTP via easier food
acquisition (Kuris, 2005).

In conclusion, we have shown that a trophically-trans-
mitted parasite suppresses the sheltering behaviour of its

intermediate host and reverses its reaction to predator
odour. Such alterations of anti-predator behaviours might
contribute to increased transmission rate to a final host in
the field, as reported herein. Many studies on manipulative
parasites have concluded that behavioural modifications
are adaptive (Moore and Gotelli, 1990; Combes, 1991;
Thomas et al., 2005), although demonstrations are often
weakened by incomplete data. In the future, studies should
jointly address the vulnerability of infected prey to final
hosts under field conditions and the effect of infection on
anti-predator behaviours. Future research should also
emphasize the physiological mechanisms of altered behav-
iours, to reveal the complexity and specificity predicted
from the adaptive nature of parasitic manipulation (Poulin,
1995; Kuris, 2005; Thomas et al., 2005).
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« Differential influence of two acanthocephalan parasites on the anti-predator behaviour
of their intermediate host »

Nicolas Kaldonski, Marie-Jeanne Perrot-Minnot & Frank Cézilly

Animal Behaviour, sous presse

« Influences différentielles de deux parasites acanthocéphales sur le comportement anti prédateur de leur
hote intermédiaire commun, Gammarus pulex (Crustacé, Amphipode) »

Résumé: De nombreuses espéces de parasites altérent le phénotype de leur hote intermédiaire d’une manicre qui
semble augmenter la transmission trophique vers 1’hote final. En particulier, les acanthocéphales de poissons
sont connus pour modifier le comportement anti prédateur de leurs hotes intermédiaires crustacés en réponse a
des signaux chimiques de prédateurs poissons. Cependant, il n’est pas clair que ce changement de comportement
soit spécifique des parasites de poissons et donc adaptatifs, ou s’ils sont juste une conséquence de 1’infection par
un acanthocéphale. Nous adressons cette question dans une série d’expériences utilisant deux espéces
d’acanthocéphales et leur hote intermédiaire commun, le crustacé amphipode Gammarus pulex. Les deux
espéces de parasites différent par le type d’hoéte final dans lequel ils achévent leur cycle de reproduction. L un,
Pomphorhynchus laevis, utilise différentes espéces de poissons d’eau douce comme hoétes finaux, alors que
I’autre, Polymorphus minutus, achéve son cycle dans des oiseaux d’eau. Dans une premiére expérience, nous
avons estimé la vulnérabilité des gammares infectés par rapport aux non infectés a la prédation par un poisson
d’eau douce, le chabot Cottus gobio. Les gammares infectés par P. laevis étaient plus sensibles a la prédation
que les non infectés, mais seulement lorsque les proies avaient un refuge a disposition. A contrario, nous n’avons
pas trouvé de prédation sélective sur les proies infectées par P. minutus, indépendamment de la présence d’un
refuge ou non. Dans une deuxiéme expérience, nous avons quantifié 1’utilisation des refuges par les proies
infectées ou non, et ce en la présence et en 1’absence d’un chabot dans I’enceinte. Nous n’avons pas observé de
différence significative dans I’utilisation du refuge entre les groupes en 1’absence de prédateur. Alors que les
individus de chaque groupe augmentaient significativement leur utilisation des refuges lorsqu’un chabot était
introduit dans la cage, une plus grande proportion de gammares infectés par P. laevis restaient hors du refuge par
comparaison aux individus contrdles non infectés, alors qu’un tel effet n’était pas retrouvé chez les gammares
infectés par P. minutus. Dans une troisiéme expérience, nous avons estimé la réaction d’orientation d’individus
non infectés et infectés face a I’odeur de chabot, en utilisant un dispositif de choix en Y. Les gammares infectés
par P. laevis passaient significativement plus de temps dans le bras diffusant 1’odeur de prédateur alors que
I’inverse a été observé chez les individus non infectés. A I’inverse, les individus infectés par P. minutus ne
présentaient pas de réaction différente des individus non infectés. Nous discutons nos résultats en relation avec
les bénéfices adaptatifs de la manipulation de 1’hote par les parasites.
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ABSTRACT

Several parasites alter their intermediate hosts’ phenotype in ways that enhance trophic
transmission to final hosts. In particular, fish acanthocephalans can modify the anti-predator
behaviour of their hosts in response to cues from fish predators. However, it is still unclear
whether such behavioural changes are adaptive, or are just the consequence of infection. We
addressed this question through studying two acanthocephalans, Pomphorhynchus laevis and
Polymorphus minutus, and their intermediate host, the crustacean amphipod Gammarus pulex.
P. laevis completes its cycle in a freshwater fish, whereas P. minutus exploits waterbirds as
final hosts. In a first microcosm experiment, we assessed the vulnerability of infected and
uninfected gammarids to predation by a freshwater fish, the bullhead, Cottus gobio. P. laevis-
infected gammarids were more susceptible to predation than uninfected ones, but only when a
refuge was available. By contrast, no selective predation on P. minutus-infected individuals
was recorded, independently of refuge availability. In a second experiment, we quantified
refuge use by infected and uninfected individuals when a bullhead was present in an enclosure
or when the enclosure was empty. No significant difference in refuge use was observed
between groups in the absence of a predator. Although individuals of each group significantly
increased refuge use in the presence of a bullhead, a larger proportion of P. laevis gammarids
remained out of the refuge compared to uninfected controls, whereas no such effect was
observed in P. minutus-infected ones. In a third experiment, we assessed reaction to bullhead
olfactory cues in uninfected and infected gammarids, using a Y-maze apparatus. P. laevis-
infected gammarids spent significantly more time in the predator-scented arm whereas the
reverse was true in uninfected ones. P. minutus-infected individuals, however, did not differ
from uninfected controls. We discuss our results in relation with the adaptive benefits of host

manipulation by parasites.
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INTRODUCTION

Several species of parasites critically rely on a phase of trophic transmission from an
intermediate host to a final host to complete their complex life cycle (Parker et al. 2003). Any
alteration in the phenotype of the intermediate host that would result in increased
vulnerability to predation by final hosts is thus supposed to benefit the parasite. Over the last
thirty years, empirical evidence demonstrating the ability of some parasites to manipulate the
phenotype of their intermediate hosts has accumulated (Moore 2002; Thomas et al. 2005).
Parasites may change host appearance (Camp & Huizinga 1979; Oetinger & Nickol 1981;
Bakker et al. 1997; Fuller et al. 2003), microhabitat choice (McNeil et al. 2003; Miura et al.
2006), behaviour (Bethel & Holmes 1973; Cézilly et al. 2000) and physiology (Plaistow et al.
2001; Tain et al. 2006). However, only a few empirical studies have convincingly
demonstrated that changes in the phenotype of infected hosts, rather than a general decrease
in stamina, are indeed responsible for the increased vulnerability of intermediate hosts to
predation by appropriate final hosts (Cézilly & Perrot-Minnot 2005).

A particularly efficient way for parasites to achieve specificity in manipulation could be
to target the anti-predator behaviour of their intermediate hosts (Hechtel et al. 1993; Berdoy et
al. 2000). Many prey species have evolved a variety of adaptations to reduce predation risk,
such as morphological structures, chemical repellents, crypsis and avoidance behaviours
(Endler 1986; Sih 1987; Dodson et al. 1994; Kats & Dill 1998). In the presence of a specific
predator, prey may alter their behaviour so that they are more difficult to encounter, detect or
capture (Lima 1998). In the aquatic environment, in particular, olfactory assessment of
predation risk can occur at distance and allow prey to react as to minimize the risk of
encounter with predators (Peacor & Werner 1997; Turner 1997; Peckasrsky & Maclntosh

1998; Huhta et al. 2000; Wisenden 2000). Aquatic prey organisms respond to predator-



associated chemical cues in a number of ways, most often by reducing activity level and
increasing the use of refuge (for a review, see Kats & Dill 1998). In this context, any change
induced by parasite on chemically-based predator recognition might be a fine-tuned strategy
to reach a final host.

Recently, two independent studies (Baldauf et al. 2006; Perrot-Minnot et al. 2007) have
provided direct evidence for manipulation of the anti-predator behaviour of the crustacean
amphipod Gammarus pulex by acanthocephalan parasites. Baldauf et al. (2006) first showed
that gammarids infected with the fish acanthocephalan parasite Pomphorhynchus laevis were
attracted to the smell of a perch Perca fluviatilis, whereas uninfected individuals were
repulsed by the same odour, independently of visual cues. Perrot-Minnot et al. (2007) went
further through showing that infection of G. pulex with the congeneric parasite
Pomphorhynchus tereticollis resulted in both increased vulnerability to predation by
bullheads, Cottus gobio, in the field, and reversed anti-predator behaviour (as measured by
use of refuges and reaction to chemical cues from the predator). However, whether such an
alteration of host anti-predator behaviour is peculiar to fish parasites, or is just a by-product of
infection with acanthocephalans remains so far unclear.

We addressed this question in a series of experiments using two species of
acanthocephalan parasites and their common intermediate host, the crustacean amphipod
Gammarus pulex. In Burgundy (eastern France), both P. laevis and Polymorphus minutus, a
bird acanthocephalan, exploit the amphipod G. pulex as intermediate host. Each parasite is
known to induce specific behavioural modifications in their intermediate host, with P. laevis
affecting mainly phototactism whereas P. minutus reverses geotactism (Cézilly et al. 2000). P.
laevis 1s known to establish in several fish species, including the bullhead (Rumpus 1975;

Kennedy 1999). By contrast, being predated by a bullhead represents a dead-end for P.



minutus. We first compared in a series of controlled experiments the vulnerability of P.
laevis-infected gammarids and P. minutus-infected ones to predation by bullhead, which is
both an appropriate final host for the parasite and one of the main predators of amphipods in
freshwater ecosystems (Andersson et al. 1986; Andersen et al. 1993; MacNeil et al. 1999).
Second, as G. pulex is known to show marked anti-predator behaviour in response to
predators' cues (Williams & Moore 1985; Holomuzki & Hoyle 1990; Wudkevich et al. 1997;
Dahl et al. 1998; Baldauf et al. 2006; Perrot-Minnot et al. 2007), we assessed the influence of
each parasite on the anti-predator behaviour of their common intermediate host using two

different methods.

METHODS

Uninfected, P. laevis and P. minutus-infected G. pulex were collected from July to September
in 2004 and 2005 in the river Ouche at Dijon (Burgundy, eastern France) using the kick
sampling method (Hynes 1954). Adult males were selected for the experiments, within sizes
ranging from 11 to 15 mm long. They were maintained in large, separated, well aerated tanks,
filled with dechlorinated tap water and fed with leaves and fish food, for at least one week of
acclimatization to room and water condition before experiments. Bullheads, with a size
ranging from 75 to 85 mm were caught with a dipnet, kept in the room for one month before
the experiments and fed with gammarids. They were starved for 24 hours prior to the
experiments. Room temperature was kept constant at 15°C with a light:dark cycle of 12:12

hours.

Selectivity of bullheads toward infected preys



The selectivity of bullheads toward gammarids preys infected with either fish or bird
acanthocephalans was assessed during predation tests performed in a controlled lab-
microcosm. Predation tests were carried out in 32 x 20 x 20 cm aquaria, filled with 7-1 of
dechlorinated and oxygenated tap water. A simple habitat set-up consisted of washed river
sand substrate, whereas a complex habitat set-up was composed of a piece of air-brick (21.5 %
10 x 5 cm) placed on the sand substrate plus two Apiacea plants; both air-brick and plants
could be used by gammarids as refuges. Aquaria were screened with brown plastic on four
sides and at the bottom to avoid any lateral disturbance. Overhead solar spectra fluorescent
tubes (JBL Solar Natur, 25W and 9000°K) provided an illumination of 700 lux. This light
intensity is equivalent to dawn or dusk light conditions, under which bullheads show peak
predatory activity in the field (Andreasson 1969). Predators were offered a 30:70
infected:uninfected prey ratio. To that end, we introduced 42 uninfected gammarids and either
18 P. laevis or 18 P. minutus-infected gammarids in the aquarium 15 min before introducing
one individual bullhead. Each individual bullhead was used for only one test. Following
preliminary experiments, the duration of each trial was set at 90 min. At the end of each trial,
the bullhead and the remaining prey were removed, surviving gammarids counted, and we
recorded the percentage of surviving infected prey. All material was then carefully rinsed with
tap water. Bullheads were released in their habitat of origin at the end of the experiments.
Following Seppila et al. (2004), differential of predation between the two prey types
was assessed using the probabilistic approach described in Manly (1974) which allows for the
depletion of prey during the course of the trial, and thus for changes in the proportions of
available prey classes as prey are eaten. Only experiments where more than 6 preys had been
eaten were kept for analysis (see Manly 1974). To determine predator selectivity for infected

gammarids, we calculated Manly's alpha (o) for variable prey population using the equation
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where a;= Manly's alpha (preference index) for prey type /, p; and p; = proportion of prey 7 or
Jj remaining at the end of the trial, and m = number of prey types. Manly's selectivity index
ranges from 0 (when only uninfected prey are eaten) to 1 (when only infected prey are eaten),
with a value of 0.5 for absence of preference. Observed values of a; were compared to a
situation of equal vulnerability (o;= 0.5) using a two-tailed nonparametric sign test, since the

assumptions of parametric tests were not met.

Influence of infection on refuge use
Bullhead are known to emit both acoustic and olfactory signals. Acoustic 'knocking' sounds
are produced by the males to attract a female (Ladich 1989) and have a territorial function in
the sexual season, but are rare compared to chemical cues associated with mucus and urine
production. Gammarids are known to respond to these stimuli, but in greater proportion to the
later (Andersson et al. 1986). The typical reaction is a hiding behaviour under stones or any
refuge around, and diminishing activity (Wudkevich et al.1997).

Experiments were performed in the same experimental set-up than previously, except
that this time only the piece of air brick was made available as refuge. For each test, 10
individual gammarids of the same type (uninfected, P. laevis or P. minutus-infected) were
placed in the aquarium. The number of gammarids outside the refuge was then recorded after
90 min, either in a predator-free situation, or when a single bullhead had been placed in a
microperforated enclosure inside the aquarium. Since data were not normally distributed, we

used a Kruskal-Wallis test, followed by post hoc tests for comparison to a control (Siegel &



Castellan 1988), to assess the effect of each parasitic infection on the use of refuge, in the
presence or in the absence of a predator. Mann-Whitney U tests were subsequently used to
compare the use of refuge in the absence vs. in the presence of a predator within each group
(uninfected, P. laevis or P. minutus-infected).

Response to fish odour

Water is an excellent medium for the solubilization and dispersal of chemical signals, and the
anti-predator response of both vertebrate and invertebrate prey to predator chemical cue is
well known to confer a fitness benefit (Wisenden et al. 1997). Response to fish odour is thus a
critical component of susceptibility to predation. Experiments were carried out in a Y-maze
olfactometre made of clear glass as described in Perrot-Minnot et al. (2007). Experiments
were run between 9 AM to 5 PM. All observations were done behind a curtain to minimize
interference with the observer. Bullhead-conditioned water was obtained through placing a
single fish for 24 hours into a clean aquarium with 250 ml of dechlorinated tap water per fish
cm. Total length of bullheads ranged from 80 to 90 mm. At the end of each trial, a small
quantity of tap water was added to the aquarium to refill it from the lost volume. Oxygenated
and dechlorinated tap water was used as control water.

Each experimental trial lasted 11 min. After a pre-flow time of 1 min, a single
specimen of G. pulex was introduced in the starting area in the 4 downstream centimetres of
the Y-maze. Following a 5 min acclimatization period, scented water was connected to the
olfactometre, the door was simultaneously removed, releasing the gammarid that was
expected to swim against the mild current of the inflow due to rheotaxis. Gammarid
behaviour was directly observed for 5 min using a Psion Workabout. After each run, the test
gammarid was removed and the olfactometre and connecting tubes were carefully rinsed with

tap water. The inflow arm of the treatment water was switched after every 5 replicates to



control for any side preference, at which moment the olfactometre was cleaned with ethanol
and tap water. We used a different gammarid for each replicate and a different bullhead every
30 gammarids (such that 10 gammarids of each group were tested with a single bullhead.
Trials where gammarids showed no movement for 2 min following door-lifting or spent less
than 20% of total time in the two inflow arms were not considered in the analysis. For each
trial, the proportion of total time spent in the treated arm was calculated. Arcsin square root-
transformed proportions met normality (Shapiro-Wilk test), thus allowing the use of
parametric tests. We calculated 95% confidence intervals around the mean proportion of time
spent in the scented arm. Comparison between uninfected, P. laevis and P. minutus-
infected gammarids were made using an ANOV A (Sokal & Rohlf 1995).

All statistical tests were performed with JMP statistical software v. 5.0 (SAS Institute

Inc.).

RESULTS

Selectivity of bullhead toward infected preys

A total of 823 gammarids were eaten by 62 different bullheads in the microcosm experiments.
Figure 1 shows variation in specificity in predation towards infected prey in relation to
parasite species and presence/absence of refuges, as assessed from Manly’s o preference
index. Selective predation on parasitized prey was significant in the case of P. laevis-infection
only when a refuge was available (Sign test, without refuge: P = 0.4545; with refuge: P =
0.0180). By contrast, P. minutus-infected prey did not differ from uninfected ones in
vulnerability to predation by bullheads, both in the absence (P = 1.000) and presence of a

refuge (P = 0.6072). Vulnerability of P. laevis-infected gammarids was higher than that of P.
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minutus-infected ones only in the presence of refuge (Mann-Whitney U test: with refuge: U =
255; NP. laevis — NP. minutus — 155 P= 00003, without fefugei U= 685; NP. laevis — NP. minutus — 16;

P=0.07).

Influence of infection on refuge use

Infection status had no significant influence on refuge use in the absence of a predator
(Kruskal-Wallis test: H, = 3.43, P =0.18; Fig. 2). The presence of a predator induced an
increase in the use of refuge in all three groups (Mann-Whitney U test: uninfected: U =0,
Nyvithout bulthead = Nwith buitheaa = 8, P < 0.001; P. laevis-infected: U = 12, Nyimout bulthead = Nwith
bulthead = 8, P =0.033; P. minutus-infected: U =5, Nyihour butihead = Nywith buithead = 8, P = 0.0037),
but not to the same extent. Indeed, refuge use in the presence of a predator differed between
the three groups (Kruskal-Wallis test: A, = 8.25, P =0.016). This difference was actually due
to a lower use of refuge by P. laevis-infected individuals compared to uninfected (comparison
to uninfected control: g = 2.891, P <0.01) whereas P. minutus-infected individuals and

uninfected did not differ (¢ = 0.535, P > 0.05).

Response to fish odour

Response to fish odour in a Y-maze olfactometre differed significantly between uninfected
and infected gammarids (ANOVA, F; 117 = 9.58, P < 0.0001; Fig. 3). Percentage of time
spent by uninfected gammarids was significantly lower in the arm with scented water than
expected under the assumption of random choice (time spent in the scented arm over the total

time spent in the inflow arms: mean and 95% confidence interval on back-transformed data =
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39.2% [32.3% - 46.4%], N = 41; Fig. 3). By contrast, P. laevis-infected gammarids spent
significantly more time in the arm with bullhead-conditioned water (mean and 95%
confidence interval on back-transformed data = 60.6% [53.5% - 67.4%], N = 43; Fig. 3). The
difference between the two groups was significant (least-square contrast post-hoc comparison:
Fy115=17.00, P < 0.0001). P. minutus-infected individuals spent on average 43.1% ([35.2% -
51.2%], N = 34) of their time in the predator-scented arm, and did not differ from uninfected
individuals (least-square contrast post-hoc comparison: £ ;5= 0.48, P = 0.49).

DISCUSSION

Overall, our results, together with those of previous studies (Hechtel et al. 1993; Bakker et al.
1997; Wellnitz et al. 2003; Baldauf et al. 2006; Perrot-Minnot et al. 2007), show that the
modification of the anti-predator behaviour of crustacean intermediate hosts by fish
acanthocephalans may contribute to increase the trophic transmission of parasites to fish final
hosts. In addition, the present study indicates that, in the same conditions, gammarids infected
by a bird acanthocephalan do not show increased vulnerability to a fish predator. Therefore,
taken together, our results suggest that the alteration of the anti-predator behaviour of
intermediate hosts might ensure trophic transmission to appropriate final hosts, thus providing
evidence for some degree of specificity in parasitic manipulation. Such specificity in
manipulation supports the hypothesis of adaptive manipulation according to one of the key
criteria of fitness gain proposed by Poulin (1995).

Compared to several previous investigations of the influence of parasites on the anti-
predator of their hosts (i.e. Hechtel et al. 1993; Berdoy et al. 2000; Wellnitz et al. 2003;
Baldauf et al. 2006; but see Perrot-Minnot et al. 2007), the present study combined detailed
analysis of anti-predator behaviour with predation tests in microcosms. One of the major

criticisms of predation experiments made in microcosms is the use of unrealistic ratio of
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parasitized prey, hence favorizing their overconsumption (Nickol 2005; Thomas et al. 2005).
Indeed, in most previous studies (e.g. Bethel & Holmes 1977; Camp & Huizinga 1979;
Bakker et al. 1997) infected and uninfected preys were offered in equal proportions, such that
infected prey were over-represented compared to their natural prevalence. By contrast, in the
present study, the proportions of infected and uninfected prey (30:70) were closer to field
prevalence of infected gammarids in the drift (L. Bollache et al. unpublished data).

One particular interest of our results is the strong congruence between the results of
predation experiments and those related to the use of refuge and response to predator
chemical cues by uninfected and infected prey. No difference was observed in the use of
refuge between uninfected gammarids, P. laevis-infected, and P. minutus-infected ones in the
absence of a predator. A difference in the use of refuge was only observed in the presence of a
predator. Although P. laevis-infected individuals increased their use of refuge in the presence
of a predator, they did so with less intensity than uninfected and P. minutus-infected ones.
Accordingly, differential predation on P. laevis-infected individuals was significant only
when refuges were made available. The importance of reaction to predator chemical cues is
further demonstrated by the experiments using the Y-maze oflactometer. Considered alone,
the lesser use of refuge by P. laevis-infected gammarids in the presence of predator cues,
compared to P. minutus-infected and uninfected ones, is open to alternative explanations.
Infection with P. laevis may render gammarids less able to detect fish odour, or infected
gammarids may remain able to detect it but not respond accordingly (see Wellnitz et al.
2003). Here, however, the use of a distant system of chemical predator perception allowed us
to separate chemical cues from other factors. The significant attraction of P. laevis-infected

individuals towards chemical cues from a bullhead clearly shows that infected individuals are
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indeed able to perceive chemical stimuli, but differ from uninfected ones in their response to
predator scent (see also Perrot-Minnot et al. 2007).

Infection by acanthocephalans can result in various alterations of the host phenotype
(Bakker et al. 1997; Cézilly et al. 2000; Baldauf et al. 2006; this study) that may all contribute
to increased vulnerability to predation by final hosts. It has been previously shown that P.
laevis reverses photokinesis in G. pulex, whereas P. minutus strongly alters geotaxis (Cézilly
et al. 2000). Both alterations of host behaviour may contribute to increase appropriate
transmission to appropriate final hosts. However, the effect of manipulating parasites on host
responses to light and gravity may not be sufficient to explain differential susceptibility in the
field (Bakker et al. 1997; Levri & Fisher 2006). Other variables, such as cues from predators
and increased conspicuousness of infected hosts (Camp & Huizinga 1979; Oetinger & Nickol
1981; Fuller et al. 2003), may be important and interact with physical cues to determine the
behaviour of infected hosts. In this respect, the absence of differential predation between P.
laevis-infected individuals and uninfected ones in the absence of refuge seems at first sight to
contradict the results of Bakker et al. (1997) who found that the change in appearance of
infected individuals (due to the orange cystacanth being visible through the host’s translucid
cuticle) contributed directly to their increased vulnerability to a fish predator. However, the
two studies used different predator species. Bakker et al. (1997) studied predation by
sticklebacks, Gasterosteus aculeatus who are active predators and in which females show a
marked sensory bias for red-orange coloration in relation to male nuptial ornaments. By
contrast, the bullhead is an ambush predator with no known sensory bias in colour perception.
The precise importance of parasite coloration versus host modified behaviour in increasing
vulnerability to predators deserves however further consideration. Cystacanths of P. minutus

are bright orange and P. minutus-infected gammarids appear, at least to the human eye, even
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more conspicuous that P. /aevis-infected ones. If cystacanth coloration does increase
vulnerability to fish predators, then the underconsumption of P. minutus-infected preys by
bullheads observed in the present study suggests that parasitic manipulation of G. pulex by P.
minutus, through an increased use of refuges, might compensate for increased
conspicuousness. Alternatively, the presence of a yellow-orange cystacanths visible through
the host’s cuticle may not increase the conspicuousness of infected gammarids to bullheads.
Clearly, additional experiments are required to evaluate the relative importance of parasite
coloration and modified host behaviour in increased trophic transmission to final hosts.

The present study goes beyond earlier findings on parasitic manipulation of host anti-
predator behaviour (Hechtel et al. 2003; Berdoy et al. 2000; Baldauf et al. 2006; Perrot-
Minnot et al. 2007) through adding empirical evidence for specificity (see also Tain et al.
2006). Additional data on risk of predation by non-hosts in other host-parasite associations
would be particularly valuable to evaluate the overall importance of specificity in trophic

transmission for the evolution of host manipulation by parasites.
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FIGURES

Figure 1. Box plot indicating median, interquartile range and range for differential predation
on infected vs. uninfected G. pulex as assessed from Manly’s a preference index (light bars:
no refuge available; dark bars: refuge available). Values above the dashed line indicate over-

consumption of infected prey. Numbers above the bars are sample size.

Figure 2. Box plot indicating refuge use by uninfected, P. laevis-infected, and P. minutus-
infected G. pulex in a microcosm setting. Light bars: without predator; dark bars: with
predator (N = 8 replicates for each group). Groups connected by above lines are significantly

different (see text for methods).

Figure 3: Time spent by uninfected, P. laevis-infected, and P. minutus-infected gammarids in
the predator scented arm in the Y-maze experiment. Dashed line represents random visit of
control and stimulus arms. Means are given = 95% confidence interval. Numbers in the bars

are sample size.
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« Infection with acanthocephalans increases the vulnerability of Gammarus pulex
(Crustacea, Amphipoda) to non-host invertebrate predators »

Nicolas Kaldonski, Marie-Jeanne Perrot-Minnot, Sébastien Motreuil & Frank Cézilly

Freshwater Biology, soumis

L’infection par des acanthocéphales augmente la vulnérabilité de Gammarus pulex (Crustacé,
Amphipode) face a des prédateurs invertébrés non-hotes

Résumé: 1. Alors que les parasites peuvent jouer un rdle majeur dans la structure des communautés et la
stabilit¢ des écosystémes, en particulier en altérant le comportement de leurs hotes et en les rendant plus
vulnérables a la prédation, leur influence dans les écosystémes aquatiques reste peu documentée.

2. De nombreuses espéces de parasites a cycle complexe exploitent des invertébrés aquatiques comme hotes
intermédiaires et comptent sur différentes especes de poissons ou d’oiseaux d’eau pour achever leur cycle de vie.
Selon I’hypothése de la manipulation parasitaire, les altérations phénotypiques induites par ces parasites chez
leurs hétes intermédiaires contribuent & augmenter leur transmission a 1’héte final. Cependant, les infections
parasitaires peuvent augmenter la vulnérabilité des hotes intermédiaires a un large panel de prédateurs, y compris
des espéces ne pouvant servir d’hotes définitifs, et donc pouvant avoir des conséquences importantes au niveau
des flux d’énergie dans les écosystemes aquatiques.

3. Nous avons mené des expériences en microcosme afin d’étudier 1’influence de ’infection par trois parasites
manipulateurs différents (Pomphorhynchus laevis, Pomphorhynchus tereticollis et Polymorphus minutus,
Acanthocéphales) sur la susceptibilité de ’amphipode Gammarus pulex a la prédation par deux prédateurs non
hétes différant par leur comportement alimentaire et leur utilisation de 1’habitat.

4. Globalement, I’infection par les acanthocéphales augmente significativement la vulnérabilité des gammares a
la prédation par la népe cendrée Nepa cinerea et, dans une moindre mesure, par 1’écrevisse américaine
Orconectes limosus. Cependant, la sélectivité des prédateurs envers les proies infectées varie a la fois en fonction
de I’espéce de parasite et de la disponibilité de refuges pour les proies.

5. L’infection par les parasites semblant augmenter la susceptibilité a la prédation par des prédateurs non-hdtes,
les conséquences réelles des altérations phénotypiques associées a 1’infection parasitaire, a la fois en terme
d’augmentation de transmission trophique des parasites et de circulation d’énergiec dans les écosystémes
demeurent peu claires.
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SUMMARY

1. Although parasites can play a major role in community structure and ecosystem stability, in
particular through altering the behaviour of their hosts and making them more vulnerable to
predators, the influence of parasites in aquatic ecosystems remains poorly documented.

2. Several parasite species with complex life cycles exploit aquatic invertebrates as
intermediate hosts while relying on various fish or aquatic bird species to complete their life
cycle. According to the manipulation hypothesis, phenotypic alterations induced by parasites
in their intermediate hosts contribute to enhance parasite transmission to appropriate final
hosts. However, parasitic infection may increase the vulnerability of intermediate hosts to a
large range of predators, including species that are not appropriate final hosts, and, thus, may
have important consequences for energy flow in aquatic ecosystems.

3. We performed experiments in microcosms to study the influence of infection with three
different manipulative parasites (Pomphorhynchus laevis, Pomphorhynchus tereticollis, and
Polymorphus minutus, Acanthocephala) on the susceptibility of the amphipod Gammarus
pulex to predation by two non-host predators differing in feeding behaviour and habitat-use.
Overall, infection with acanthocephalans significantly increased the vulnerability of
amphipods to predation by both water scorpions, Nepa cinerea, and, to a lesser extent, by
crayfish, Oronectes limosus. However, selectivity for infected prey varied between predators
according to both parasite species and the availability of refuges.

4. As infection with parasites appears to increase susceptibility to predation by non-hosts, the
true consequences of phenotypic changes associated with parasitic infection, both in terms of
increased trophic transmission of parasites and circulation of energy in ecosystems, remain

unclear.



Introduction

The role of parasites in ecosystem stability, community structure, and biodiversity has
recently gained considerable attention (Mouritsen & Poulin, 2005; Thomas, Renaud &
Guégand, 2005; Hatcher, Dick & Dunn, 2006; Hudson, Dobson & Lafferty, 2006; Lafferty,
Dobson & Kuris, 2006). Parasites can directly or indirectly influence interspecific
competition and population dynamics (Fielding et al., 2005; Hatcher et al., 2006), increase
connectance and nestedness in food webs (McCahon, Maund & Poulton, 1991; Lafferty et al.,
2006), and influence production (Hudson et al., 2006). Parasites are however most likely to
have ecosystem effects when they alter the behaviour of their hosts and/or make hosts more
vulnerable to predators (Hudson et al., 2006). Such effects may have important consequences
for energy flow in ecosystems.

In aquatic ecosystems, various parasites, such as trematodes, cestodes and
acanthocephalans, can have a major influence on trophic webs, in particular through
increasing the vulnerability of their invertebrate intermediate hosts to various predators
(Brattey, 1983; Webber, Rau & Lewis, 1987; Knudsen ef al., 2001; MacNeil et al., 2003).
Such parasites with complex life cycles critically rely on trophic transmission from an
intermediate host to a final host to complete their complex life cycle (Lafferty & Morris,
1996; Thomas & Poulin, 1998; Seppéld, Karvonen & Valtonen, 2006a). Any influence of the
parasite on its intermediate host phenotype that results in increased trophic transmission to an
appropriate final host is thus thought to be favoured by natural selection (Dawkins, 1982;
Combes, 1991; Poulin, 1995). Accordingly, several helminth species have been shown to
bring about phenotypic changes in their intermediate hosts that appear to enhance trophic
transmission to final hosts (Moore, 2002; Thomas, Adamo & Moore, 2005). However, it is
not clear whether such alterations in host phenotype specifically enhance transmission to
appropriate final hosts, or actually increase the susceptibility of intermediate hosts to a large
range of predators, including non-host species (MacNeil, Dick & Elwood, 1999; Mouritsen &
Poulin, 2003; Cézilly & Perrot-Minnot, 2005). Mouritsen and Poulin (2003) observed that the
intertidal cockle Austrovenus stutchburyi manipulated by the bird trematode Curtuteria
australis was actually exposed to a high risk of attack by a benthic feeding fish, Notolabrus
celidotus. Quantitative estimations indicated that only 2.5% of the parasite population in

manipulated cockles was transmitted to appropriate bird final hosts, whereas 17.1% was lost



to fish (Mouritsen & Poulin, 2003). Similarly, Ness and Foster (1999) observed that
threespine sticklebacks, Gasterosteus aculeatus, parasitized by the bird tapeworm
Schistocephalus solidus showed increased susceptibility to visually hunting predators,
appropriate hosts and non-hosts (e.g. trout) alike. By contrast, Seppdld, Karvonen & Valtonen
(2006b) found that uninfected rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and trout infected with
the eye fluke Diplostomum spathaceum, did not differ in their susceptibility to predation by a
non-host species, the pike, Esox lucius. However, experimental evidence of increased
susceptibility of eye fluke-infected fish to predation by appropriate final hosts (e.g. birds)
remains ambiguous (Seppéla et al., 2006a). Cost of predation by non-hosts might be reduced
if a fraction of non-host predators are themselves preyed upon by appropriate final hosts
(Nickol, Fuller & Rock, 2006). Parasites may eventually survive in such paratenic hosts,
although the importance of paratenic hosts in the evolution of complex life cycles remains
unclear (Zelmer & Esch, 1998; Kennedy, 1999; Choisy et al., 2003). However, it is likely that
in most cases predation of the intermediate host by a non-host species will constitute a dead
end for the parasite (Marriott et al., 1989; Mouritsen & Poulin, 2003). This is particularly true
of non-host predators that do not swallow their prey, but feed on them through sucking their
body fluids, such as some heteropteran insects, or pull them into pieces such as some
crustaceans.

Most previous studies of parasite-induced trophic transmission in aquatic ecosystems
relied on a measure of selective predation on infected hosts by appropriate vertebrate hosts
(Bethel & Holmes, 1977; Camp & Huizinga, 1979, Lafferty & Morris, 1996; Bakker, Mazzi
& Zala, 1997; Baldauf et al., 2006; Perrot-Minnot, Kaldonski & Cézilly, 2007), but neglected
to assess the vulnerability of infected prey to predation by non-hosts (see however Ness &
Foster, 1999; Mouritsen & Poulin, 2003; Médoc, Bollache & Beisel, 2006; Seppili et al.,
2006b; Kaldonski, Perrot-Minnot & Cézilly, 2007). Amphipods are key elements in the
functioning of aquatic ecosystems both as detritivores and predators of other invertebrate
species (Dick & Platvoet, 1996; MacNeil, Dick & Elwood, 1997; Maltby et al., 2002; Elliott,
2005), and as prey to a wide range of predators (Stoner, 1979; Redmond & Scott, 1989;
Boates et al., 1995; MacNeil et al., 1999; Corona, Soto & Sanchez, 2000; Wilhelm, Hamann
& Burns, 2002; Amundsen et al., 2003; Kelly & Dick, 2005; Griffen & Byers, 2006). They
are also used by several trematode, cestode and acanthocephalan parasites as intermediate

hosts before reaching birds or fish final hosts. Although the phenotypic alterations brought



about by parasites on amphipods appear to be consistent with their respective type of final
host (Cézilly, Grégoire & Bertin, 2000), little is known about their consequences on
susceptibility to predation by other, non-hosts predators. In particular, the effects of infection
on vulnerability to predation by aquatic invertebrates remain undocumented. In this study, we
examine the influence of infection with three different acanthocephalan parasites on the
susceptibility of the amphipod Gammarus pulex to predation by two, non-host aquatic
invertebrate predators differing in feeding behaviour and habitat-use. Mouritsen and Poulin
(2003) provided evidence that infection with manipulative parasites can increase the
vulnerability of intermediate hosts to predation by non hosts in the field. Here, using
experiments in microcosms, we test the hypothesis that phenotypic changes induced by
acanthocephalan parasites increases the susceptibility of amphipod hosts to predation by non-

host predators.

Methods

Study species

Based on personal observations, we chose the water scorpion, Nepa cinerea, and the crayfish
Orconectes limosus as experimental predators, though other invertebrate predators can be
found in streams or ponds where amphipods are present, namely diving beetles (Dysticus
spp.), dragonfly larvae (Libellula spp. or Anax spp. for example) and damselfly larvae
(Calopteryx spp. or Coenagrion spp. for example). Water scorpions are predominantly surface
predators, whereas crayfish are more benthic. Aquatic Hemiptera such as water scorpions,
generally hold an intermediate place in food chains, and are often important predators
(McCafterty, 1981; Ohba & Nakasuji, 2006). For example, in a study of a fishless spring in
Arizona, the heteropteran Belastoma bakeri ate more prey (mostly amphipods) than other top
predators, including dragonfly larvae (Runck & Blinn, 1994).

Water scorpions had an average length of 18.76 mm £ 1.9 mm (n = 95) and crayfish had
an average length of 61.8 mm + 0.7 mm (n = 99). Length for both predators was defined as
the distance from head to abdomen terminus. Both were collected in the same place using the
random kick sampling method (Hynes, 1954). These predators were kept separately and fed

with gammarids, but were starved for 24 h prior to the experiments.



In Burgundy, eastern France, the amphipod Gammarus pulex is exploited as
intermediate host by three acanthocephalan species. Pomphorhynchus laevis and the
congeneric Pomphorhynchus tereticollis are fish parasites that modify reaction to both light
(Cézilly et al., 2000; Tain, Perrot-Minnot & Cézilly, 2006) and fish predator’s odour in G.
pulex (Baldauf et al., 2006, Kaldonski et al., 2007; Perrot-Minnot et al., 2007). Polymorphus
minutus is a bird acanthocephalan that modifies geotaxis in G. pulex, but has only weak or no
effect on reaction to light or fish odour (Cézilly et al., 2000; Kaldonski et al., 2007). All G.
pulex used in the experiments (uninfected, P. laevis-, P. tereticollis- and P. minutus-infected)
were collected using the kick sampling method (Hynes, 1954) in the River Ouche in Dijon
(Eastern France), during the summer of 2004 (from July to September). Only healthy and not
damaged adults were kept for the experiments, within sizes ranging from 11 to 15 mm long.
Gammarids were maintained in large, separated, well aerated tanks, filled with dechlorinated
tap water and fed with elm leaves and pellet fish food. They were acclimatized to room and

water conditions for at least one week before the experiments.

Predation experiments

Experiments were conducted in a climate room with a constant temperature of 15 °C and a
light / dark cycle of 12 / 12 h. Observation tanks (35 x 15 x 20 cm) were filled with 7 L of
dechlorinated tap water, oxygenated by an air-stone and lighted overhead by solar spectra
fluorescent tubes (light T° = 9600°K). Aquarium sides were screened with brown plastic to
avoid any lateral disturbance and to provide individuals with a natural colour. Experiments
were conducted in either a simple or a complex microcosm habitat set-up. The simple habitat
set-up consisted of washed river sand substrate whereas the complex habitat set-up was
composed of the same sand substrate plus a piece of air-brick (21.5 x 10 X 5 cm) sunk into the
sand and two Apiacea plants where gammarids could find refuge.

To assess the selectivity of predators for uninfected or infected gammarids, predation
tests were performed in paired choice experiments involving an uninfected:infected prey ratio
of 3:1, slightly above natural prevalence of parasites in the field. Each experimental test
consisted of recording the relative numbers of infected and non-infected prey captured by a
single predator during a given amount of time. Forty-two uninfected gammarids and 18
infected ones (parasitized by a single acanthocephalan species) were first introduced into the

aquarium. After 15 min, one individual predator was introduced in the aquarium. Time



exposure of prey to different predators was adjusted to prevent a too great proportion of prey
(more than 50%) being eaten (Fullick & Greenwood, 1979). Owing to preliminary
experiments, the duration of each trial was set at 3.5 h for crayfish and 72 h for water
scorpion. At the end of each trial, predators and remaining prey were removed, surviving
gammarids counted, and all material rinsed well with tap water. Only trials where more than 6
preys were eaten were kept for analysis.

Because it was not possible to correctly identify which prey type were captured through
direct observation, absolute as well as relative prey densities could not be kept constant over
the course of predation trials. Differential of predation between the two prey types was
therefore analysed by Manly’s alpha probabilistic approach (Manly, 1974; Chesson, 1978).
This method allows for the depletion of prey during the course of the trial, and thus for
changes in the proportions of available prey classes as prey are eaten. Manly's alpha (a;) for

variable prey population is calculated using the equation:

_ logp,
Y logp,
7=l

where ;= Manly's alpha (preference index) for prey type /, p; and p; = proportion of prey i or
j remaining at the end of the trial, and m = number of prey types. Manly's selectivity index
ranges from 0 (when only uninfected prey are eaten) to 1 (when only infected prey are eaten),
with a value of 0.5 for absence of preference.

Preference index data were transformed using a Box-Cox function to meet the
assumptions of parametric tests. The preference index for each group was tested using a t-test
to a specified value (Sokal & Rohlf, 1995) to check whether predator significantly preyed
upon infected prey. The influence of infection type, refuge availability, and interaction term
was analysed using a two-way ANOVA and pair-wise differences were evaluated with
Fisher’s PLSD. All tests were performed using the Statistica statistical software (v. 6.0,
Statsoft Inc.).

Results



A total of 2388 gammarids were eaten, 1127 by the 99 different crayfish and 1261 by the 95
different water scorpions. Crayfish (C) ate less gammarids (mean + SD = 11.38 + 4.70) than
water scorpions (WS) (mean £ SD = 13.27 &+ 5.93) per trial (Mann-Whitney test, Z=-2.07,
nws = 95, nc =99, P = 0.04). However, for both series of tests, the number of prey eaten had
no influence on selectivity of predator toward infected preys, neither for crayfish (Pearson
correlation,r < 0.001, F = 0.04, P = 0.84) nor for water scorpions (r = 0.003, F=0.31, P =
0.58).

Crayfish selectivity

Refuge availability had no effect on crayfish selectivity, irrespective of parasite species
(Table 1; Fig. 1a). Crayfish selectivity for infected prey varied however significantly between
trials (two-way ANOVA: Fs93=7.52, P <0.0001; Fig. 1a). Crayfish selectivity for P. laevis-
infected prey was highly significant (Table 2; Fig. 1a), and differed significantly from
selectivity for P. tereticollis-infected (Fisher’s PLSD: P < 0.001; Fig. 1a) or P. minutus-
infected prey (Fisher’s PLSD: P < 0.001; Fig. 1a). By contrast, crayfish showed no selectivity
for either P. minutus- or P. tereticollis-infected prey (Table 2, Fig. 1 a). No difference was
observed between selectivity for P. minutus-infected prey and selectivity for P. tereticollis-

infected ones (Fisher’s PLSD: P > 0.05; Fig. 1a).

Water scorpion selectivity

Water scorpion selectivity for infected prey differed between trials (two-way ANOVA: F'sg9
=15.15, P <0.001; Fig. 1b). A significant interaction between parasite species and refuge
availability indicates that infected prey differed in their vulnerability to predation according to
microcosm type (Table 3; Fig. 1b). When no refuge was available for prey, water scorpions'
selectivity for infected prey was significant (Table 2; Fig. 1b) and did not differ according to
parasite species (Fisher’s PLSD: P > 0.05; Fig. 1b). When a refuge was available for infected
prey, however, water scorpion selectivity for infected prey differed markedly between
parasite species (Table 2; Fig. 1b). Both P. tereticollis-infected gammarids and P. laevis-
infected ones were more predated than uninfected individuals, whereas the reverse was true of

P. minutus-infected gammarids (all Fisher’s PLSD: P < 0.001; Fig. 1b).

Discussion



Our results provide, for the first time, empirical evidence that infection with acanthocephalan
parasites can increase the vulnerability of amphipods to non-host predators. However, the
magnitude of the effect may depend on complex interactions between parasite species, the
physical complexity of the environment, and predator species (see Holmlund, Peterson &
Hay, 1990; Corona et al., 2000). In particular, the observed differences between predators in
selectivity for infected prey remain difficult to interpret. Water-scorpions, being poor
swimmers, stay motionless at the water's surface for long periods of time, and capture prey
using the ambush method, whereas crayfish are more benthic. Differences in hunting methods
between the two predators might then contribute to explain the observed differences in
selectivity. However, the vulnerability of uninfected and infected gammarids to predation by
crayfish or water-scorpions is also dependent on their ability to modify their behaviour in
response to the perceived risk of predation.

Overall, refuge availability had no influence on the vulnerability of infected gammarids
to crayfish. Uninfected G. pulex are known to increase their use of refuge when in the
presence of a fish predator (Perrot-Minnot et al., 2007, Kaldonski et al., 2007), but the effect
of crayfish on refuge use by G. pulex has not been quantified so far. However, it has been
previously observed that uninfected G. pulex decrease their activity when exposed to
chemicals from predatory fish, but do not react to chemicals from the crayfish, Pacifascatus
leniusculus (Abjornsson et al., 2000). It is therefore possible that both infected and uninfected
gammarids did not react to the presence of crayfish, thus explaining the absence of an effect
of refuge availability on selectivity for infected prey. Actually, only gammarids infected by P.
laevis showed an increased vulnerability to predation by crayfish compared to uninfected
individuals. It has been shown that amphipods infected with P. /aevis are more active than
uninfected ones (Dezfuli, Maynard & Wellnitz, 2003), thus making them potentially more
exposed to sit and wait predators such as crayfish. However, no data on activity levels are
available for P. tereticollis- and P. minutus-infected amphipods.

Infection with both P. laevis and P. tereticollis had a highly significant effect on
vulnerability of infected prey to predation by water scorpions, independently of refuge
availability. In contrast, P. minutus-infected individuals were less vulnerable than uninfected
ones to predation by water scorpions only in the presence of refuges, whereas the reverse was

true in the absence of refuges. Data from previous studies (Kaldonski et al., 2007, Perrot-



Minnot et al., 2007) suggest that P. minutus-infected G. pulex spend more time in refuges,
independently of predator presence, compared to P. laevis- and P. tereticollis-infected
individuals. This may explain the difference between host-parasite associations in
vulnerability to predation by water scorpions in relation to the presence/absence of refuges,
although other factors may have contributed to the observed pattern of predation.
Parasite-induced trophic transmission to final hosts has received large empirical
evidence (Moore, 2002; Thomas, Adamo & Moore, 2005). However, evidence for specificity
in manipulation remains equivocal, such that the importance of parasitic manipulation for the
population dynamics of both predators and prey remains unclear. Fitness consequences of
parasite-induced behavioural alterations are likely to be complex (Vance & Peckarsky, 1997).
On the one hand, increased vulnerability of infected prey is supposed to benefit both the
parasite and its final host (Lafferty 1992; Bakker ef al., 1997). Final hosts may benefit from
feeding and specializing on infected prey if the energy gain associated with the capture of
easy prey outweighs the costs associated with the risk of transmission of the parasite from
prey to predator (Lafferty, 1992; Bakker ef al., 1997). Even if manipulation does incur a cost
to parasite (see Poulin et al., 2005), this cost might be largely compensated for by the benefit
of enhanced transmission to final hosts. On the other hand, when prey capture is facilitated by
parasites and risk of transmission of the parasite from prey to predator is non-existent (as in
this study), a large range of predators may benefit from selecting infected prey (Lafferty
1992), including many non-host species. Acanthocephalan-infected gammarids have
previously been shown to be more susceptible than uninfected ones to predation by
appropriate final hosts (birds: Bethel & Holmes, 1977; fish: Bakker et al., 1997, Perrot-
Minnot et al., 2007, Kaldonski et al., 2007). However, the present results suggest that
infection with acanthocephalans might also increase vulnerability to non-host predators, such
that the exact balance between benefits and costs of manipulation remains to be evaluated
properly. One possibility is that the cost of non-host predation is limited because the overall
impact of predation on intermediate hosts by appropriate final hosts is much higher than that
by non-host predators. In addition, in the present experiment, each predator was tested in
isolation, whereas interactions between predators may affect their selectivity in the wild
(Nilsson, Nilsson & Nystrom, 2000) Future work should then address this important question
through combining long-term experiments in mesocosms and modelling (see Duffy et al.,

2005, Fenton & Rands, 2006).
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Parasitism is known as the most common lifestyle (Combes 2001) but parasites are
rarely included in studies of community structure and ecosystem stability (Lafferty et al.,
2006; Hatcher et al., 2006). Our results, together with those of previous studies, suggest that
so-called manipulative parasites may increase the vulnerability of their invertebrate
intermediate hosts to a large range of aquatic predators. The consequences of parasitic
manipulation in terms of community structure and stability of aquatic food webs obviously

deserve further consideration.
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Captions for tables

Table 1 Results of a two-way ANOVA testing for differences in mean selectivity of crayfish

in relation to parasite species and refuge availability.
Table 2 Selectivity of crayfish and water scorpions in relation to each combination of parasite
species and refuge availability (+: significant selectivity for infected prey; -: significant

selectivity for uninfected prey).

Table 3 Results of a two-way ANOVA testing for differences in mean selectivity of water

scorpions in relation to parasite species and refuge availability.
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Caption for figure

Fig. 1. Mean (£ 95% confidence interval) of preference index showing selectivity of (a)
crayfish and (b) water scorpions toward uninfected versus gammarids infected by three
different parasite species, either in a complex microcosm type setting (dark bars) or in a
simple one (light bars). Values above the dashed line indicate over consumption of infected
prey. Stars above the bars indicate a significant difference from equal susceptibility of
infected and infected prey and bars not connected by the same letter are significantly

different.
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Table 1

Source SS d.f. F-ratio P-value
Parasite species (PS) 1.572 2 17.620 <0.001
Refuge (R) 0.018 1 0.405 0.526
PS xR 0.056 2 0.630 0.535
Error 4.15 93
Table 2
Predator Parasite Refuge d.f. t-value P-value
P laevis With 14 3.44 0.004 (+)
’ Without 16 8.96 <0.001 (+)
With 17 0.29 0.726
fish i icolli
Craylis P tereticollis— yriihout 14 024 0.816
P minut With 16 - 1.86 0.081
- (IS Without 16 ~1.32 0.207
P laevis With 14 3.13 0.007 (+)
’ Without 14 6.66 <0.001 (+)
) L With 18 10.74 <0.001 (+)
Water scorpion  P. tereticollis Without 14 4,80 0.001 (+)
P minutus With 15 -2.74 0.015 (-)
' Without 14 6.00 <0.001 (+)
Table 3
Source SS d.f. F-ratio P-value
Parasite species (PS) 0.689 2 14.491 <0.001
Refuge (R) 0.320 1 13.455 <0.001
PS xR 0.742 2 15.613 <0.001
Error 2.115 89
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« Adaptive colouration in acanthocephalans:

a red-herring in host-manipulation by parasites? »

Nicolas Kaldonski, Marie-Jeanne Perrot-Minnot, Raphaél Dodet, Guillaume Martinaud &
Frank Cézilly

A soumettre

Coloration adaptative chez les acanthocéphales : une fausse route dans la manipulation par les parasites

Résumé :

La manipulation de 1’héte par les parasites est un concept séduisant qui a été appliqué a un grand nombre
d’altérations phénotypiques induites par les parasites chez leurs hotes. Par exemple, il a été suggéré que la
couleur de certains acanthocéphales, due a I'accumulation de caroténoides, est adaptative car elle augmenterait la
visibilité de I’hote intermédiaire, et donc sa vulnérabilité aux hotes définitifs tels que les poissons. Nous avons
testé I’hypothése selon laquelle la coloration des parasites favoriserait leur transmission en rendant leur hote
intermédiaire plus repérable, en utilisant deux espéces d’acanthocéphales Pomphorhynchus laevis et
Polymorphus minutus présentant des colorations basées sur des caroténoides. Ces parasites exploitent tous deux
le méme hote intermédiaire, le crustacé amphipode Gammarus pulex, mais ont respectivement des poissons et
des oiseaux aquatiques comme hétes finaux. Ils différent également dans le type d’altérations comportementales
qu’ils induisent chez leur hote intermédiaire. P. laevis inverse le phototactisme négatif de G. pulex, alors que P.
minutus inverse son géotactisme. Dans des aquariums, les truites ont montré une prédation sélective pour les
gammares infectés par P.laevis, alors que ceux infectés par P. minutus n’étaient pas plus prédatés que les
individus contrdles. Nous avons évalué 1'effet de la coloration sur la transmission trophique en peignant un point
jaune - orangé sur la cuticule de gammares non infectés et en masquant le point jaune - orangé de gammares
infectés a I’aide d’une peinture marron. Afin d’augmenter le réalisme, la correspondance entre le point coloré
formé par le parasite chez les gammares infectés et les mimes de gammares non infectés a été vérifiée par
spectrophotométrie. Nous n’avons pas trouvé de role significatif de la coloration du parasite sur 1’augmentation
de la vulnérabilité du gammare a la prédation par les truites. Les mimes peints ne différaient pas des gammares
non infectés dans leur vulnérabilité a la prédation par les truites. De plus, le fait de couvrir I’endroit ou le
parasite était visible a travers la cuticule n’affectait pas la vulnérabilité des gammares infectés a la prédation,
vulnérabilité qui restait significativement plus grande que celle de gammares sains. Nous discutons des
hypothéses alternatives a 1’origine et au maintien de telles colorations basées sur les caroténoides chez les
parasites acanthocéphales.
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Host manipulation by parasites is a catchy concept that has been applied to a large range of
phenotypic alterations brought about by parasites in their hosts. It has for instance been
suggested that the carotenoid-based colour of some acanthocephalans is adaptive through
increasing the conspicuousness of infected intermediate hosts and, hence, their vulnerability
to appropriate final hosts such as fish predators. We revisited the evidence in favour of
adaptive coloration of acanthocephalan parasites in relation to increased trophic transmission
using the crustacean amphipod Gammarus pulex and two species of acanthocephalans,
Pomphorhynchus laevis and Polymorphus minutus. Both species show carotenoid-based
colorations, but rely respectively on freshwater fish and aquatic bird species as final hosts. In
addition, the two parasites differ in the type of behavioural alteration brought to their common
intermediate host. P. laevis reverses negative phototaxis in G. pulex, whereas P. minutus
reverses geotaxis. In aquariums, trout showed selective predation for P. laevis-infected
gammarids, whereas P. minutus-infected ones did not differ from uninfected controls in their
vulnerability to predation. We tested for an effect of parasite coloration on increased trophic
transmission by painting a yellow-orange spot on the cuticle of uninfected gammarids and by
masking the yellow-orange spot of infected individuals with inconspicuous brown paint. To
enhance realism, match of colour between painted mimics and true parasite colour was
carefully checked using a spectrometer. We found no evidence for a role of parasite
coloration in the increased vulnerability of gammarids to predation by trout. Painted mimics
did not differ from control uninfected gammarids in their vulnerability to predation by trout.
In addition, covering the place through which the parasite was visible did not reduce the
vulnerability of infected gammarids to predation by trout. We discuss alternative evolutionary
explanations for the origin and maintenance of carotenoid-based colorations in

acanthocephalan parasites.
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Several parasite species with complex life cycles bring about phenotypic changes in their
intermediate hosts that appear to enhance trophic transmission to final hosts (Moore 2002,
Thomas et al. 2005). One particular type of host-manipulation by parasites is the alteration of
host visual appearance and conspicuousness. For instance, the trematode parasite
Leucochloridium paradoxum increases the conspicuousness of its intermediate host, the
terrestrial gastropod Succinea, through producing colourful sporocysts that invade the snail's
antennae. The colour and pulsating movements of sporocysts make the antennae of infected
snails look like caterpillars, hence the suggestion that it increases their vulnerability to
predation by birds, the definitive host of the trematode. However, evidence that infected snails
are more vulnerable to predation by birds than uninfected ones remains elusive, thus casting
doubt on the adaptiveness of colourful spororocysts (Moore 2002). In contrast, the increased
conspicuousness of amphipods infected with acanthocephalan parasites (Bakker et al. 1997) is
regularly cited as a convincing example of adaptive manipulation of host phenotype (Moore
2002, Van der Veen 2005, Sanchez et al. 2006). Several acanthocephalan species show
carotenoid-based colorations (Van Cleave & Rausch 1950, Barrett & Butterworth 1968, 1973,
Ravindranathan & Nadakal 1971, Gaillard et al. 2004) that are most often visible through the
translucid cuticle of their intermediate hosts, and, presumably, make infected hosts more
conspicuous to predators that are appropriate final hosts for the parasite. Many fish species,
including potential predators of amphipods, have visual pigments suited to the dominant
wavelengths in their natural environment (Levine & MacNichol 1982, Gehrke 1994). Natural
light in underwater environments is attenuated at increasing depths, particularly in turbid
waters, with the result that the underwater light field is often dominated by yellow to orange
light (Kirk 1979). Therefore, the yellow-orange coloration of acanthocephalan parasites

visible thought their intermediate host's cuticle might reasonably appear to be an effective



device to attract the attention of fish predators, and possibly increase trophic transmission to
an appropriate final host. However empirical evidence supporting the adaptive coloration of
acanthocephalans comes essentially from a single study on the vulnerability of Gammarus
pulex (Crustacea, Amphipoda) infected with Pomphorhynchus laevis to predation by
sticklebacks, Gasterosteus aculeatus (Bakker 1997). Using uninfected painted mimics that
looked alike infected gammarids, Bakker et al. (1997) found that the mere presence of an
orange spot on the cuticle of uninfected amphipods increased their detectability and predation
by sticklebacks. Conversely, infected gammarids, whose parasite orange dot was masked
through applying brown opaque paint on their cuticle, were less exposed to predation by
sticklebacks than untouched infected controls.

However appealing the adaptiveness of the carotenoid-based colorations of
acanthocephalans in relation to enhanced trophic transmission remains questionable (Nickol
2005). First, Bethel & Holmes (1977) pointed out that cystacanths (the final larval stage that
is infective to the definitive host) of Polymorphus minutus, an acanthocephalan species using
amphipods as intermediate hosts and wildfowl as definitive hosts, are bright orange, although
ducks do not rely on vision to capture their crustacean preys. Second, based on growth and
maturation of the adult parasite, Hine & Kennedy (1974) have shown that sticklebacks are not
suitable hosts for P. laevis. Third, Bakker et al. (1997) provided no quantitative information
regarding how closely the painted orange or brown dots matched the true colours of P. laevis
cystacanth and G. pulex cuticle, respectively.

Here, we test again for a role of cystacanth coloration in the susceptibility of
acanthocephalan-infected amphipods to predation by final hosts. We address this question
using two different parasites with yellow-orange colorations, P. laevis and P. minutus, that

both infect the amphipod G. pulex (Cézilly et al. 2000), and the trout Salmo trutta as predator.



Salmo trutta is both a regular predator of G. pulex (MacNeil 1999), and an appropriate final
host only for P. laevis (Kennedy 1978). Following Bakker et al. (1997), we used painted
mimics, to assess the role of cystacanth colour in increased susceptibility to predation,
independently of the modified behaviour of infected hosts. The quality of mimics was
however enhanced through adjusting their colour to that of each parasite species seen through
the host's cuticle, using a spectrometer. We show that, contrary to previous claims (Bakker et
al. 1997), cystacanth colour plays no role in the differential vulnerability of amphipods

infected with acanthocephalans.

Methods

Sampling and maintenance of amphipods

Uninfected and P. laevis-infected G. pulex were collected from two localities on the River
Ouche, Dijon and Trouhans (Burgundy, eastern France), and uninfected and P. minutus-
infected G. pulex were collected from the River Béze in Noiron sur Béze (Burgundy, eastern
France). We sampled gammarids from May 2006 to March 2007 using the kick sampling
method (Hynes 1954). In the laboratory, gammarids were maintained in large, well aerated

tanks filled with dechlorinated UV-treated tap water, and fed with elm leaves.

Colour characterization of acanthocephalan parasites and gammarid cuticle

We first characterized the colour of acanthocephalan cystacanths as seen through the host's
cuticle and the colour of the cuticle itself, by reflectance spectrometry. A Nikon SMZ 1500
stereo microscope with a DXM 1200F Nikon camera was equipped with a S-2000
spectrometer (Ocean Optics, Eerbek, The Netherlands), and cold light was delivered by a

Schott 1500 KL LCD fiber optic halogen source. Twenty individuals were used for parasite



colour characterization through the gammarid cuticle and 27 uninfected gammarids were used
for characterization of the cuticle colour. To get a mean reflectance spectrum for each
acanthocephalan individual through host cuticle, we took ten measurements at random
locations on the cystacanth for each infected gammarid (probe diameter = 0.14mm). Parasite
reflectance was then calculated between 400 and 700 nm relative to a WS-2 white standard
(Ocean Optics), and the corresponding reflectance spectra were imported into Lucia G 4.82
software (LIM Laboratory imaging Ltd). We compared spectra among samples using
similarity module of spectra shape integrated in the software. Brightness was the sum of
reflectance data in the interval 400-700 nm, chroma and hue were calculated following the
segment classification method (Endler 1990). As data did not meet normality, a Y box cox

transformation was performed before ANOVA.

Painted mimics

Mimics of infected amphipods were obtained through applying a dot of quick-drying paint to
the cuticle of uninfected amphipods. In order to obtain realistic mimics, we characterized the
colour of several different paints, ranging from yellow to orange (RAL colour chart) by
reflectance spectrometry, as previously described. Match between paints and the true colour
of P. laevis or P. minutus cystacanths, as seen through their intermediate host's cuticle, was
performed using the module for spectral comparisons of the Lucia software. We then
compared the spectral value of the selected paints to the mean spectral value for each parasite
species using a t-test to a specified value We used the same procedure to mask the presence of
the cystacanth inside infected individuals through covering the orange spot visible through the

intermediate host's cuticle with a dot of brown paint.



Gammarids were anaesthetized with CO, and their cuticle was quickly dried. A dot was
applied on one side of the individual and dried with an air pump. The overall handling of
gammarids did not exceed 2 minutes, and 24 hours later, 80% of painted mimics had survived

and kept their dot.

Predation experiments

We choose the Brown trout (Salmo trutta fario) for predation experiments because it is a
suitable final host for P. laevis (Kennedy 1978), and is a visually foraging predator
(Baglinieére & Maisse 1991). The trout also possess visual pigments allowing to see up to 600
nm (Bowmaker et Kuntz 1987).

Gammarids came from the same location than those used for colour characterization,
with body length ranging from 11 to 15 mm. All individuals were acclimatized in standard
conditions (see above) for at least one week before starting the experiments.

For predation experiments, brown trout ranging from 120 to 150 mm in length were
purchased from the federal fish farm of Velars sur Ouche (eastern France). They were kept in
the laboratory at least one week before the experiment under constant temperature (15°C) and
a light: dark cycle of 12:12 hrs, and regularly fed with uninfected gammarids. Trouts were
individually isolated and starved for 24 hours prior to the experiments.

The test aquaria (80 x 30 x 40cm) were filled with 60-1 of dechlorinated and
oxygenated tap water, surrounded with opaque screens and illuminated by overhead solar
spectra fluorescent tubes (Trulite & Danaos, providing together more than 90% of solar
spectrum with a 5500°K colour temperature). A transparent micro perforated net was
covering the aquaria to let full spectrum lighting above the experimental area. Aquaria were

divided in two unequal parts by a perforated plastic partition, allowing chemical and visual



cues but no physical contact between the trout predator and the gammarid preys. Two pieces
of air-brick (21.5 x 10 x 5cm) were provided as a refuge to gammarids. One hour before
experiments begin, a single fish predator was introduced in the one third part and sixty
gammarids in the other part. Following this acclimatization period, the plastic partition was
removed and the trout was allowed to feed on gammarids for 90 min. Then, the predator was
removed, and the remaining gammarids were counted.

We performed three kinds of experiments to investigate the effects of parasite colour
and host behaviour on the predation risk of P. laevis and P. minutus infected G. pulex. In a
first experiment, 20 P. laevis or P. minutus infected and 40 uninfected G. pulex were offered
to brown trout to assess the vulnerability of each type of infected prey. In a second
experiment, we assessed the role of each parasite colour in increased vulnerability to
predation, through exposing 20 painted mimics and 40 uninfected control harbouring a cuticle
(brown) colour dot, to predation by trout. A third experiment consisted in assessing the role of
the behavioural alteration through exposing 20 infected G. pulex, whose orange dot had been
masked with brown paint, and 40 uninfected individuals harbouring a brown dot, to predation
by trout. We analyzed selectivity of predation using the Manly's alpha index for variable prey
population (see Manly 1974, Kaldonski et al. 2007). Selective predation on infected prey or
painted mimics was assessed through comparing the observed values of o to a situation of
equal vulnerability (a« = 0.5), using a t-test to a specified value (Sokal & Rohlf, 1995). The
influence of prey type (infected, simulated infection or masked infection), parasite species,
and interaction term was analysed using a two-way ANOVA and pair-wise differences were
evaluated with Fisher’s PLSD. All tests were performed using the Stafistica statistical

software (v. 6.0, Statsoft Inc.).



RESULTS

Colour characterization of acanthocephalan parasite spots and gammarid cuticle

We characterized the colour of acanthocephalan cystacanths as seen through the host's cuticle
and the colour of the cuticle itself, by reflectance spectrometry. Spectra comparisons were
performed based on three parameters: saturation, chroma and hue. All three were highly
different between uninfected, P. laevis- and P. minutus-infected gammarids (all P<0.001). No
difference of saturation was found between parasite spots through the cuticule although both
were more saturated than cuticle alone (Post hoc, P. laevis / cuticle F;6=31.07, P<0.0001;
Post hoc, P. minutus / cuticle F; 64=40.26, P<0.0001). P. minutus spot had a higher chroma
than P. laevis spot (Post hoc, F; c=15.03, P=0.0002) and than cuticle (Post hoc, P. minutus /
cuticle F;4=8.94, P=0.0004). Hue of P. minutus spot was lower than hue of P. laevis spot
(Post hoc, F; 64=13.40, P=0.0005) and than hue of cuticle (Post hoc, F, ¢4=13.87, P=0.0004).

We then chose paints according to these spectra characteristic, based on the european RAL
colour chart. All saturation, chroma and hue of chosen paints to mimic or mask parasites were
comprised within the 95% confidence interval of respective living individuals colour (Fig. 1).
RAL 1012 paint mixed to RAL 8025 (3:2) was approaching the most P. laevis spot, P.
minutus spot matching was also very good with RAL 2000 paint, and the browner colour of
cuticle matched with the RAL 8025 paint mixed pur black Lechsys 29.081 (3: 0.05). The
maximum wavelength of the three parasite species was comprised between 570 and 595 nm,

within the range of wavelengths detected by the brown trout (Bowmaker & Kuntz 1987).

Predation experiments
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A total of 831 gammarids out of 3660 offered were eaten by 61 different trout in the predation
experiments. Figure 2 shows variation in specificity of predation towards infected, mimic or
simulated prey in relation to parasite species, as assessed from Manly’s a preference index.
No selective predation was detected on P. minutus-infected, masked or simulated gammarids.
By contrast, trout preyed significantly more on both P. /aevis-infected prey (n = 9, t-test to a
specified value, t=3.79, P=0.005) and on P. /aevis-infected prey with orange dot masked (n =
8, t-test to a specified value, t=4.81, P=0.002; Fig. 2). Trout selectivity for prey differed
between prey types (two-way ANOVA: F s¢ = 5.19, P < 0.001; Fig. 2). A significant
interaction (F»5,=3.68, P=0.03) between parasite species and treatment indicates that
selectivity of trout was not the same among treatment between parasite species. Trout showed
no preference for any type of prey either P. minutus-infected or simulated, but did show a
preference among the three types of P. laevis-infected or uninfected prey. Whether the orange
dot was visible or masked, P. laevis-infected prey were more vulnerable to predation (Fisher’s
PLSD: P > 0.05; Fig. 2) whereas a simulated infection did not increase predation upon

uninfected mimics

Discussion

Acanthocephalan parasites are known to alter the appearance of their intermediate hosts in
different ways (Hindsbo 1972, Bethel & Holmes 1973, Bakker et al. 1997, Latham & Poulin
2001, Fuller et al. 2003). In certain cases, the parasites interfere with the formation of
integumental pigmentation in the intermediate host (Hindsbo 1972, Camp & Huizinga 1979,

Oetinger & Nickol 1981, Amato et al. 2003, Fuller et al. 2003), whereas in others the
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parasites themselves are brightly pigmented (Barrett & Butherworth 1968, 1973, Podesta &
Holmes 1970, Gaillard et al. 2004). However, linking changes in appearance to increased
trophic transmission to final hosts is complicated by the fact that infected hosts often show
alterations in behaviour in addition to manipulated appearance, hence the need to perform
careful experiments to separate the effects of modified appearance from those induced by
altered behaviour.

The marked discrepancy between our results and those of Bakker et al. (1997) can be
confidently ascribed to methodological issues. Bakker et al. (1997) relied on sticklebacks as
predators, whereas trout were used in the present study. Large evidence exists for a sensory
bias in sticklebacks (Cronly-Dillon & Sharma 1968, Smith et al. 2004). Extreme sensitivity of
sticklebacks for long wavelengths corresponding to yellow to red colours may thus contribute
to explain the results obtained by Bakker et al. (1997), especially as sticklebacks have been
shown to respond more strongly to orange-red objects in a foraging context (Smith et al.
2004). In that respect, predation by sticklebacks may not be quite representative of the
predation pressure encountered by gammarids infected by acanthocephalans in their
environment. In addition, the suitability of sticklebacks as final hosts for P. laevis is dubious
(see Hine & Kennedy 1974), whereas the trout is both a regular predator of amphipods
(Billard 1997) and an appropriate definitive host for P. laevis (Kennedy 1978). Interestingly,
the results obtained in the present study on the differential vulnerability of P. /aevis-infected
and P. minutus-infected gammarids compared to uninfected individuals are totally congruent
with those recently obtained using another appropriate final host of P. laevis, the bullhead,
Cottus gobio, as predator (Kaldonski et al. 2007). Because the cystacanths of both parasite
species are brightly coloured, but only gammarids infected with fish parasites are more

vulnerable to predation by fish predators, one may conclude that the increased trophic
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transmission of infected intermediate hosts to final hosts is essentially due to the effect of P.
laevis on the behaviour of its intermediate host (Baldauf et al. 2007, Kaldonski et al. 2007,
Perrot-Minnot et al. 2007), and not to the parasite's colour. Interestingly, Ruff and Maier
(2000) found that the increased conspicuousness of Gammarus fossarum harbouring calcium
carbonate deposits had no effect on their vulnerability to predation by salamander larvae.

Another, non-alternative, possibility is that the orange paint used by Bakker et al.
(1997) to simulate infection did not match quite exactly the colour of the parasite seen
through the host's cuticle, thus increasing the conspicuousness of painted mimics beyond that
of naturally infected gammarids. Using realistic mimics is however a pre-requisite in studies
of the adaptive value of animal colorations (Kauppinen & Mappes 2003, Soler et al. 2003,
Byers 2006). Here, we used a spectrometer to analyze both the colour of parasites seen
through the cuticle of their host and the colour of the cuticle itself, and adjusted the colour of
mimics accordingly. We are thus confident that the painted mimics were highly similar in
appearance to infected individuals. Because painted uninfected mimics did not differ in
vulnerability to predation by trout from intact, uninfected individuals, we conclude that the
yellow-orange coloration of acanthocephalans plays no adaptive role in trophic transmission
to final hosts.

The absence of an effect on trophic transmission does not preclude the possibility that
the carotenoid-based colorations of acanthocephalan parasites have indeed an adaptive value.
It has been suggested that carotenoids may provide protection of cystacanths against UV
radiation and oxidative damage (Barrett & Butterworth 1973, Bakker et al. 1997), although
direct evidence is lacking. This hypothesis might be particularly relevant for acanthocephalan
species that, through manipulating their host behaviour to make them more vulnerable to

predation by appropriate definitive hosts (Cézilly et al. 2000, Moore 2002), become more
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exposed to UV radiation. Pomphorhynchus laevis is known to reverse the phototaxis in G.
pulex, from negative to positive, while gammarids infected with P. minutus tend to swim
closer to the water surface (Cézilly et al. 2000). Both behavioural alterations are likely to
result in increased exposition of both hosts and parasites to UV radiation. However, although
the biological actions and functions of carotenoids depend upon their chemical and physical
properties (Britton 1995), little is known about the variation in pigmentation among
acanthocephalan parasite species, particularly between species that differ in definitive hosts
and ability to manipulate the phenotype of their intermediate host. The identification of the
carotenoid content of cystacanths is thus a prerequisite to understand the adaptive significance
of acanthocephalan colorations. An alternative non-adaptive hypothesis for cystacanth
pigmentation in these acanthocephalan species is to consider carotenoid storage as a side-
product of lipid uptake during larval growth. Acanthocephalans are storing large amount of
lipids, constituting more then 25 % of the dry mass of P. minutus cystacanths for instance
(Taraschewski 2000). In P. minutus, the carotenoids are exclusively found in the lipid radial
layer of the cystacanth and its derivatives (Barrett & Butterworth 1968). Carotenoids are
circulating in crustaceans’ haemolymph in a free state, either bound to proteins to form

carotene-protein complexes or dissolved in fat droplets (Barrett & Butterworth 1968; Lotocka

& Styczynska-Jurewicz 2001), hence their likely uptake and storage together with lipids.
Carotenoid uptake is however selective (Barrett & Butterworth 1968; Gaillard et al. 2004) and
vary among pigmented acanthocephalan species (Perrot-Minnot et al. unpublished data). A
comparative analysis of lipid content in acanthocephalan species sharing the same
intermediate host but differing in carotenoid content is therefore necessary to test this

hypothesis.
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Although the precise function of carotenoid-based colorations in acanthocephalan
parasites deserves further consideration, the present study indicates that they play no role in
the increased trophic transmission of intermediate hosts to final hosts. Adaptive explanations
require rigorous testing, if only to protect evolutionary ecology from red herrings and naive
adaptationism (Gould & Lewontin 1979, Peters 1991, Orzack & Sober 2001). Because
parasitic manipulation is a fascinating phenomenon but also a catchy topic, its study should

not escape to this rule (Poulin 1995, Thomas et al. 2005, Cézilly & Perrot-Minnot 2005).
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Captions for figures

Figure 1. Reflectance spectra for living parasites through gammarids cuticle and paint used on
mimics (a, cuticle spectra; b, P. laevis spectra; ¢, P. minutus spectra). Error bars indicate 95%

confidence interval.

Figure 2. Mean (+ 95% confidence interval) of preference index showing selectivity of trout
on infected unpainted versus uninfected (control) gammarids, mimics versus uninfected with
a brown paint (control) and infected but masked versus uninfected gammarids with a brown
paint (control). Above graph deals with P. /aevis prey types and bottom graph with P. minutus
ones. Values above the dashed line indicate over consumption of infected prey. Stars above
the bars indicate a significant difference from equal susceptibility of infected and infected

prey and bars connected by above lines are significantly different.
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Chapitre 4 :

Discussion générale




La manipulation de I'hbte par les parasites acanthocéphales

Les modifications comportementales induites par le parasite augmentent sa transmission par

voie trophique

Les résultats présentés dans cette theése corroborent 1’hypothése du caractére adaptatif de la
manipulation comportementale induite par les parasites acanthocéphales chez leur hote
intermédiaire G. pulex. L’augmentation de transmission trophique vers le chabot est
démontrée d’une part en condition naturelle dans deux populations différentes et pour deux
especes différentes de parasites, et d’autre part en conditions contrélées en laboratoire, avec
un réplicat sur un second hdte définitif, la truite de riviére. La manipulation de I’hote
intermédiaire confére donc un avantage certain au parasite en terme d’aptitude phénotypique,
car elle lui permet d’atteindre son héte définitif plus efficacement que par le fait du hasard
(Poulin 1995). De plus, les poissons utilisés sont assurément des hotes définitifs des
populations de parasites étudiés, contrairement a d’autres études pour lesquelles le doute
subsiste (Webber et al. 1987, Bakker et al. 1997). Les poissons dans lesquels on trouve les
plus fortes charges parasitaires en Bourgogne sont cependant les chevesnes pour P. laevis et
les barbeaux pour P. tereticollis (Guyonnet 2005), et il aurait pu paraitre plus judicieux
d’utiliser ces prédateurs dans les expériences de transmission trophique. Ces poissons sont
néanmoins beaucoup plus difficiles a utiliser, aussi bien en cage sur le terrain qu’en aquarium
en laboratoire, car ils sont beaucoup plus sensibles au stress qu’induit le confinement, leur
comportement alimentaire s’en trouvant fortement affecté. La nécessité d’aquariums de plus
grande contenance s’impose donc pour effectuer des expériences de prédation sélective avec
ces espéces. D’autres contraintes compromettent la démonstration d’une augmentation de
transmission trophique accrue de P. minutus vers des oiseaux aquatiques comme les canards
qui, eux, ont besoin de beaucoup d’espace pour s’alimenter normalement. Ces oiseaux
consomment de surcroit des quantités de gammares telles qu’il semble difficile de récolter
suffisamment d’individus parasités, pour obtenir un nombre raisonnable de réplicats. Malgré
ces remarques, nos études sur ’augmentation de la transmission trophique se démarquent tout
de méme clairement des autres (Bakker et al. 1997) de par leur précision et leur réalisme
accru, et évitent en cela des biais reconnus dans la plupart des études (Nickol 2005). Aucune
étude n’avait par exemple démontré jusqu’alors I’augmentation de la transmission trophique
en conditions de laboratoire avec des prévalences approchant celles rencontrées dans la

nature. Ces prévalences sont néanmoins fluctuantes selon I’heure, le jour ou encore 1’habitat
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et les régimes des rivieres. Il serait donc intéressant de voir s’il existe un seuil de prévalence
en deca duquel la manipulation n’induit plus une transmission trophique accrue, par des
expériences de type « switching » par exemple (Murdoch 1969, Ayala & Campbell 1974,
Hugues & Croy 1993).

Le parasite altere plusieurs perceptions de signaux ou les réactions comportementales

afférentes chez son hote intermédiaire

Les altérations phénotypiques impliquées dans cette augmentation de transmission trophique
et mises en avant dans la présente thése furent de deux ordres :

-la premiére concerne I’ajustement temporel de la manipulation a I’optimum de transmission :
elle confirme que des mécanismes mettent en jeu la modification de la réaction a la lumiére
crépusculaire des gammares par les acanthocéphales de poissons, et ont pour résultat
d’augmenter le taux de dérive des hotes intermédiaires (McCahon ef al. 1991, Wellnitz ef al.
2003). Cette augmentation de dérive, décuplée aux heures préférentielles de chasse des
poissons hotes, accroit la vulnérabilité des proies face aux prédateurs chassant dans le courant
et / ou a I’affiit. Notre étude est la premiere a démontrer ce phénomene aussi clairement en
conditions naturelles, avec notamment une taille d’échantillon de plus de 20000 gammares,
tous sexés, mesurés et vérifiés pour leur statut parasitaire et une intégration novatrice de la
notion de cycle nycthéméral dans la manipulation.

-la seconde concerne les réactions anti prédateur des gammares, notamment 1’utilisation des
refuges et les réactions de fuite, initiées par la perception olfactive d’un prédateur (Dahl
1998). P. laevis et P. tereticollis inversent I’effet répulsif de I’odeur du chabot chez leur hote
intermédiaire, qui se surexpose ainsi a la prédation par rapport aux individus non infectés. La
manipulation ne semble donc opérer que lorsqu’une opportunité de transmission se présente
au parasite. Une seule étude, toute récente (Baldauf er al. 2006), présente des résultats
similaires. Notre approche par olfactométrie montrant I’inversion de la réaction anti prédateur
est cependant plus précise car elle permet de réduire le contact entre la proie et le prédateur a
la seule communication chimique. Cette altération comportementale renforce 1’idée de la
spécificité de la manipulation (Cézilly & Perrot-Minnot 2005) car I’inversion des réactions

anti prédateur en réponse a ’odeur de chabot n’a été trouvée parmi les trois especes
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d’acanthocéphales étudiées que chez les parasites de poissons et non d’oiseaux. La
compréhension de la finesse de cette spécificité de la réaction pourrait étre améliorée en
reproduisant ces expériences avec d’autres poissons dans lesquels les parasites ne se
développent pas ou peu, ou encore d’autres prédateurs comme les écrevisses. Tous ces
résultats concernant les modifications comportementales indiquent une réelle
multidimensionalité de la manipulation (Cézilly & Perrot-Minnot 2005), affectant a la fois la
réaction a la lumiére des gammares, leurs cycles de dérive et leurs réactions anti prédateurs.
L’¢étude des mécanismes physiologiques impliqués devrait €lucider les étapes auxquelles ces
effets multiples sont induits : trés en amont (plusieurs voies de manipulation) ou trés en aval
(afectant des molécules intervenant dans différentes voies physiologiques).

Cette multidimensionalit¢é au niveau des altérations comportementales ne semble
cependant pas s’étendre aux altérations morphologiques dans notre systéme. L’hypothése
avancée par Bakker et al. (1997), selon laquelle la tache colorée que forment les trois especes
de parasite a travers la cuticule de leur hote intermédiaire augmente la vulnérabilit¢ du
gammare a en effet été démentie, indiquant que seule la manipulation comportementale, et
non la modification de 1’apparence, profite a la transmission du parasite. I1 semble
compréhensible qu’en environnement aquatique, cette tache ne puisse pas apparaitre aussi
visible qu’on veuille bien 1’assumer. En effet la turbidité d’une part et la pénétration
différentielle des longueurs d’ondes en fonction de la profondeur d’autre part, font que les
prédateurs ne doivent pas la distinguer aussi précisément. Il faut cependant noter ici que ni la
caractérisation du spectre de réflectance des parasites ni la reproduction de la couleur n’ont
intégré la zone UV. Certains poissons sont pourtant connus pour voir dans cette région du
spectre (Loew et McFarland 1990, Hunt 2001) dont les longueurs d’onde, au contraire de
I’infra rouge, pénetrent dans I’eau. La truite posséde en particulier des pigments visuels lui
permettant de voir dans I’UV lors de sa premiére année et parfois un peu plus longtemps
(Bowmaker et Kunz 1987), période ou elle se nourrit essentiellement de petits invertébrés
aquatiques (Bagliniere et Maisse 1991). Des études mettant en ceuvre des matériels permettant
d’explorer cette région du spectre sont donc prévues a court terme pour compléter ces

premiers résultats dans le « visible ».
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Cette transmission trophique est ciblée vers les hotes définitifs

Au-dela de cette transmission trophique accrue, le point capital de la démonstration de la
spécificité des altérations phénotypiques a également renforcé le caractére adaptatif de la
manipulation comportementale (Poulin 1995) : P. laevis n’induit pas de prédation accrue par
les grenouilles in situ et P. minutus n’induit pas de prédation accrue par les poissons en
conditions de laboratoire. Ce type d’étude devrait étre idéalement réalis€ en conditions
naturelles pour mieux prendre en compte le comportement d’approvisionnement des
prédateurs et leurs interactions entre eux. Il est néanmoins difficile a mettre en ceuvre sur le
modele acanthocéphales / gammares pour deux raisons principales. (i) La premiére tient au
choix des prédateurs a utiliser qui fait que toutes les expériences n’ont pas la méme faisabilité.
Si les travaux de cette thése ont exposé des parasites de poissons (P. laevis et P. tereticollis)
et d’oiseaux aquatiques (P. minutus) a un méme prédateur poisson, I’expérience inverse
consistant & exposer ces trois mémes parasites & un oiseau n’est pas aussi facile. Comme
évoqué précédemment, maintenir un canard en captivité¢ est en effet bien plus difficile et
contraignant que des poissons et les quantités de proies ingérées par ces volatiles, méme sur
un laps de temps trés court, sont trop conséquentes pour mettre en ceuvre de telles
expériences. Quant a maintenir des canards en environnement clos en conditions naturelles
(sur une portion de riviere par exemple) et analyser leur régime alimentaire, ce serait une
expérience demandant une infrastructure trés importante. Une alternative pourrait Etre
d’ancrer par exemple des canards sur un site (tels des appelants), de leur poser des colliers a la
gorge et de récupérer leur repas avant qu’il n’atteigne I’estomac (Willson 1966, Moore 1984).
La spécificité de la manipulation n’a donc été abordée in natura que sur la grenouille verte,
un des rares prédateurs vertébrés pouvant étre capturé et forcé a régurgiter leur repas récent.
Les individus capturés ne présentaient pas de prévalence plus importante en P. laevis dans
leurs estomacs que dans la nature. Indirectement, les quantités de G. pulex infectés par P.
minutus dans les contenus stomacaux de chabots collectés dans la Béze étant presque nulles, il
peut étre admis que ce parasite n’augmente pas la vulnérabilité de son hote intermédiaire vers
un prédateur non hote. (ii) La deuxiéme condition limitante a I’étude de la spécificité in
natura tient au fait que les prédateurs non hotes potentiels sont pour la plupart des invertébrés,
qui consomment les gammares de maniére trés différente des poissons. Alors que ces derniers

« gobent » majoritairement leurs proies, qui se retrouvent enticres dans 1’estomac, le mode
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d’alimentation des prédateurs invertébrés ne permet pas de retrouver des proies intactes dans
leurs estomacs pour quantifier avec précision la prévalence dans les contenus stomacaux. Le
taux de sélectivité de ces prédateurs sur les gammares infectés ne pouvant pas non plus
s’établir par observation directe, la seule solution restante est I’analyse de la différence entre
ce qui était a disposition du prédateur initialement et ce qui restait a la fin de I’expérience. De
telles expériences en milieu naturel sont presque impossibles du fait de la perturbation qu’il
faudrait faire subir au milieu pour contrdler les quantités de proies et tout autres parameétres
tels que le courant, la luminosité ou les variations de micro habitat. Face aux contraintes
imposées par le terrain, les approches en laboratoire et en microcosme semblaient étre une
approximation permettant d’avoir une idée préliminaire de I’impact de prédateurs non hotes

sur les hotes manipulés.

D’autres prédateurs peuvent tirer bénéfice de cette vulnérabilité accrue

La prédation accrue de la népe et de 1’écrevisse sur les proies parasitées laisse a penser que la
manipulation est tout de méme cotiteuse pour le parasite, car ces deux prédateurs présentaient
une préférence globalement marquée (malgré quelques variations) pour les proies infectées
par rapport aux proies non infectées. Cependant cette préférence doit étre relativisée par
rapport au taux de prélévement par heure de ces prédateurs, qui est vraisemblablement bien
inférieur a celui des hotes définitifs tels le chabot ou la truite. La népe comme 1’écrevisse sont
de plus des prédateurs qui ne courent aucun risque d’infection en consommant un gammare
infecté par un acanthocéphale car leur mode d’alimentation, piqueur suceur pour la népe et
broyeur pour 1’écrevisse, ne permettent pas au cystacanthe de pénétrer dans la cavité générale
de ces prédateurs. Le parasite ne pourra donc en aucun cas avoir I’opportunité de s’engager
dans une co-évolution avec ces prédateurs. Nous envisageons de réaliser des expériences en
mésocosme sur des bassins de plus grande envergure afin de combiner plusieurs prédateurs
(qu’ils soient de la méme espéce ou non) et / ou plusieurs especes de parasites, afin de mieux
comprendre le colt réel que représentent ces prédateurs non hdtes. En revanche la
manipulation permet a ce type de prédateurs de consommer des proies dont la qualité
intrinséque ne semble pas différer de celle des proies non infectées (Franz & Kurtz 2002), tout

en dépensant beaucoup moins d’énergie que pour attraper les proies non infectées (Lafferty et
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al. 2006). De ce fait, la manipulation crée des connexions entre des proies et des prédateurs
qui ne sont pas établies hors infection, et peut influencer plus ou moins la structuration et le
fonctionnement des réseaux trophiques (Hatcher et al. 2006). A cet égard, les analyses
classiques de structuration des communautés et des chaines alimentaires accordent souvent
trop peu d’intéréts a I’impact des parasites et leur intégration augmenterait la complexité des
structures mais également et surtout leur niveau de compréhension (Lafferty et al. 2006). Pour
étre exhaustive, une étude portant sur une chaine alimentaire dans une communauté donnée ne
devrait donc plus faire 1’économie des parasites. Il est a noter enfin que les expériences en
microcosme n’ont fait intervenir qu’un seul prédateur d’une seule espéce, et de nombreuses
expériences sont encore nécessaires pour notamment explorer les interactions entre prédateurs
sur leur sélectivité. Quid notamment du comportement alimentaire de prédateurs lorsqu’ils se
retrouvent eux-mémes face a un risque de prédation ou lorsque des structures hiérarchiques
s’établissent entre eux par exemple ? C’est pourquoi des expériences en mésocosme
permettant d’accroitre le nombre d’individus prédateurs, d’espéces de prédateurs et de
parasites s’averent encore une fois tres utiles dans 1’avenir pour mieux comprendre I’impact

des parasites sur les réseaux trophiques.

Pour conclure, une étude approfondie de la spécificité de la manipulation doit donc
prendre en compte a la fois I’accroissement de transmission trophique aux hoétes définitifs
appropriés, mais aussi la prédation accrue par des prédateurs non hoétes. La question de la
spécificit¢é de la manipulation renvoit donc a la notion de filtre de rencontre et de
compatibilité¢ développée par Combes (2001). Pour des prédateurs tels que les invertébrés, le
filtre de rencontre est ouvert mais le filtre de compatibilité est fermé, la situation est assez
claire pour expliquer que les parasites ne s’établissent pas dans ces prédateurs. A 1’inverse, il
se peut que pour d’autres prédateurs le filtre de compatibilité soit ouvert mais pas le filtre de
rencontre, et dans bien des cas il est difficile d’établir si ¢’est I’'une ou 1’autre des situations
qui est en cause dans 1’échec de I’établissement du parasite. Kuris et al. (2007) ont pu tester
ces deux cas de figure grace a deux especes de crabe, Carcinus maenas et Pachygrapsus
marmoratus, exposés a la sacculine (Sacculina carcini). 1ls ont démontré que celle-ci, bien
qu’en contact naturel avec une seule des deux especes de crabe, pouvait pénétrer dans la

seconde de la méme maniére, mais ne pouvait y atteindre le stade adulte et se retrouvait
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enkystée. Dans ce cas, le filtre de compatibilité est donc fermé, et méme si un événement
naturel ou artificiel venait a mettre en contact la sacculine avec P. mormoratus, son
¢tablissement y serait impossible. Dans notre systéme hote — parasites de poissons, il semble
qu’il y ait les deux cas de figure, a savoir le filtre de rencontre ouvert mais le filtre de
compatibilité fermé dans le cas des prédateurs invertébrés, et le filtre de rencontre fermé mais
le filtre de compatibilité ouvert chez certains prédateurs poissons. En effet, les deux especes
de Pomphorhynchus ont des gammes d’hoétes restreintes a quelques especes de poissons, en
grande partie disjointe méme en sympatrie (Guyonnet 2005) : majoritairement le chevesne
pour P. laevis et le barbeau pour P. fereticollis. Lorsque néanmoins P. laevis et P. tereticollis
sont occasionelement trouvés dans le barbeau ou le chevesne respectivement, leur croissance
et leur reproduction ne semblent pas affectées (Guyonnet 2005). Pour vérifier si une fermeture
du filtre de rencontre est responsable de ces répartitions contrastées, il conviendrait d’ouvrir
expérimentalement le filtre de rencontre par une mise en contact forcée de cystacanthes (stade
infestant) de ces deux espéces de parasites avec les deux especes de poissons (Kuris et al.
2007), et de comparer la maturation et la reproduction des adultes entre les deux hotes
définitifs. Le cas échéant, pourquoi le filtre de rencontre serait-il fermé ? Un ¢élément
explicatif pourrait étre que ces poissons présentent des choix de micro habitats différents, le
chevesne étant plutot pélagique alors que le barbeau est benthique, coincidant ou non avec les
distributions spatio-temporelles des proies manipulées par P. laevis et P. tereticollis. Une
alternative pourrait étre que 1’altération des réactions anti prédateur du gammare par les
acanthocéphales module 1’ouverture de ce filtre de rencontre. Ce filtre pourrait donc étre
ouvert par sélection naturelle si les hotes définitifs se raréfient dans ’environnement du
parasite, et au contraire se fermer si ceux-ci augmentent en fréquence dans la population.

Tester la valeur adaptative des altérations phénotypiques induites par les parasites est donc
possible a une echelle micro évolutive, et ce par des étude liant différentes approches
d’écologie comportementale ainsi que de parasitologie évolutive. L’¢tude de la manipulation
est donc loin d’étre terminée et doit se prolonger dans des directions aussi variées que 1’é¢tude
des mécanismes sous-jacents (Thomas et al. 2005) ou de 1’écologie des communautés

(Lafferty et al. 20006).
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La manipulation de I’héte par les parasites acanthocéphales,
aspects éco-éthologiques
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Les parasites a cycle complexe sont confrontés au probléme de leur transmission de 1’hdte amont a 1’hote
aval. Des modifications comportementales induites par ces parasites sont fréquemment observées chez les
hotes intermédiaires, et ont pour conséquence d’augmenter la transmission trophique du parasite a son
héte définitif. De telles modifications doivent satisfaire a certains critéres pour étre considérées comme
adaptatives. Nous avons étudié le caractére adaptatif de la manipulation parasitaire en nous appuyant sur
deux critéres principaux : un bénéfice en terme d’aptitude pour le parasite manipulateur et I’existence
d’un lien logique entre le comportement modifié¢ et 1’hote ciblé.

Les acanthocéphales sont des helminthes parasites de vertébrés qui ont été historiquement les premiers
modéles d’études portant sur les modifications comportementales liées a 1’infection parasitaire. Trois
especes, Pomphorhynchus laevis, Pomphorhynchus tereticollis et Polymorphus minutus, exploitent
Gammarus pulex (Crustacés, Amphipodes) comme hote intermédiaire en Bourgogne. Nos résultats
démontrent que les modifications comportementales induites par P. laevis et P. tereticollis sur G. pulex
augmentent leur transmission par voie trophique vers deux hotes définitifs, le chabot et la truite. Nous
avons ensuite mis en évidence le caractére multidimensionnel des altérations, entrainant principalement
un ajustement temporel de la manipulation a I’optimum de transmission des parasites et une inversion de
la réaction anti prédateur initiée par la perception olfactive d’un poisson. Cette multidimensionnalité ne
s’étend pas en revanche a ’hypothése du role de la tache colorée du parasite dans 1’augmentation de
vulnérabilité des proies. Les altérations comportementales présentent enfin un certain niveau de
spécificité quant a I’hdte ciblé, corroborant le caracteére adaptatif de la manipulation. Elles permettent en
outre d’établir des connexions entre proies et prédateurs qui ne semblaient pas étre intégrées jusqu’alors
dans 1’étude des réseaux trophiques et des écosystémes.

Mots-clés : manipulation comportementale, acanthocéphales, spécificité, transmission trophique,
olfaction, réseaux trophiques

The behavioural ecology of host manipulation by acanthocephalan parasites

Complex life cycle parasites critically rely on a phase of trophic transmission from upstream to
downstream host. Behavioural modifications induced by these parasites are frequently observed among
intermediate hosts, and increase parasite trophic transmission to final hosts. Such modifications must
satisfy some criteria to be considered adaptive for parasites. We studied adaptiveness of manipulation
using two main criteria: fitness effects and purposiveness of design.

Acanthocephalan are helminths parasites that have been historically the first models on behavioural
modifications owing to parasite infection. Three species, Pomphorhynchus laevis, Pomphorhynchus
tereticollis and Polymorphus minutus, uses Gammarus pulex (Crustacea, Amphipoda) as intermediate
hosts in Burgundy. Our results demonstrate that behavioural but not morphological modifications induced
by P. laevis and P. tereticollis on G. pulex increase parasite trophic transmission to two final hosts,
bullhead and brown trout. We then show the multi dimension of alterations, mainly adjusting temporally
the manipulation to an optimum of transmission for parasites and an inversion of anti predator reaction
initiated by chemical perception of a fish. However, the colour hypothesis for enhanced vulnerability of
infected prey is refuted. These behavioural alterations are almost specific toward targeted host,
reinforcing the adaptive hypothesis of manipulation. They are also establishing some predator prey
connexions under estimated among food web and ecosystems studies.

Keywords: behavioural manipulation, acanthocephalan, specificity, trophic transmission, olfaction,
food webs

Discipline: Biologie des populations et écologie



