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Résumé

Les modeles d'optimalité postulent que les animaux en quéte de ressources utilisent le taux de
gain de valeur adaptative pour optimiser plusieurs comportements tels que la répartition du
temps lors de I’exploitation d‘un agrégat et l'investissement en progénitures. Bien que la durée
de plusieurs comportements doit étre régulée, peu d’évidences de la perception du temps sont
actuellement disponibles pour les insectes et aucune pour les guépes parasitoides, et ce malgré
leur importance en tant que modeles écologiques. De plus, puisque les guépes parasitoides
sont poikilothermes, cette capacité pourrait étre affectée par la température. Nous avons
supposé que les guépes parasitoides auraient la capacité de percevoir le temps, a la fois de
fagon prospective (mesure du temps €coulé) et rétrospective (durée d'un événement passe),
afin d'optimiser les décisions liées a I'exploitation d’agrégats d’hdtes et a la reproduction.
Nous avons également émis I'hypothese que la température aurait une incidence sur la
perception du temps des guépes parasitoides.

Pour la mesure prospective du temps, nous avons utilisé la capacité d’apprentissage
associatif de Microplitis croceipes (Hymenoptera: Braconidae). Les guépes ont été entrainées
a associer une odeur a la durée d'un intervalle entre des hotes. Apres leur entrainement, elles
ont été testées dans un tunnel de vol avec un choix d’odeurs. Les guépes ont choisi
majoritairement 'odeur associée a l'intervalle de temps auquel elles étaient testées. Nous avons
¢galement investigué le role de la dépense énergétique sur la mesure du temps. Suite a une
restriction de mouvement des guépes pendant l'intervalle de temps entre les hotes, elles
choisissaient aléatoirement dans le tunnel de vol. L'absence de dépense énergétique les aurait
rendues incapables de mesurer le temps. La dépense d'énergie est donc un substitut essentiel
pour mesurer le temps.

Pour la mesure rétrospective du temps, nous avons utilisé le processus d'évaluation de
I'hote de Trichogramma euproctidis (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Certains
trichogrammes utilisent la durée du transit initial sur l'ceuf hote afin d’en évaluer la taille et
d’ajuster le nombre d’ceufs a y pondre. Nous avons augment¢ artificiellement la durée de
transit initiale de 7. euproctidis en suspendant I'ccuf hote pour le faire paraitre plus gros qu'un

ceuf de taille similaire. Une augmentation de la durée de transit initiale a augmenté¢ la taille de



la ponte. Ceci démontre la capacité de 7. euproctidis de mesurer la durée du transit initial, et
donc d’une mesure du temps rétrospective.

Pour déterminer si la température modifie la mesure du temps dans les especes
poikilothermes, nous avons utilis¢ le comportement d’exploitation d’agrégats d’hotes de 7.
euproctidis. Les modeles d’optimalités prédisent que les guépes devraient rester plus
longtemps et quitter a un faible taux de gain de valeur adaptative suite a un déplacement de
longue durée plutdt que pour un déplacement de courte durée. Nous avons testé I'impact d'un
déplacement de 24 h a différentes températures sur I'exploitation d’agrégats d’hotes. Un
déplacement a température chaude augmente le temps de résidence dans 1’agrégat et diminue
le taux de gain de valeur adaptative au moment de quitter ; ces comportements sont associés a
un trajet de longue durée. L'inverse a été observé lors d’un déplacement a une température
froide. Les températures chaude et froide ont modulé la mesure du temps en accélérant ou
ralentissant I'horloge biologique, faisant paraitre le déplacement respectivement plus long ou
plus court qu’il ne I’était réellement.

Ces résultats démontrent clairement que les guépes parasitoides ont la capacité de
mesurer le temps, autant rétrospectivement que prospectivement. Des preuves directes de leur
capacité sont maintenant disponibles pour au moins deux especes de guépes parasitoides, une
composante essentielle des modeles d'optimalité. Le role de la dépense énergétique dans la
mesure du temps a aussi ét€¢ démontré.

Nos résultats fournissent également la preuve de I'impact de la température sur la
perception du temps chez les insectes. L'utilisation de la dépense énergétique en tant que
proxy pour mesurer le temps pourrait expliquer une partie de sa thermosensibilité, puisque les
guépes parasitoides sont poikilothermes. Cette mesure du temps sensible a la température
pourrait affecter des stratégies de lutte biologique. Sur le terrain, au début de la journée, la
température de l'air sera similaire a la température de 'air autour des plantes infestées par des
parasites, alors qu'elle sera plus chaude pendant la journée. En lutte biologique augmentative,
les guépes parasitoides libérées resteraient plus longtemps dans les agrégats d’hdtes que celles

relachées en début de journée.

Mots clés : Comportement animal — Mesure du temps —Température — Modele d’optimalité -

Trichogramma
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Abstract

Optimality models assume that animals foraging for resources use the rate of fitness gain to
optimize several behaviours such as patch time allocation and progeny investment. Although
the duration of multiple behaviors needs to be regulated, few evidence of time perception are
currently available for insects and none for parasitic wasps, despite their importance as
ecological models. This capacity to measure time could be affected by temperature, since
parasitic wasps are poikilotherms. We hypothesized that parasitic wasps should have the
capacity to perceive time, both prospectively (measure of elapsed time) and retrospectively
(duration of a past event), in order to optimize foraging decisions related to host patch
exploitation and reproduction. We also hypothesized that temperature would affect the time
perception of parasitic wasps.

For the prospective measure of time, we used the associative learning abilities of
Microplitis croceipes (Hymenoptera: Braconidae). We trained them to associate an odour to
the duration of an interval between hosts. Following their training, they were tested in a wind
tunnel. The wasps chose significantly more the odour associated with the test interval they
were trained to recognize. We also looked into the role of energy expenditure in the measure
of time. When wasps were prevented from moving freely during the interval between hosts,
they chose randomly in the wind tunnel. The lack of energy expenditure thus rendered them
unable to measure time. Energy expenditure is therefore an essential proxy to measure time.

For the retrospective measure of time, we used the host evaluation process of
Trichogramma euproctidis (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Trichogramma wasps use the
duration of the initial transit on the host egg to evaluate its size and decide how many eggs to
lay. We artificially increased the initial transit duration of 7. euproctidis by suspending the
host egg to make it appear larger than an unsuspended egg of the same size. An increase in
initial transit duration increased clutch size in the host. This demonstrates the capacity of 7.
euproctidis to measure the duration of the initial transit duration, and therefore a retrospective
measure of time.

To ascertain if temperature modified the measure of time in poikilotherms species, we
measured the patch exploitation behaviour of 7. euproctidis following intervals at different

temperatures. Wasps are expected to stay longer and leave at a lower rate of fitness gain
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following a long travel duration between host patches than for a short travel. We tested the
impact of a 24 h travel duration at different temperatures on patch exploitation. An increase in
temperature during travel time increased patch residence time and decreased the rate of fitness
gain at departure, both of which are associated to an increase in travel time. The reverse was
observed when travel occurred at a lower temperature. The increase or decrease in temperature
affected the measure of time by speeding or slowing the clock respectively and making the
travel appear longer or shorter than it actually was.

Our results clearly show that parasitic wasps are able to measure time, both
retrospectively and prospectively. There is now solid evidence that at least two species of
parasitic wasps possess the capacity to measure time, an essential component of optimality
models. We now also have evidence that energy expenditure is one of the proxies used to
measure time.

Our results are also the first evidence of the impact of temperature on time perception
in insects. The use of energy expenditure as a proxy to measure time could explain some of its
thermal-sensitivity, since parasitic wasps are poikilotherms. This temperature sensitive
measure of time could affect biological control strategies. In augmentative biological control,
releasing parasitic wasps during the day could lead to a higher level of patch exploitation than

early in the day because of the temperature gradient between the air and the plants.

Key words: Animal behaviour — Measure of time - Learning — Temperature — Optimality

model — Trichogramma
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Figure I-1: Schéma de I’organisation de la thése. Les themes principaux abordés dans cette
these dans se trouvent dans la colonne de gauche et les chapitres correspondants dans la

colonne de droite.
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Chapitre 1. Ce chapitre, I’introduction, décrit le contexte général de la recherche réalisée dans

le cadre de ce doctorat et présente les objectifs principaux.

Chapitre 2. Ce chapitre, la revue de littérature, décrit les concepts scientifiques et les modeles

biologiques nécessaire au lecteur pour apprécier les chapitres suivants.

Chapitre 3. Dans ce chapitre, j’identifie ma contribution ainsi que celle de mes coauteurs aux

articles scientifiques contenus dans cette these.

Chapitre 4. Le premier article scientifique de cette these s’intitule ““ Time perception-based
decision making in a parasitoid wasp”. Dans ce projet, j’ai démontré la perception du temps
prospective chez une guépe parasitoide en associant une odeur a un intervalle de temps entre

des hotes.

Chapitre 5. Le deuxieme article scientifique de cette these s’intitule “Around the globe in a
few seconds: use of time perception in a decision-making process by a parasitoid”. Dans cette
étude, j’ai démontré la perception du temps rétrospective chez une guépe parasitoide en

manipulant leur évaluation de la taille de 1’hdte.

Chapitre 6. Le troisi¢me article scientifique, intitulé¢ “Relationship between size, age and
walking speed in invertebrates”, décrit la relation entre la vitesse de locomotion et la taille, la

masse et I’dge chez les invertébrés.

Chapitre 7. Le quatrieme article scientifique, intitulé¢ “Thermal dilation of time: Impact of
temperature on perceived travel duration in a parasitoid”, démontre la sensibilité de la mesure
du temps a la température chez une guépe parasitoide, cela en faisant varier la température

durant le déplacement entre les agrégats d’hotes.

Chapitre 8. Ce chapitre, la discussion générale, résume les résultats principaux, commente les

implications des résultats obtenus et suggére des directions pour de futures recherches.



Chapitre 1: Introduction générale

Afin de maximiser leur valeur adaptative (fitness) a vie, les organismes doivent optimiser leur
comportement immédiat en intégrant une multitude de signaux internes et externes. Plusieurs
modeles d’optimisation ont été développés pour prédire le comportement animal, dont le
théoréme de la valeur marginale (Charnov 1976). Ces mod¢les se basent sur le taux de gain de
valeur adaptative, c’est-a-dire le gain de valeur adaptative par unité de temps. Les animaux
doivent moduler leur comportement selon la durée de certaines activités. Par exemple, lors de
I’exploitation d’un agrégat, les animaux utiliseraient entre autre le temps de transit pour
optimiser leur gain de valeur adaptative immédiate (Charnov 1976; Stephens & Krebs 1986;
Adler & Kotar 1999). Ces modeles ont donc pour postulat que les organismes possedent la
capacité de mesurer le temps. Cette démonstration n’a encore jamais ¢été faite chez les insectes
parasitoides.

Malgré I’'importance du temps dans 1’optimisation des comportements, ce sujet a fait
I’objet de trés peu d’études chez les animaux (revue par Clayton et al. 2009). Encore plus rares
sont les études chez les insectes (Grossman 1973; Schmidt & Smith 1987; Boisvert & Sherry
2006; Boisvert et al. 2007). La majorité de ces études ont porté sur la mesure prospective du
temps (agir apres un temps t), mais treés peu ont testé la capacité des invertébrés de faire une
mesure rétrospective du temps (déterminer la durée d’un événement x).

De plus, les insectes étant des poikilothermes, des changements de températures
ambiantes, que ce soit une variation quotidienne ou sur une plus longue période, pourraient
influencer la perception du temps des insectes a travers une modification du métabolisme.
Ainsi, le comportement des insectes en serait affecté, ce qui pourrait les éloigner de
I’optimalité. De plus, la mesure prospective du temps serait, en théorie, plus sensible a un effet
de la température que la mesure rétrospective (Wearden & Penton-Voak 1995).

Dans le cadre de cette thése, j’examinerai la capacité de mesurer et percevoir le temps
chez les guépes parasitoides en utilisant différents modeles biologiques et situations

¢cologiques, en plus de mesurer I’'impact de la température sur le temps percu.



Mes objectifs étaient de :

(1) Démontrer la capacité des guépes parasitoides a mesurer le temps de fagon
prospective.

Hypothese : Les guépes parasitoides peuvent apprendre a associer une odeur a une
durée de déplacement entre des hotes.

(2) Démontrer la capacité des guépes parasitoides a mesurer le temps de fagon
rétrospective.

Hypothese : Les guépes trichogrammes utilisent la durée du transit initial sur un hote
pour évaluer sa taille et ajuster le nombre d’ceufs a y pondre.

(3) Déterminer la relation entre la taille et ’age sur la vitesse de marche de 7. euproctidis.
Hypothese : La vitesse de marche augmente avec la taille et diminue avec 1’age, sauf
chez des espéces qui utilisent la vitesse de marche comme outil de mesure.

(4) Evaluer la thermosensibilité de la mesure du temps des guépes parasitoides.
Hypothese : La température lors d’un déplacement entre des agrégats d’hotes aura un
effet sur la durée percue et donc sur le comportement d’exploitation de 1’agrégat.

Les hypotheses et prédictions de chacun de ces objectifs seront décrites plus en détail dans les

chapitres suivants.



Chapitre 2: Revue de littérature

2.1 Temps : Définition et perception

Le temps se définit comme une notion fondamentale d’une dimension infinie dans laquelle les
évenements se succédent (Ornstein 1969). La perception du temps référe a la fois au rythme
circadien d’un organisme, qui fait référence au moment de la journée, ainsi qu’a la capacité de
mesurer le temps qui passe.

Le rythme circadien est une oscillation d’un processus biochimique, physiologique ou
comportemental, centrée sur une période de 24 h en conditions naturelles, synchronisée par les
cycles de lumiere/obscurité (Hastings & Schweiger 1976; Sweeney 1976). Ces cycles, connus
sous le nom de zeitgebers, sont définis comme un signal environnemental qui réinitialise
I’horloge biologique, ce qui prévient la dérive temporelle, puisque le rythme circadien sans
signaux est approximativement, mais pas exactement, de 24 h (Spangler 1972, 1973; Kaiser &
Steiner-Kaiser 1983). Un des premiers modeles biologiques utilis¢ pour étudier le rythme
circadien a été 1’abeille. Ces études consistaient a offrir de la nourriture a des moments précis
de la journée sur une base réguliere. Les abeilles visitaient ces sources de nourriture a la méme
heure les jours suivants, que la ressource soit présente ou non (Pahl et al. 2007). Les
parasitoides sont aussi connus pour ajuster certains de leurs comportements selon le rythme
circadien. Par exemple, I’émergence des guépes trichogrammes est affectée par le moment de
la journée, concentrant principalement les émergences le matin (Pompanon et al. 1993;
Pompanon et al. 1995).

La quantité de temps qui passe référe au présent, au passé, au futur et au simultané
(Ornstein 1969). Le présent réfere a des intervalles de courtes et moyennes durées, des
rythmes et des réponses anticipatoires. Le passé réfere a des intervalles de longues durées et a
la mémoire a long terme. Le futur fait référence a la perspective temporelle et a la
planification. Le simultané fait référence a la succession ou a la simultanéité d’événements
dans le temps. La majorité des études sur la mesure du temps portent sur des intervalles de
courtes et moyennes durées, dans le présent. Le présent sera le seul focus de cette these.

Plusieurs modéles ont été proposés pour expliquer la mesure d’intervalles de temps :

on retrouve entre autre le « Tuned-Trace Theory » (TT; Staddon et al. 2002), le « Behavioural



Theory of Timing » (BeT; Killeen & Fetterman 1988), le « Learning-to-Time Theory » (LeT;
Machado 1997) et le « Scalar Timing Model » (SET; Gibbon 1977).

Le « Tuned Trace Theory » est un modele qui évacue compleétement le concept
d’horloge interne. Il est entiérement basé sur la mémoire et utilise le taux d’oubli pour
déterminer la durée d’un intervalle de temps. Lors d’un entrainement a intervalle fixe (une
récompense offerte a un intervalle donné a répétition), I’animal apprend que la récompense est
disponible lorsque la mémoire de 1I’événement passé se dégrade jusqu’a un certain seuil.

Les autres modeles, le « Behavioural Theory of Timing », le « Learning-to-Time
Theory » et le « Scalar Expectency Theory », utilisent un « pacemaker » comme horloge pour
mesurer la durée d’intervalle de temps. Le « Behavioural Theory of Timing » se base sur la
corrélation entre des séquences de comportements et un intervalle de temps. Lors d’un
entrainement a intervalle fixe, un animal fait un comportement A, puis un comportement B,
etc. puis un comportement N juste avant la nouvelle récompense. Si I’intervalle de temps est
bien corrélé a la séquence de comportement, il est possible pour I’organisme de savoir quand
la récompense sera disponible en se référant a I’endroit ou il se retrouve dans sa séquence. Le
pacemaker est utilisé pour passer d’un comportement a I’autre dans la séquence. Le
« Learning-to-Time Theory » est trés semblable au « Behavioural Theory of Timing », si ce
n’est qu’il met une plus grande emphase sur I’association et le renforcement de comportement
ou d’état avec la disponibilité de la récompense. Lors d’un entrainement a intervalle fixe, les
comportements exprimés lorsque la récompense devient disponible sont renforcés alors que
ceux exprimés bien avant ou bien apres sont dissociés.

Selon le « Scalar Expectency Theory » (Gibbon 1977; Gibbon et al. 1984), trois
composantes sont essentielles pour permettre la mesure de durées: un systéme d’horloge qui
convertit des durées en une représentation physique, une mémoire capable de représenter ou
d’emmagasiner une durée pergue ainsi qu’un mécanisme décisionnel utilisant I’horloge et la
mémoire pour influencer le comportement (Church 1997) (Figure 2-1). Ce dernier aspect est
ce qui le distingue le plus du « Behavioural Theory of Timing » et du « Learning-to-Time

Theory ».
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Figure 2-1. Diagramme représentant le modele de Scalar Expectency Theory (Gibbon et al.
1984)

Le systéme d’horloge biologique se compose d’un pacemaker, d’un interrupteur et d’un
accumulateur. Le pacemaker, par exemple un cycle métabolique, émet des impulsions a une
fréquence fixe. Lorsque I’interrupteur est ouvert, les impulsions se perdent. Lorsque
I’interrupteur est fermé, c¢’est-a-dire lorsqu’un individu veut mesurer une durée, les impulsions
sont dirigées vers I’accumulateur. L’accumulateur emmagasine les impulsions du pacemaker,
ce qui permet d’estimer une durée. Cet estimé de durée s’emmagasine ensuite en mémoire. Si
cet estimé doit étre utilis¢ immédiatement, il reste emmagasiné dans la mémoire fonctionnelle,
alors que s’il doit étre utilisé plus tard en tant que référence, il est transféré pour étre
emmagasiné dans la mémoire référentielle. Le mécanisme décisionnel se base sur une notion
de comparaison des durées. Ce mécanisme compare la durée dans la mémoire fonctionnelle a

celle dans la mémoire référentielle, et détermine si elles sont équivalentes ou différentes.



Par exemple, dans I’expérience de Roberts (1981), une récompense alimentaire était
donnée apres une réponse comportementale (appuyer sur un levier) d’un rat aprés une période
de 20 s et ce a répétition. Lors de I’entralnement, le « pacemaker » émet a une fréquence
donnée. Le stimulus externe est la disponibilité d’une nouvelle récompense alimentaire. Les
pulsations du pacemaker sont accumulées jusqu’a la disponibilité de la récompense suivante.
La quantité de pulsations dans 1’accumulateur (durée de I’intervalle) est transférée dans la
mémoire fonctionnelle, puis dans la mémoire référentielle au cours de ’entrainement. Par la
suite, pour ajuster sa réponse dans le temps, le rat compare la quantité de pulsations
accumulées a nouveau dans son accumulateur a celle dans sa mémoire référentielle a I’aide du
mécanisme décisionnel. Au début de I’intervalle, la probabilité d’appuyer sur le levier est
basse puisque les valeurs sont clairement distinctes. Plus la quantité de pulsations dans
I’accumulateur s’approche de celle dans la mémoire référentielle, plus la probabilité que le rat
appuie sur le levier est grande.

La mesure du temps peut étre rétrospective ou prospective (Wearden & Penton-Voak
1995). La mesure rétrospective du temps concerne le passé proche et répond a des questions
du type « Quelle était la durée de X? ». La mesure prospective du temps, quant a elle,
concerne le présent comme par exemple « Faire I’action Y apres 30 secondes ».

La mesure rétrospective du temps reposerait sur des mécanismes de perception du
temps et de mémoire (Wearden & Penton-Voak 1995). Elle dépendrait aussi principalement
sur la mémoire puisqu’elle fait appel directement a la mémoire référentielle du modele
« Scalar Expectency Theory ».

La capacité de mesurer le temps a été démontré chez de nombreuses especes de
vertébrés (Lejeune & Wearden 1991, 2006; Clayton et al. 2009), mais les études chez les
invertébrés sont rares. L’une de ces études chez un parasitoide a été réalisée chez
Trichogramma minutum (Hymenoptera : Trichogrammatidae) (Schmidt & Smith 1987). Ce
parasitoide des ceufs évalue la taille de la ressource, un ceuf de Manduca sexta (Lepidoptera :
Sphingidae) dans le cadre de cette expérience, en marchant sur I’hote. Cette étude a démontré
que 7. minutum utilise la durée du transit initial sur son hote, ici définie comme ’intervalle
entre le premier contact avec I’hote et le contact subséquent avec le substrat sur lequel est
déposé I’hbte, pour évaluer le nombre de progénitures a y investir. Les guépes utilisent ce

mécanisme pour évaluer la taille d’un hote : un transit de longue durée équivaut a un hote



volumineux et vice-versa. Les auteurs, pour prouver qu’il s’agit bel et bien d’une mesure de
durée, ont artificiellement raccourci le transit initial en bloquant les guépes a 1’aide d’une
barricre en plastique enlevée par la suite. Les guépes dont le transit initial est raccourci
pondent moins d’ceufs dans un hote que les guépes dont le transit initial n’a pas été affecté. Il
est par contre impossible de dissocier I’effet du transit initial de durée réduite de celui de la
barriere, uniquement présente chez les guépes au transit raccourci. Si le transit initial pouvait
étre raccourci ou allongé sans effet confondant, cela permettrait de tester directement la
perception du temps chez ces insectes.

Une autre étude a testé I’effet de la dépense énergétique sur la mesure rétrospective
d’une durée chez le parasitoide Venturia canescens (Hymenoptera : Ichneumonidae) (Liu et al.
2009). Cette étude a comparé la nécessité du vol et de la dépense énergétique associée a un
temps d’attente comme mécanisme pour évaluer le cotlit d’un déplacement entre des agrégats
d’hdtes. Deux populations de ce parasitoide ont été comparées : une arrhénotoque et une
thélytoque. Chez les arrhénotoques, les ceufs non-fertilisés se développent en males alors que
les ceufs fertilisés se développent en femelles. Chez les thélytoques, les femelles se
développent de facon parthénogénétique des oocytes non-fertilisés suite au retour a la
diploidie. Chez V. canescens, la thélytoquie a une base génétique et n’est pas associée a
Wolbachia (Leach et al. 2009). Chez les arrhénotoques, le vol est associé au déplacement
inter-agrégat, ce qui n’est pas le cas chez les thélytoques ou les déplacements sont beaucoup
plus courts. Pour les deux populations, I’effet du vol, et donc de la dépense énergétique qui y
est associée, sur I’exploitation d’un agrégat d’hote a été comparé a un temps d’attente. Liu et
al. (2009) ont démontré que les guépes thélytoques modulaient I’exploitation d’un agrégat
simplement avec un temps d’attente sans que le vol ne soit nécessaire. Au contraire, chez les
arrhénotoques, la guépe devait avoir eu une expérience de vol pour modifier son exploitation
d’agrégats, un simple temps d’attente n’étant pas suffisant. Puisque le temps de déplacement
entre les agrégats détermine leur exploitation, ces résultats semblent indiquer une mesure du
temps en partie liée a la dépense énergétique, du moins pour la population arrhénotoque. Ces
différences seraient probablement liées a 1’écologie de ces deux populations. La population
arrhénotoque vit en milieu naturel : le vol est donc nécessairement li¢ a la découverte

d’agrégats d’hotes. La population thélytoque, quant a elle, se retrouve dans un habitat confiné



ou les céréales ou les farines sont stockées : dans ce milieu artificiel, le vol est surement moins
nécessaire a la découverte d’agrégats d’hotes.

La mesure prospective du temps, quant a elle, reposerait plus sur la quantité d’activité
cognitive pendant la période (Ornstein 1969), li¢e au nombre d’impulsions du pacemaker de la
SET (Gibbon et al. 1984), plutot que par un mécanisme de mesure de temps en soi. Dans ce
cas-ci, il s’agit directement d’une comparaison de I’estimé de la mémoire fonctionnelle a celui
de la mémoire référentielle. Ce type de mesure du temps est utilisé pour I’entrainement a
intervalle fixe, puisque ’animal doit comparer la durée d’attente a celle de I’intervalle auquel
il a été entrainé.

La mesure prospective a été testée chez de nombreuses especes en utilisant
I’entrainement a intervalle fixe (Richelle & Lejeune 1980, Gallistel 1990). Une méthodologie
a été développée chez le geai Aphelocoma californica (Clayton & Dickinson 1998), basée sur
le comportement naturel des geais qui cachent des ressources alimentaires afin de les exploiter
plus tard. Dans I’expérience, deux types de ressources alimentaires ont été cachés par le geai :
une ressource préférée mais qui pourrit avec le temps et une autre moins appréciée mais qui
demeure saine. Les geais apprennent par la suite qu’aprés un court intervalle, la récompense
demeure comestible alors qu’apres un long intervalle, la récompense putrescible n’est plus
comestible. Suite & un apprentissage sur la putrescibilité de la récompense préférée, les geais
choisissent principalement la récompense alimentaire la moins préférée apres un intervalle
long et vice-versa pour un intervalle court. La méme approche expérimentale a été utilisée
chez les pies (Feeney et al. 2009) et les mésanges (Zinkivskay et al. 2009), ainsi que chez les
rats dans un labyrinthe a huit bras (Babb & Crystal 2005) avec des résultats similaires.
Toujours avec la méme approche, des chercheurs ont démontré qu’un céphalopode, la seiche
commune (Sepia officinalis), pouvait aussi mesurer le temps (Jozet-Alves et al. 2013).

A ce jour, peu d’études ont été réalisées sur la mesure prospective du temps chez les
insectes. Tel que mentionné précédemment, les abeilles sont habiles pour synchroniser leur
butinage a la présence d’une source alimentaire disponible sur une base réguli¢re de 24 h
(Frisch & Aschoftf 1987). Par contre, lorsque 1’on ne respecte pas le rythme circadien et que
I’on utilise des intervalles de temps différents (19 h ou 27 h), les abeilles semblent incapables
de synchroniser leur visite a la présence de la source alimentaire (Beling 1929). Une étude par

Grossman (1973) n’a pas mesuré de phase d’extinction (diminution de la fréquence de



réponses) tout de suite apres I’obtention de la récompense, ni d’augmentation de la fréquence
de réponses juste avant 1’obtention de la récompense, deux signes de la capacité de percevoir
le temps. Il est important de noter que cette étude ne visait non pas a démontrer la perception
du temps, mais I’effet et la persistance d’un entralnement a intervalle fixe, a ratio de réponse
fixe et a réponses continues sur la capacité d’acquisition et d’extinction de I’apprentissage de
’abeille @ miel. Selon cette méthodologie, seul I’entrainement a intervalle fixe permet de tirer
des conclusions sur la perception du temps chez 1’abeille. Dans cette expérience, 1’abeille
devait pénétrer dans un tube et, en y entrant, bloquait un rayon infra-rouge, processus
nécessitant cing secondes. Lorsque le rayon était bloqué, I’abeille recevait une récompense
sucrée. Puis, lors des 90 secondes suivantes, interrompre a nouveau le rayon infra-rouge
n’accordait pas de récompense. En observant les entrées de 1’abeille dans le tube, la fréquence
des interruptions du rayon est uniforme tout au long de I’intervalle, ce qui ne correspond pas
au comportement d’un animal percevant le temps. En effet, on s’attend a ce qu’il y ait (i) une
diminution de la fréquence des interruptions tout de suite apres I’obtention de la récompense
puisque la période d’attente vient tout juste de commencer (Lowe et al. 1979) et (ii) une
augmentation de la fréquence des interruptions tout prés de la fin de I’intervalle (Schneider
1969; Dews 1978). Des résultats similaires, toujours chez 1’abeille, ont été obtenus plus
récemment par I’équipe de Craig et al. (2014), ou la fréquence des interruptions du rayon par
’abeille est uniforme tout au long de I’intervalle et ne démontre pas d’augmentation de
fréquence lorsque la fin de I’intervalle approche, et ce pour une large gamme d’intervalles de
temps (15, 30, 60 et 120 sec). L’incapacité de mesurer des intervalles de temps chez I’abeille
est plutot surprenante, surtout considérant la complexité temporelle du butinage qui comprend
des intervalles courts entre les fleurs d’une méme plante, des intervalles moyens entre
différentes plantes et longs entre les sorties (Menzel et al. 1993; Menzel 1999). Richelle &
Lejeune (1980) ont proposé que les abeilles utilisent le rythme circadien pour compenser leur
incapacité a mesurer les intervalles de temps. Malgré qu’aucune preuve directe de la capacité
des abeilles a mesurer des intervalles de temps soit disponible (Grossman 1973; Craig et al.
2014), il est impossible d’¢éliminer la possibilité que les abeilles n’ait juste pas la capacité
d’apprendre aux intervalles de temps utilisés. Bien que possible, cela semble peu probable vu
la capacité d’apprentissage des abeilles et le fait qu’elles ont des comportements qui peuvent

étre de durées tres semblables a celles utilisées par Grossman (1973) et Craig et al. (2014).
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Une autre étude utilisant des bourdons (Bombus impatiens) et un entrainement a
intervalle fixe avec I’extension du proboscis pour une récompense alimentaire a démontré une
perception du temps chez cet insecte (Boisvert & Sherry 2006). Les auteurs ont tout d’abord
démontré que la fréquence des réponses diminue au début de I’intervalle d’attente et qu’elle
augmente pres de la fin de Iintervalle. Puis, ils ont comparé la réponse des bourdons entrainés
uniquement a intervalles fixes longs a ceux entrainés avec des intervalles courts et longs dans
un ordre aléatoire. Pour un intervalle de longue durée, les bourdons entrainés a intervalles
mixtes répondent plus tot que ceux entrainés a intervalle long uniquement. La différence de
résultat entre les abeilles et les bourdons pourrait s’expliquer par I’utilisation de 1’extension du
proboscis qui permet 1’obtention de fréquences de réponses plus élevées que I’entrée du corps
dans un tuyau. De plus, dans 1’étude de Craig et al. (2014), les six premiers renforcements lors
de I’entrainement de 1’abeille étaient attribués sans attente, une contrainte de leur
méthodologie, ce qui peut avoir eu comme conséquence de diminuer I’efficacité de
I’entrainement par la suite. Dans une étude subséquente, toujours sur les bourdons, les auteurs
ont simulé une situation plus naturelle en utilisant des fleurs artificielles qui se remplissaient
de nectar a différents intervalles (Boisvert et al. 2007). Suite a un entrainement, les bourdons
revisitent les fleurs les plus riches alors qu’elles viennent de se remplir, démontrant encore une

fois leur capacité a mesurer le temps.

2.2 Modulation de la perception du temps et température

Tout comme une horloge, la perception du temps n’est pas parfaitement invariable. Par
exemple, plusieurs études ont démontré que la perception du temps chez les humains et autres
animaux peut étre influencée par plusieurs facteurs : la dicte chez le rat (pour une récompense
de lécithine ou de protéines, la réponse était devancée; pour une récompense de glucides, la
réponse était retardée; Meck & Church 1987a), un entrainement au « clicker » chez I’humain
(le temps percu pouvant étre accéléré d’environ 10%; Penton-Voak et al. 1996), la durée de
I’intervalle entre les tests (augmente la tendance a sous- ou sur-évaluer la durée d’un intervalle
tout dépendant comment I’intervalle entre les tests est manipulé chez le pigeon; Spetch &
Rusak 1989), le moment de la journée (le moment de la journée ou le temps subjectif passe le

plus rapidement est a 15 h 00 pour les gens actifs le jour, alors qu’il est le moment de la
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journée ou le temps subjectif passe le plus lentement chez les gens actifs de nuit; Thor 1962),
le manque de nourriture (les pigeons nourris a 80% de leur régime habituel étaient plus précis
pour estimer la durée d’un intervalle de courte durée (0.5 s) que ceux nourris a 100%; les
pigeons nourris a 100% de leur régime habituel étaient plus précis pour estimer la durée d’un
intervalle de longue durée (8 s) que ceux nourris a 80%; Zeiler 1991) et la drogue (la
physostigmine fait répondre les rats prématurément, alors que I’atropine fait réagir les rats en
retard; Meck & Church 1987b; la métanphétamine augmente la vitesse de I’horloge interne
chez le rat; Maricq et al. 1981).Une revue de littérature a rapporté que la température a un effet
sur la perception du temps chez les humains (Wearden & Penton-Voak 1995). Le temps
subjectif est accéléré lorsque la température corporelle est augmentée alors qu’il est ralenti
lorsque la température diminue. Cette thermosensibilité de la perception du temps chez les
humains est d’autant plus surprenante puisqu’ils sont homéothermes et endothermes.

La température influence de nombreux aspects de la vie des animaux (Théorie
métabolique de I’écologie; Brown et al. 2004), principalement chez les poikilothermes (voir la
revue par Angilletta et al. 2002). Certains processus biologiques sont influencés par la
température (thermosensibles) alors que d’autres peuvent étre compensés pour contrecarrer
I’effet de la température et les rendre stables (thermorésistants). Ces deux phénomenes
peuvent étre présents chez un méme individu selon la nature des processus biologiques. Par
exemple, chez le 1ézard Sceloporus undulatus, la vitesse de marche est constante pour une
certaine plage de températures et donc compensée (Angilletta et al. 2002). Par contre, pour la
méme plage de températures, la performance digestive varie et n’est donc pas compensée. 11
est donc difficile de prédire comment la température influence un processus biologique avant
d’en avoir mesuré directement I’influence. Le pacemaker utilisé pour mesurer le temps
pourrait ainsi étre influencé par la température avec la modification du métabolisme des
poikilothermes.

La thermosensibilité ou thermorésistance des processus neuronaux utilisés pour la
perception du temps déterminerait si la température influence la perception du temps. Selon le
modele de la SET, le pacemaker est la partie principalement affectée par une modification de
température. Ces résultats seraient expliqués par un pacemaker dont la fréquence d’impulsions
augmente a haute température et diminue a basse température selon le modéle de la SET

(Gibbon et al. 1984). Cette thermosensibilité aurait un impact différent selon le type de mesure
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du temps. Dans le cas de la mesure rétrospective du temps, un intervalle de temps paraitra plus
long qu’il ne I’est en réalité puisque plus d’impulsions auront été produites par le pacemaker a

haute température pendant cet intervalle, et vice-versa a basse température (Figure 2-2).

Figure 2-2. Nombre d’impulsions (cercles) a différentes températures pour une méme durée
d’intervalle lors d’une mesure rétrospective du temps. t = durée d’un intervalle de temps;
bleu : température froide, noir : température moyenne; rouge : température chaude.

Dans le cas de la mesure prospective du temps, le temps semblera passer plus vite qu’il ne
passe en réalité puisque le temps nécessaire pour obtenir le méme nombre d’impulsions sera
réduit grace a la fréquence d’impulsions plus élevée du « pacemaker », et vice-versa a basse
température (Figure 2-3). Wearden & Penton-Voak (1995) avancent tout de méme que la
mesure rétrospective d’une durée a un plus grand potentiel d’étre influencée par la température
que la mesure prospective puisque cette dernicre repose plus sur ’intensité de 1’activité

cognitive (Ornstein 1969) associée au « pacemaker ».
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Figure 2-3. Temps de réponse pour un méme temps percus (temps subjectif représenté par le
méme nombre d’impulsions) pour une mesure prospective du temps a différentes
températures.t = temps avant la réponse comportementale a température moyenne; bleu :
température froide, noir : température moyenne; rouge : température chaude; x et y = valeur
indéterminées.

Peu d’études ont investigué I’effet de la température sur la perception du temps chez les
poikilothermes. La rythmicité circadienne de la luminescence du dinoflagellé Gonyaulax
polyedra n’est pas influencée par la température (Hastings & Sweeney 1957). Les auteurs
avancent qu’en situation naturelle, d’autres signaux externes pourraient expliquer la
thermorésistance de ce comportement, tel le soleil ou des mécanismes internes comme des
cycles enzymatiques générant des inhibiteurs pour ralentir les cycles directement associés a la
perception du temps (Hastings & Sweeney 1957). Une autre étude utilisant un crabe
violoniste, du genre Uca, a démontré que le rythme circadien pouvait étre stoppé par une
exposition a une basse température (prés de 0°C), et que le cycle était décalé de la durée de
I’exposition a la température froide (Brown & Webb 1948). Dans ce cas, la température
semble en mesure de stopper I’horloge interne contrdlant le rythme circadien. A ma
connaissance, une seule expérience a investigué 1’impact de la température sur la mesure du
temps, une mesure rétrospective, chez un insecte. Schmidt & Pak (1991) ont démontré, en
utilisant le modele 7. minutum et la durée du transit initial sur I’hote pour calculer son
investissement, que la température n’affecte pas la mesure du temps; I’investissement est le
méme peu importe la température lors du transit initial. Ceci suggere que la température
n’influence pas la perception du temps chez les insectes, mais une seule étude ne permet pas

de généraliser ce résultat.

2.3 Ecologie et perception du temps

Afin de maximiser leur valeur adaptative a vie, les organismes doivent optimiser leur
comportement immédiat lors de la recherche et de I’exploitation de ressources (nourriture,
proies, hdtes, etc.) (Mac Arthur & Pianka 1966). Pour prédire le comportement d’organismes
dans I’exploitation de ressources, des modeles d’optimisation ont été¢ développés. Le modele
de la quéte optimale postule que les animaux maximisent leur taux de gain énergétique a long

terme (Stephens & Krebs 1986). Comme le taux de gain se définit comme étant le gain par
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unité de temps, ce genre de modele postule que les animaux peuvent mesurer le temps, bien
que ce postulat n’a fait I’objet que de peu d’études chez un petit nombre d’espéces (Todd &
Kacelnik 1993; Kacelnik & Brunner 2002).

Pour optimiser son comportement, un organisme doit prendre une série de décisions
dans I’exploitation de ressources (voir Pyke et al. 1977) : 1) Quelles proies sélectionner? 2) Si
la ressource est agrégée, quels agrégats visiter? 3) Quand quitter I’agrégat? 4) Comment
explorer I’habitat entre deux agrégats? Pour ce faire, il doit étre en mesure d’intégrer une
multitude de signaux internes et externes, dont le temps. Les animaux doivent ajuster leur
comportement selon la durée de certaines activités.

La sélection d’une proie peut étre entre autre basée sur le temps de manipulation. Par
exemple, Aphidius colemani (Hymenoptera : Braconidae) intégre le temps de manipulation de
ses hotes et maximise non pas le gain de valeur adaptative, mais bien le taux de gain de valeur
adaptative (Barrette et al. 2009). En effet, les femelles pondent dans des pucerons de taille
intermédiaire, soit un compromis entre les ressources disponibles et le temps de manipulation.
La décision de quitter un agrégat est aussi basée sur le temps. Les modéles de la quéte
optimale postulent que les animaux maximisent leur taux de gain énergétique a long terme
(Stephens & Krebs 1986). La capacité de mesurer des intervalles de temps serait donc
essentielle puisque le calcul d’un taux nécessite un estimé du temps écoulé.

La décision de quitter un agrégat repose aussi sur une mesure du temps et est décrit par
le théoréeme de la valeur marginale de Charnov (1976). Ce dernier se base sur un
environnement ou les ressources sont concentrées en agrégats distincts contenant des quantités
variables. Lors de I’arrivée dans un agrégat, les organismes acquicrent des ressources a un
taux dépendant de la densité des ressources dans I’agrégat. Au fur et a mesure que la ressource
est exploitée, le taux d’acquisition de ressources (ressource acquise / temps) diminue puisque
la ressource devient plus rare et s’épuise. Ce modele prédit que les individus devraient
exploiter un agrégat jusqu’au moment ou le taux de gain de valeur adaptative de 1’agrégat
diminue sous le taux moyen de I’environnement. S’ils ne le font pas, ils gaspillent du temps,
un facteur souvent limitant pour maximiser leur gain de valeur adaptative au cours de leur vie.
Il devient alors plus rentable de quitter I’agrégat pour tenter d’en trouver un autre que de
continuer a exploiter les ressources restantes. Les organismes exploitent donc les agrégats

jusqu’a ce que le taux de gain dans I’agrégat soit égal au taux de gain moyen de
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I’environnement. Le théoréme de la valeur marginale a trois conséquences principales.
Premic¢rement, les agrégats, peu importe leur qualité initiale, devraient étre exploités puis
quittés lorsque leur qualité est réduite au méme niveau moyen de I’environnement (Figure 2-4
A). Deuxiemement, un agrégat de plus grande qualité devrait mener a un temps de résidence
plus long qu’un agrégat de moindre qualité (Figure 2-4 A). Troisiemement, lorsque la durée de
transport entre agrégat augmente, le temps de résidence devrait augmenter et vice-versa
(Figure 2-4 B) (Kacelnik & Todd 1992). Le mode¢le postule donc que les animaux ont un
mécanisme de perception de temps qui leur permet d’optimiser leur comportement, sans
décrire le processus par lequel I’information sur le taux de gain devient disponible aux

individus (Todd & Kacelnik 1993).
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Figure 2-4. Représentation graphique du Théoréme de la Valeur Marginale (Charnov 1976;
Kacelnik & Todd 1992) (modifiée de Louapre 2011). A : Le départ d’un agrégat survient
lorsque le taux de gain instantané est égal au taux de gain moyen de I’environnement. B : Le
temps de résidence optimal dans un agrégat ainsi que le taux de gain instantané au départ sont
fonction du temps de déplacement entre les agrégats.

Les prédictions du théoréme de la valeur marginale ont été testées chez de nombreux

organismes. Parmi eux, les parasitoides occupent une place trés importante : en effet, pour ces
organismes, la quéte de ressource est directement reliée a un gain de valeur adaptative. On
peut donc imaginer que ces organismes ont subi des pressions de sélection trés fortes pour
optimiser leur comportement d’exploitation d’agrégats d’hotes. Lors de I’exploitation d’hotes
par des parasitoides, il a été démontré que les guépes Trichogramma brassicae restaient plus
longtemps dans des agrégats de qualité ¢levée (Wajnberg et al. 2000). De plus, I’ensemble des
agrégats ont été exploités au méme niveau, comme le prédit le théoréme. Les prédictions du
modele sont aussi applicables aux males: Martel et al. (2008) ont démontré que le temps de
résidence de males Trichogramma euproctidis (anciennement turkestanica) (Hymenoptera :
Trichogrammatidae) augmentait en fonction de la qualité de 1’agrégat, ici le nombre de
femelles émergeant sur le site d’émergence.

De nombreux facteurs influencent I'utilisation du temps par les parasitoides lors de
I’exploitation d’un agrégat d’hotes et peuvent venir influencer le temps de résidence (revue
par Wajnberg 2006) : ’age de la femelle, la quantité d’ceufs disponibles, I’expérience
préalable, la compétition, etc. La quéte de ressources ne se fait pas dans un vacuum : un
organisme doit intégrer plusieurs besoins et signaux a la fois et peut ainsi dévier des
prédictions du théoreme de la valeur marginale lorsque I’'importance relative d’autres besoins
augmente. Par exemple, la prédation peut influencer I’exploitation de ressources. Sans risque
de prédation, le bourdon préfere exploiter des fleurs riches en nectar. En nature, des araignées
sont souvent présentes aux abords des fleurs les plus riches, rendant la visite risquée (Jones &
Dornhaus 2011). Les bourdons préférent donc exploiter a un niveau plus élevés les agrégats de
fleurs plus pauvres pour éviter la prédation associée aux agrégats plus riches (Jones &
Dornhaus 2011). De plus, lors de I’exploitation d’un agrégat, les organismes ne sont pas
toujours actifs. Il peut arriver qu’ils s’arrétent au cours de I’exploitation (Illius & Fryxell
2002). Ces pauses peuvent, entre autre, étre associées a la détection de prédateurs. Une

conséquence indirecte des arréts lors de 1’exploitation d’un agrégat est que le taux de gain
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diminue : en effet, puisqu’il n’est plus en exploitation active, le temps de résidence augmente
mais le gain n’augmente plus. Cet effet se produit normalement au fur et a mesure que la
ressource est épuisée. Le temps passé a I’arrét pourrait donc avoir un effet sur le taux de gain

et donc sur le temps de résidence dans un agrégat.

2.4 Modzéles biologiques

Guépes parasitoides
Trichogrammes

Les trichogrammes sont des guépes parasitoides de la famille Trichogrammatidae, de la super-
famille Chalcidoidea. Cette famille se divise en deux sous-familles (Trichogrammatinae et
Oligositinae (Pinto 2006; Owen et al. 2007) et contient plus de 800 espéces, regroupés en 89
genres et 210 especes de Trichogramma. On retrouve les trichogrammes dans 1’ensemble des
régions biogéographiques : Paléarctique, Orient, Néarctique, Néotropique, Afrotropical et
Australasien (Pinto & Stouthamer 1994). On les retrouve dans les milieux terrestres, mais
aussi aquatiques. Ce sont des guépes parasitoides solitaires ou grégaires facultatifs d’ceufs
d’insectes de plusieurs ordres : Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Othoptera,
Hymenoptera, Neuroptera, Thysanoptera et Odonata (Querino et al. 2010). Elles font
majoritairement de la parthénogénese arrhénotoque (ceufs non-fécondés en males), bien que
certaines especes fassent de la parthénogénése thélytoque (ceufs non-fécondés en femelles).
Dans cette thése, trois espéces de Trichogrammes ont été utilisées : Trichogramma euproctidis
Girault, Trichogramma minutum Riley et Trichogramma pintoi Voegele.

Trichogramma euproctidis (Figure 2-5) provient d’Eurasie. C’est un parasitoide
d’ceufs de plusieurs espéces de 1épidoptéres (Quicke 1997; Polaszek 2010). Ces guépes se
retrouvent principalement en champs et en présence de plantes herbacées (Flanders 1937). En
laboratoire, ce parasitoide est principalement ¢levé dans des ceufs d’Ephestia kuehniella
(Lepidoptera : Pyralidae). Les femelles émergées de ces hdtes (25°C et photopériode de 16:8)
vivent 84,7 heures et produisent 55,6 ceufs (Boivin & Lagacé 1999). Les guépes parasitoides
de départ de 1’élevage de cette espéce provenaient d’Egypte et I’élevage a été débuté en 1993,

Trichogramma minutum Riley, provenant d’Amérique du Nord, s’attaque aux ceufs de

plusieurs especes de Iépidopteres (Pinto & Oatman 1988). Ces guépes se retrouvent
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principalement en milieu forestier et parasitent principalement les hotes présents sur les parties
supérieures des arbres (Smith et al. 1990). Lorsqu’élevées dans des ceufs d’E. kuehniella
(25°C et photopériode de 16:8), les femelles vivent 3,7 + 1,4 jours sans nourriture, et
produisent 83,6 + 24,5 ceufs (Leatemia et al. 1995). Les individus de départ de 1’élevage de
cette espece provenaient d’Ontario et I’¢levage a été débuté en 1993.

Trichogramma pintoi Voegele se trouve en Amérique du Nord et dans la région
Paléarctique ou il parasite les ceufs de plusieurs espéces de Iépidopteres (Pinto & Oatman
1988). Cette guépe parasitoide est reconnue pour étre tres efficace dans le controle des
ravageurs du coton (Silva & Stouthamer 1999). Elevées sur des ceufs d’E. kuehniella (25°C et
photopériode de 14:10), les femelles vivent 2,5 jours sans nourriture et 9,5 jours avec acces a
la nourriture et produisent 38,6 ceufs (Cabello & Vargas 1987). Les individus de départ de

I’¢levage de cette espéce provenaient de Chine et I’¢levage a été débuté en 1993.

Figure 2-5. Trichogramma euproctidis parasitant un ceuf de Trichoplusia ni. (Photo: J.-P.
Parent)

Microplitis croceipes (Cresson) (Hymenoptera : Braconidae)

Microplitis croceipes se trouve dans les régions tempérées d’ Amérique du Nord. C’est un
parasitoide solitaire de larves de Iépidopteres (Noctuidae). Cette espece est bénéfique dans les
cultures de légumes et dans les pépinieres (Lewis 1969). Cette guépe parasitoide a fait 1’objet
de nombreuses études sur I’apprentissage associatif, autant pour associer une odeur a la

présence d’un hote (Lewis & Tumlinson 1988, Takasu & Lewis 1993) qu’a une source
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alimentaire (Takasu & Lewis 1996, Zhou et al. 2015). Les femelles peuvent aussi apprendre a
¢viter des odeurs lorsqu’une punition y est associée, par exemple la présence de maltose
comparativement a d’autres sucres plus nourrisants (Makatiani et al. 2014). Les organismes de
départ de 1’élevage de cette espece provenaient du « Crop Protection and Management
Research Unit » (CPMRU), USDA, Tifton, GA, USA (Makatiani et al. 2013) et I’élevage a été
débuté en 1995.

Hotes

Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera : Pyralidae)

La pyrale de la farine, un Iépidoptére de la famille des Pyralidae, est un ravageur des grains
emmagasinés et de plantes séchées (céréales et farines) (Richardson 1926). Ce papillon est
fréquemment utilisés pour la production d’ceufs dans I’évelage de masse de trichogrammes,
principalement pour sa facilité¢ d’élevage et sa résistance aux maladies (Richardson 1926;
Consoli et al. 2010), et parce que les ceufs d’E. kuehniella sont généralement acceptés (ils sont
préférés a ceux de Plutella xylostella (Lepidoptera : Plutellidae) (Tabone et al. 1999). Les
ceufs sont beiges, ronds et réticulés (Salt 1935), ils ont un volume de 0.28 mm’ (Bai et al.
1992) et permettent généralement le développement d’un parasitoide solitaire, bien

qu’exceptionnellement des jumeaux émergent.

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera : Plutellidae)

La teigne des cruciferes s’attaque a ’ensemble des crucifeéres, dont le chou-fleur, les choux et
le colza (Biever & Boldt 1971). Les pertes économiques engendrés par ce ravageur sont
importantes (perte annuelle entre 4 et 5 milliards USD; Furlong et al. 2013). Ses ceufs sont
blancs lorsque pondus, de forme ovale et de petite taille (0,13 mm®) (Pak et al. 1986).

Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera : Noctuidae)

La fausse arpenteuse du chou s’attaque aux feuilles d’une multitude de plantes, autant
cultivées que de mauvaises herbes a travers le monde, bien qu’on la retrouve principalement
sur des cruciferes (Shorey 1963). Leurs ceufs sont de forte taille comparativement a ceux d’E.
kuehniella et P. xylostella (volume ceufs 0.62 mm’) et peuvent permettre le développement de

quatre individus Trichogrammes (Boivin & Lagacé 1999; Godin & Boivin 2000).
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Manduca sexta (L.) (Lepidoptera : Sphingidae)

Le sphinx du tabac est un ravageur agricole de I’ Amérique du Nord. Il se nourrit
principalement de Solanaceae, dont le tabac, les tomates, les poivrons et les aubergines. Les
ceufs de Manduca sexta sont ronds, volumineux (1.77 mm®) et de couleur verte et peuvent
permettre le développement de plus de 30 ceufs de Trichogramma minutum (Schmidt & Smith
1987).

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera : Noctuidae)

La noctuelle de la tomate est un ravageur agricole que 1’on retrouve sur de nombreuses plantes
cultivées. Plusieurs de ses caractéristiques biologiques en font un ravageur efficace :
migration, forte fécondité, diapause facultative et polyphagie (Fitt et al. 1989). Les dommages
causés par H. armigera dans le coton sont trés importants a I’échelle mondiale (Zalucki et al.
1986; Fitt et al. 1989). Ce papillon peut étre utilisé pour 1’élevage de parasitoides de larves
comme M. croceipes (Hoang & Takasu 2005). Le stade larvaire de ce Iépidoptére dure environ
17 jours et est divisé en 6 stades (Nasreen & Mustafa 2000). Les organismes de départ de

I’¢levage de cette espece provenaient de Sankei Chemical Company Itd, Kagoshima, Japon.



Chapitre 3: Contribution de I’auteur et des coauteurs

L’idée d’étudier la perception du temps chez les parasitoides comme projet de doctorat
a émerg¢ suite aux premicres rencontres avec mes codirecteurs, Guy Boivin d’Agriculture at
Agroalimentaire Canada et Jacques Brodeur de I’Institut de Recherche en Biologie Végétale -
Université de Montréal. Les nombreux échanges avec les membres des laboratoires Boivin et
Brodeur ont enrichi ces projets de recherche.

Pour I’ensemble des chapitres de cette these, j’ai congu et designé les expériences. J’ai
réalisé I’ensemble des expériences dans les laboratoires du Centre de Recherche et
Développement Saint-Jean-sur-Richelieu (Agriculture et Agroalimentaire Canada) ainsi qu’a
I’Université Impériale de Kyushu (Fukuoka, Japon). Les directeurs de ces travaux de
recherche, Guy Boivin et Jacques Brodeur, ont contribué¢ au design expérimental et a la
rédaction de ’ensemble des chapitres.

Le chapitre 4 est le résultat d’une collaboration établie avec le professeur Takasu
(Université Impériale de Kyushu, Fukuoka, Japon) en 2014. Le professeur Takasu m’a fourni
de précieux conseils pour améliorer mon design expérimental, aisni qu’un acces a des
infrastructures et au matériel biologique et un support technique. Il a également contribué a la
révision du manuscrit.

Pour le chapitre 6, la mesure de la vitesse de marche n’était initialement qu’une étape
préliminaire essentielle a ’expérience sur la mesure rétrospective du temps chez 7. euproctidis
(Chapitre 5). Trichogramma euproctidis utilise la durée du transit initial sur I’hdte pour
mesurer sa taille. La vitesse de marche a un impact sur la durée du transit initial et donc sur la
perception de la taille de I’hote. La taille et/ou 1’age auraient pu, s’ils affectaient la vitesse de
marche, étre des facteurs confondants pour les résultats de 1’étude sur la mesure rétrospective
du temps du Chapitre 5. Suite a des discussions avec Jacques Brodeur et Guy Boivin, I’idée de
rentabiliser les efforts et la technologie développée pour en faire un article a émergé. Ce
chapitre a subi de nombreuses modifications pour finalement devenir une revue de littérature

sur ’effet de la taille et de I’dge sur la vitesse de marche chez les insectes.

Je vais maintenant décrire la contribution de chacun des auteurs pour chacun des chapitres.
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Chapitre 4: Parent, JP, Takasu, K, Brodeur, J, & Boivin, G. Time perception-based decision-

making in a parasitoid wasp. Soumis dans: Behavioral Ecology.

J’ai congu et réalisé les expériences, collecté et analysé les données et écrit le manuscrit. Keiji
Takasu, Jacques Brodeur et Guy Boivin ont participé a I’élaboration du design expérimental

ainsi qu’a la rédaction.

Chapitre 5: Parent, JP, Brodeur, J, & Boivin, G. Around the globe in a few seconds: use of

time in a decision-making process by a parasitoid. Soumis dans: Ecological Entomology.

J’ai congu et réalisé les expériences, collecté et analysé les données et écrit le manuscrit.

Jacques Brodeur et Guy Boivin ont participé a 1’élaboration du design expérimental ainsi qu’a

la rédaction.

Chapitre 6: Parent, JP, Brodeur, J, & Boivin, G. Size and age as determinants of walking

speed in insects. Soumis dans: Ecological Entomology.

J’ai congu et réalisé les expériences, collecté et analysé les données et écrit le manuscrit.
Jacques Brodeur et Guy Boivin ont participé a 1’élaboration du design expérimental ainsi qu’a

la rédaction.
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Chapitre 7: Parent, JP, Brodeur, J, & Boivin, G. Thermal dilation of time: Impact of

temperature on perceived travel duration in a parasitoid. Soumis dans: Animal Behaviour.

J’ai congu et réalisé les expériences, collecté et analysé les données et écrit le
manuscrit. Jacques Brodeur et Guy Boivin ont participé a I’¢laboration du design expérimental

ainsi qu’a la rédaction.
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Chapitre 4: Time perception-based decision-making in a parasitoid wasp

Jean-Philippe Parent, Keiji Takasu, Jacques Brodeur, and Guy Boivin

Soumis a Behavioral Ecology
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4.1 Abstract

The capacity of animals to measure time and adjust their behaviours accordingly has been a
topic of interest in vertebrates, but little evidence is currently available for insects. This
capacity has yet to be properly investigated in parasitoid wasps, even though they are
frequently used to test ecological models. Here, using associative learning between odours and
time intervals, we show that the parasitoid wasp Microplitis croceipes (Hymenoptera:
Braconidae) has the capacity to measure time. When released in a wind tunnel, females flew
toward an odour associated with the time interval they had just experienced. We also found
that reducing energy expenditure by restraining parasitoid wasp movement during the training
interval prevented time perception. This serves as experimental evidence of time perception in
a parasitoid wasp and provides a mechanism by which these animals could optimize their
behaviours, as well as suggesting a role for energy expenditure in its time perception

mechanism.

Key words: Microplitis croceipes — Measure of time— associative learning - parasitoid
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4.2 Introduction

Animals need to adjust their behaviours to respond to the passage of time. Although the
expression of several behaviours is modulated by time, the capacity of animals to perceive
time and measure event duration remains a controversial issue (Roberts 2002; Zentall 2005).
Optimal foraging models assume that animals use the rate of fitness gain to optimize several
behaviours such as patch time and progeny allocation (Charnov 1976). This capacity to
optimize their behaviour implies that some form of time measurement is being performed by
the animals, although this assumption has rarely been tested. The capacity of animals to
measure time and adjust their behaviours accordingly has been a topic of interest in vertebrates
such as birds and mammals. Little evidence is currently available for insects, one of the most
diverse and abundant taxonomic group of animals. In the handful of studies devoted to them,
results regarding the capacity to perceive time differ depending on the species studied.
Bombus impatiens synchronize proboscis extensions to a signal (a light turning on) based on
elapsed time (Boisvert & Sherry 2006) and synchronise their visits to artificial flowers
according to the interval of time required to refill nectar (Boisvert et al. 2007). No such pattern
is observed for Apis mellifera when trained to enter a tube following a given interval
(Grossman 1973) or to extend their proboscis to receive a reward based on elapsed time (Craig
et al. 2014). With the exception of one exploratory study (Schmidt & Smith 1987), no studies
tested time perception in parasitoid wasps, despite their importance as ecological models
(Charnov 1976; Godfray 1994). In addition, the mechanism by which insects could measure
time still remains to be determined. Liu et al. (2009) showed that parasitoid wasps can use
energy expenditure when travelling between host patches to adjust their exploitation
behaviour. Since the duration of travel between hosts patches influences host exploitation by
parasitoid wasps (Charnov 1976), energy expenditure could therefore be a proxy for time
measurement.

Microplitis croceipes Cresson (Hymenoptera: Braconidae), a parasitoid wasp of
Lepidoptera larvae, is commonly used as a model organism for associative learning studies
using host (Lewis & Tumlinson 1988; Turlings et al. 1993) and food rewards (Takasu &
Lewis 1996; Wickers et al. 2002; Wéckers et al. 2006; Ngumbi et al. 2012; Zhou et al. 2014).

We exploited this capacity for associative learning to test whether M. croceipes females can
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learn to associate an odour to either a short or a long interval of time between host encounters

and therefore measure time.

4.3 Materials and Methods

All experiments were conducted at Agri-Bio Research Laboratory, Kyushu University,

Fukuoka, Japan.

Organisms

Microplitis croceipes Cresson (Hymenoptera: Braconidae) (originally from USDA-ARS Insect
Biology and Population Management Research Laboratory (Tifton, Georgia)) were reared in
plastic cages with honey and water available ad /ibitum, under a constant temperature (25°C)
and a photoperiod of 16:8 (L/D). Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
larvae were used as hosts. Two day-old (54 + 6 h) mated females fed honey water were

isolated in vials prior to training.

Training

The objective of the training procedure was for parasitoid female wasps to associate time
intervals between hosts (larvae of H. armigera) (rewards) with either a strawberry or a vanilla
odour. The training methodology is similar to those described by Schurmann et al. (2009) and
Hoedjes et al. (2012). Each parasitoid wasp underwent four training sessions. They were
isolated in a glass tube (55 mm x 10 mm), plugged with a cotton ball, and were free to move
around the tube for the duration of two different intervals: a short interval (5 min) and a long
interval (30 min). These intervals were selected in order to (i) allocate enough time for
manipulations of multiple parasitoid wasps simultaneously, (ii) test parasitoid wasps during
the circadian peak activity period and (iii) maximise the time difference between the two
durations. Figure 4-1 shows an example of a training regime, where the 5 min interval and the
30 min interval are associated with the odour of strawberry and vanilla, respectively. The
parasitoid wasp was offered a host with an odour following each interval to establish the
association. To dissociate an interval from the alternative odour, the parasitoid wasp was next

exposed to the alternative odour without a host. For the first two intervals, the parasitoid
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wasps were exposed to an odour with a host, immediately followed by the alternative odour
without the presence of a host. The order was reversed for the last two intervals to ensure that
the association was between the odour and the interval duration and not with the first odour
encountered. If female parasitoid wasps are able to measure interval durations, they should

learn to associate the odour to the time interval.

Test in
- - wind
host host tunnel

Test
interval
0

Short Long Short

0:00 0:05 1:00 1:30 2:00 2:05 3:00 3:30 4:00

Figure 4-1. Example of a training timeline of Microplitis croceipes for association between a
short interval and the odour of strawberry and a long interval with the vanilla odour. V =
vanilla odour; S = strawberry odour. Short interval = 5 min, Long interval = 30 min. Sections
in black represent periods where the parasitoid wasp is isolated in a tube. “Odour + host”
means that a host is present with the odour, while “Odour - host” means that no host is present
with the odour. Host frass is included in all steps, except when parasitoid wasps are tested in
the wind tunnel.

All host encounters occurred in a Petri dish (diameter 40 mm) with a piece of filter paper (3.75
cm’), covered with 3.0 mg of host frass containing a kairomone used to facilitate host location.
One microliter of either vanilla extract (43 % ethanol; Meijiya Co., Japan) or strawberry
flavour (43 % ethanol; Crown Foods Co., Japan) were applied to a filter paper disc (Whatman
No. 1) and left for 30 minutes to allow the alcohol solvent to evaporate. Training methods
were balanced with respect to odour — interval duration associations, as well as for interval

duration order. Training was conducted at room temperature (24-25°C).

Odour association tests in wind tunnel

Testing was performed in a wind tunnel similar to that described by Drost et al. (1988) (50 cm
wide, 50 cm high and 120 cm long). Wind speed was 0.3 m/s and illumination was 1600 lux.
Following training, after a short or long test interval, parasitoid wasps were individually
released in the wind tunnel 60 cm downwind of two odour sources (5 pl of strawberry or
vanilla essence on filter paper rectangles; 2.5 x 1.5 cm) separated by 15 cm. The test ended

with either a choice (landing on an odour source), after four false landings (landing on
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anything else but an odour source) or when five minutes in the wind tunnel had elapsed
without a choice. If female parasitoid wasps are able to measure interval durations, they
should choose the odour associated with the test interval (odour of the short interval if the test

interval was short, and vice-versa).

Energy Expenditure

We conducted a second experiment to determine whether energy expenditure resulting from
movement could be used by the female parasitoid wasp as a proxy for time perception. Female
parasitoid wasps were reared and handled as described above. Using a protocol similar to the
first experiment, associative learning was used to compare responses of parasitoid wasps that
were either (i) Free = parasitoid wasps isolated in a vial (55 mm x 10 mm) and moving freely
(N =24) (as in the first experiment) or (ii) Restrained = parasitoid wasps isolated in a vial but
restrained in their movement by a cotton ball (N = 24). The females were restrained only
between the training intervals, as these were the intervals that the parasitoids had to perceive
in order to make the association. Female parasitoid wasps were tested in a wind tunnel as
described above. If time perception is associated with a decrease in energy reserves, only
females from the Free treatment should be able to discriminate between odours associated

with short and long interval durations.

Statistical analysis

Fisher Exact tests were used to test for differences between treatments: short vs. long intervals
and Free vs. Restrained parasitoid wasps. Differences between odour choices for a given test
interval, between parasitoid wasps that did not make a choice, between positions of the odours
in the wind tunnel, between odour types, between training-test order and between choice for
the odour associated or not with the test interval for an energy expenditure treatment were

tested with Chi-Square tests. All analyses were performed using R (version 3.2.0).

4.4 Results

The parasitoid wasps showed a clear preference for the odour associated with the short interval

when they had experienced a short test interval, and vice-versa for the long test interval
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(Figure 4-2). There were no biases associated with the side of the wind tunnel (left or right): 5
=0.416; P = 0.303); the odour (vanilla or strawberry: y* = 1.489; P = 0.726); or the training-
test order: (x> = 4.455; P = 0.082). The number of parasitoid wasps that did not make a choice
was also similar between test intervals (Short: 12 out of 39; Long: 10 out of 38; Xz =0.0325; P
=0.857).

Test
interval *k

Short

*k*

* k%

Long 23

Short interval odour Long interval odour

Figure 4-2. Number of Microplitis croceipes parasitoid wasps responding to odours associated
to a short (5 min) or a long (30 min) interval of time between Helicoverpa armigera larvae
encounters, depending on the test interval duration (Short: n=39; Long: n=38). The difference
between short and long test intervals was compared with a Fisher Exact Test. Differences
between the odours associated with a short or long interval for the same test interval duration
were tested with a ¥* test. ** =P < 0.01; *** = P < 0.001.

Parasitoid wasps in the Free treatment behaved similarly to the parasitoid wasps from the first
experiment. They preferentially flew towards the odour associated with the test interval
duration they had just experienced (Figure 4-3; y* = 8.000; P = 0.005), whereas Restrained
parasitoid wasps did not show a preference between the two odours (y° = 0.889; P = 0.346).
The number of parasitoid wasps that did not make a choice did not differ between treatments
(Free: 6 out of 24; Restrained: 6 out of 24; y* = 0; P = 1), these proportions being similar to

the ones observed in the previous experiment.
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Test
interval *k
Free
N.S.
Restrained 11
Odour associated Odour not associated

with test time interval  with the test time interval

Figure 4-3. Response of Free or Restrained females Microplitis croceipes to odours
associated with the test interval or the odours not associated with the test. Free females were
isolated in a vial where they can move (n=24), while Restrained females were isolated in a
vial where movement was impeded by a cotton ball (n=24). The response to odour of Free
and Restrained parasitoid wasps was tested with a Fisher Exact Test. The responses to odours
associated or not with the test interval were tested with a x2 test. N.S. =P > 0.05; * =P < 0.05;
** =P <0.01. For details on test intervals and odours, see legend of Figure 1.

4.5 Discussion

Our results demonstrate that M. croceipes can perceive and utilize time in a decision-making
process. These parasitoid wasps have the capacity to associate odours with the abstract
concept of time interval duration. They can compare the time interval they experienced just
prior to being released in the wind tunnel to the interval durations they had previously learned,
and then chose to land on the odour source associated with the proper duration. This ability to
discriminate odours associated with interval durations confirms the capacity of parasitoid
wasps to measure time.

Furthermore, Restrained parasitoid wasps were unable to discriminate between the two
time intervals associated with different odours, suggesting the use of energy expenditure as a

proxy for time measurement. Our methodology simulated travel intervals between hosts
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during which energy expenditure could be used as a proxy to measure travel time, since
energy expenditure and movement are inextricably linked in nature. Energy expenditure
during inter-patch intervals has already been shown to be required to adjust patch exploitation
in another parasitoid wasp Venturia canescens (Liu et al. 2009). One way to confirm the role
of energy expenditure for time perception would be to measure actual energy expenditure in a
metabolic chamber during the waiting intervals, while free or restrained. Future studies could
also measure movement of the parasitoid wasp with video tracking software to disentangle
energy expenditure from movement.

Previous studies of insect time perception in bumble bees and honey bees have mainly
focused on associate learning with proboscis extensions (Boisvert & Sherry 2006; Craig et al.
2014). Our methodology, inspired by Clayton & Dickinson (1998), was applied to an insect
system for the first time. One major difference between our methodology and previous ones is
that we used an oviposition reward instead of a nutritional reward. We believe that since
oviposition in parasitoid wasps is directly linked to fitness, the training for something as
abstract as intervals of time had higher probabilities of being successful than by using a less
essential ecologically important reward, such as food.

Our study provides the first clear evidence of the capacity to measure time in parasitoid
wasps. Although it is impossible to determine for what function time perception was initially
selected, parasitoid wasps could use it in diverse situations. This capacity could explain, for
example, how parasitoid wasps adjust patch residence time with travel duration between
patches. Similarly, it could provide a mechanistic basis for their decision to leave a patch
using the rate of fitness gain (fitness gain per unit of time) during patch exploitation. Both
these measures of time are essential assumptions of the Marginal Value Theorem (Charnov
1976; Todd & Kacelnik 1993; Adler & Kotar 1999), an optimality model widely used to
describe the mechanisms through which parasitoids maximize their lifetime offspring
production. For 50 years, time perception has remained an untested assumption of several
ecological optimality models in invertebrates (Charnov 1976; Waage & Ming 1984), but we

now have strong evidence of their capacity to adjust behaviours by measuring durations.
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5.1 Abstract

Time perception is seldom studied in invertebrates, with the limited available experimental
evidence being insufficient to provide a comprehensive pattern of the capacity of invertebrates
to measure time and use it in decision-making processes. We hypothesized that insect
parasitoids have the capacity to perceive time and use it to optimize foraging decisions related
to host patch exploitation. To examine time perception in females of the gregarious egg
parasitoid Trichogramma euproctidis, we used their ability to adjust their investment (number
of eggs laid) in a host in accordance with the initial transit duration (interval between the first
contact with the host and the following contact with the substrate). Females utilize this method
to assess host egg size, since a large egg necessarily requires more time to evaluate than a
small one. We artificially extended the initial transit duration for eggs of a given size by
suspending them above a surface. For similar sized hosts, females 7. euproctidis increased
both oviposition duration and progeny allocation following a longer initial transit duration.
These results demonstrate the intrinsic capacity of this parasitoid to measure time, and to
adjust its progeny investment accordingly. To our knowledge, this is the first demonstration of

a retrospective measure of time in an invertebrate.

Key words: Trichogramma euproctidis — retrospective time — measure of time
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5.2 Introduction

Optimal foraging theory predicts that animals should optimize their behaviours to maximize
their lifetime fitness (Charnov & Skinner 1984; Stephens & Krebs 1986). Several optimality
models have been proposed to describe and predict animal behaviour, including the Marginal
Value Theorem that is concerned with how animals should optimize the exploitation of a
resource in a patchy environment (Charnov 1976). Animals are expected to exploit patches for
a longer period of time when they are of higher quality, or when travelling from one patch to
another incurs high costs (e.g. a long travel duration; Boivin et al. 2004; Thiel & Hoffmeister
2004). Once in a patch, animals are expected to exploit resources until reaching an
instantaneous rate of fitness gain that is determined by patch richness and travel costs
(Charnov 1976). This model assumes that animals can measure a rate of gain. Thus, a basic
but untested assumption is that animals have the capacity to perceive time and use this
information in decision-making processes (Todd & Kacelnik 1993).

One of the most studied models of time perception, the Scalar Timing Model (Gibbon
1977) identifies three components required to measure time: a pacemaker, a memory that can
store information from the pacemaker, and a decision mechanism to compare number of
pulses; or in other terms, the duration. The measure of time by animals can be prospective
(i.e., knowing how long a process has been ongoing), or retrospective (i.e., estimating the
duration of a past event) (Wearden & Penton-Voak 1995).

In invertebrates, very few studies have investigated time perception. Bumblebees were
shown to perceive time prospectively, both in conditioning training under laboratory
conditions (Boisvert & Sherry 2006) and by using artificial flowers (Boisvert et al. 2007).
Recently, the parasitoid Microplitis croceipes (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae) was
shown to be able to differentiate time intervals following associative learning, using a
prospective measure of time (Parent et al. in review). In contrast, time perception was not
reported for honey bees (Grossman 1973; Craig et al. 2014), an unexpected result given the
complex behaviours exhibited by honey bees when locating and exploiting resources in the
habitat (Wells & Wells 1983).

The ability to measure time has also been suggested in Trichogramma minutum Riley

(Hymenoptera: Trichogrammatidae), a small, facultatively gregarious parasitoid of
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Lepidoptera eggs that can adjust progeny allocation in relation to host size (i.e., the quantity of
available resources) (Schmidt & Smith 1987). Trichogramma wasps typically adjust clutch
size with the size of the host, laying more eggs into large hosts than in small hosts (Salt 1934,
1936; Klomp & Teerink 1967; Bai et al. 1992; Godfray 1994). A number of studies have
examined how Trichogramma wasps evaluate host size, discarding some potential
mechanisms such as counting the number of steps (Schmidt & Smith 1987, 1989) and relying
on visual cues (Schmidt & Smith 1985). Trichogramma minutum was shown to use the initial
transit duration, i.e. the interval between the first contact with a host egg and the subsequent
contact with the substrate, to evaluate the quality (size) of a host and allocate an optimal
number of progeny. The duration of the initial transit becomes an indication of host size, since
a larger host requires a longer initial transit duration than a smaller host. However, the
methodology used by Schmidt & Smith (1987) may have caused an experimental bias (see
Material and Methods below).

The objective of this study was to investigate time perception in the egg parasitoid
Trichogramma euproctidis (Girault) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) using the initial
transit duration as a mean of evaluating the quality of the host. If 7. euproctidis has the
capacity to measure time (retrospectively) and therefore perceives time, the number of eggs
laid per host should increase, independently of host size, with the duration of the initial transit.
Behaviours associated with oviposition, such as egg laying duration, should increase, unlike
other behaviours associated with egg manipulation, such as the duration of host evaluation,

host feeding and drilling, who should remain stable.

5.3 Materials and Methods

Insects

Female T. euproctidis were reared on Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) eggs
(egg diameter 0.5 mm) at 25 £ 1 °C, 50 + 5 % RH and LD 16:8 h, unless otherwise stated. For
all experiments, females were 16 & 12 h old after emergence, unfed, naive and unmated. Two
host species of different sizes were used for different experiments. Manduca sexta (L.)
(Lepidoptera: Sphingidae) eggs (diameter: 1.5 mm) were used in the progeny investment

experiment. Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) eggs (diameter: 0.6 mm) were
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used for behavioural observations during host egg evaluation and exploitation. All host eggs

were fresh and laid 16 £ 12 h ago.

Egg suspension to manipulate initial transit duration

Schmidt & Smith (1987) shortened the initial transit duration of Trichogramma minutum using
a plastic barrier, which may have caused an experimental bias because the consequence of the
shorter transit duration could not be disentangled from a potential disturbing effect of the
barrier on the female’s behaviour. We manipulated the initial transit duration by gluing a host
egg to a fine glass needle (diameter < 0.1 mm) that was itself glued to a camera (Dino-lite-Pro
AM413ZT, x60) using reusable adhesive putty Tak-Fun (Henkel, ON, Canada) (Figure 5-1).
The arena walls (diameter 20 mm, height 20 mm) formed by the tip of the camera were
covered with Fluon® to prevent the wasp from climbing and allowed continuous recording of
wasp behaviours on the egg. The experiment started by releasing the wasp on a filter paper
(Whatman No.1). The camera-needle-egg was next lowered, allowing the wasp to climb on the
egg and preventing it from escaping. When the wasp climbed on the egg, the camera-needle-
egg was lifted from the substrate without disturbance. The female was free to continue its
uninterrupted initial transit until the egg was lowered back to the substrate. Egg suspension
duration was partly determined by the wasp’s position on the egg: it could not be lowered
when the wasp was on the lower half. The glass needle did not seem to affect wasps’

behaviours and was present for all treatments.

S

~

A B

Figure 5-1. Experimental setup for host suspension. The egg (Manduca sexta or Trichoplusia
ni) is glued to the tip of a glass needle, which is fixed to the inside of a camera (lens is seen on
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top). Once Trichogramma euproctidis is on the host (A), during the initial transit, the camera
is lifted from the ground together with the egg (B). The wasp can then walk freely all around
the host until the camera is lowered back to the initial position.

Progeny investment

In order to examine the relationship between progeny investment and the initial transit
duration on the host, the number of 7. euproctidis larvae present in M. sexta eggs was
measured following three initial transit durations of 13.5+1.9,30.6 £1.2sand 43.8+ 1.3 s
for short, intermediate and long transit, respectively. Variations in initial transit durations
within treatments correspond to interindividual differences in time required by the wasps to
encounter the substrate while walking on the host following the end of the suspension. This
method resulted in non-overlapping clusters of data across treatment. The test ended when the
parasitoid wasp stepped off the host. Between the end of the initial transit duration and
stepping off the host, the female wasp was not limited in the number of oviposition events.
Progeny investment was estimated by dissecting the host two days after oviposition to count
the number of parasitoid larvae (Schmidt & Smith 1987). Although this procedure may have
underestimated the female’s investment because of immature mortality between oviposition
and dissection of the host, finding larvae is more reliable than finding eggs for Trichogramma

species (Schmidt & Smith 1987).

Behaviours

The duration of several behaviours associated with host evaluation and exploitation were
measured: host evaluation duration (total time spent moving antennae upward and downward
repeatedly on the host), host drilling duration (total time spent drilling with the ovipositor),
egg laying duration (total time spent with the ovipositor inserted in the host) and host feeding
duration (total time spent feeding on the host) (Nurindah et al. 1999). Trichoplusia ni eggs
were used as their small size allowed all parasitoid behaviours to be recorded and measured;
M. sexta eggs were too large to observe the behaviours of females when on the bottom half of
the egg. The same egg suspension method was used as for the progeny investment experiment
(Fig. 1), but durations differed. Three suspension treatments were used: no suspension
(negative control), short suspension (1.8 £ 0.4 s; positive control to isolate the effect of

suspension itself without affecting the initial transit duration) and long suspension (18.3 + 0.8
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s). The three suspension treatments resulted in initial transit durations of 4.4 + 0.7 s for no
suspension (n=7), 4.6 = 0.7 s for short suspension (n = 13) and 21.3 + 0.9 s for long

suspension (n = 15).

Statistical analyses

A linear regression was used to measure the relation between the initial transit duration and
the number of larvae per host. Differences in behaviour durations between suspension
treatments were tested with Kruskal-Wallis tests, as the data distribution was not normal. For
multiple comparisons between means, Wilcoxon tests with Bonferronni corrections were used.

All analyses were conducted using R (version 3.2.0).

5.4 Results

There was a positive relationship between the duration of the initial transit duration on the host
and the number of eggs laid by 7. euproctidis in M. sexta eggs (Figure 5-2). On suspended 7.
ni eggs, the egg laying duration was the only tested behaviour influenced by suspension
treatments; females spent more time laying eggs following a long transit than following either

a short transit or no suspension (Table 5-1).
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Figure 5-2. Number of 7. euproctidis larvae developing in Manduca sexta host (model fit +
95 % ClIs) in relation to the initial transit duration on a suspended host egg. Y = 0.2x + 16.0;
=0.350; P <0.001

Table 5-1: Duration (seconds; median [Q1 — Q3]) of behaviours expressed by Trichogramma
euproctidis when exploiting a 7.ni egg suspended (short vs. long suspension) or not. See
Methods for a description of the treatments.

Behaviour No suspension Short suspension Long suspension X p

Host feeding 34 [0-115] 0[0-18] 010 -45] 2.06 0.36
Host drilling 171 [115 - 241] 98 [83 - 152] 108 [89 - 134] 2.11 0.35
Host evaluation 146 [96 - 199] 141 [116 - 159] 142 [93 - 162] 0.11 0.94
Egg laying 234 [191-352] a 273 [201-290]a 387 [333-661]b 6.33  0.04

Kruskal-Wallis test within a row. Following a significant difference among treatments,
medians were tested using a Wilcoxon test with Bonferronni correction. Medians not
followed by the same letter are significantly different.

5.5 Discussion

Trichogramma euproctidis females can perceive time and use this capacity to measure transit
duration on a host egg and adjust their progeny allocation accordingly. Female wasps spent
more time laying eggs in 7. ni hosts and laid more eggs in M. sexta hosts following a longer
initial transit duration than a short one, irrespective of host size. This capacity of 7. euproctidis
corresponds to a retrospective measure of time, as wasps had to remember the duration of a
past even, in this case the initial transit duration on the host egg. In previous experiments, a
mechanical measurement of the size of the host was discarded because small and large T.
minutum wasps lay the same number of eggs, despite differences in the number of steps taken
(Schmidt & Smith 1987,1989). It was also shown that they do not use visual assessment of the
host, 7. minutum wasps adjusting the number of eggs to lay in the dark (Schmidt & Smith
1985). Since both visual cues and number of steps are not used to estimate host size, it seems
unlikely that Trichogramma wasps have the capacity to evaluate distances directly. The
mechanisms by which 7. euproctidis and other insects measure time still need to be
determined, but energy expenditure could be a possible proxy, as shown in the braconid

parasitoid Microplitis croceipes (Parent et al. in review).
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None of the other behaviours measured were affected by the increased initial transit
duration and therefore the perceived size of the host. The host feeding duration is simply
related to the energy and nutrient requirements of the parasitoid wasp. The host evaluation in
this case is more related to finding the drilling location. The drilling duration is dependent on
the hardness of the chorion. As expected, a larger host would not necessarily lead to any
modification of the duration of those behaviours.

To our knowledge, this is the first demonstration of a retrospective measure of time in
an invertebrate and adds to the growing body of literature on the measure of time in
invertebrates. This specific measure requires short-term memory, a capacity that has already
been described for Trichogrammatidae (Kruidhof et al. 2012). Previous studies on time
perception in insects have used prospective measures of time, with tested individuals
responding after a given interval of time, either by choosing an odour (parasitoids; Parent et al.
in review), extending their proboscis (bumblebees; Boisvert & Sherry 2006) or visiting a
flower (bumblebees; Boisvert et al. 2007), as well as temporal training of cuttlefish (Jozet-
Alves et al. 2013).

The number of larvae present in the host increased with the duration of the initial
transit. Cannibalism during development might have reduced the number of larvae present for
the measurement (Heslin & Merritt 2005). Despite this, we believe that it is a valid and
conservative assessment of the egg investment by 7. euproctidis.

The duration of the initial transit on the egg was measured by 7. euproctidis to evaluate
host size and decide the number of eggs to lay. For a given host size, our results showed that
wasps laid more eggs when the initial transit duration increased. These results confirm and
complement those obtained for 7. minutum (Schmidt & Smith 1987), where the initial transit
duration was shortened. The capacity to perceive time can likely be used for other ecologically
important activities of parasitoids, such as in foraging and reproductive decisions while
exploiting host patches. For free-living foragers such as parasitoids, predators, and pollinators,
the capacity to measure time enables an accurate estimate of travel duration between patches
and could also allow them to time their departure following patch exploitation. According to
the Marginal Value Theorem (Charnov 1976), foragers are expected to leave a patch of
resources when their rate of fitness gain (gain per unit of time) reaches the average value of

the habitat, implicitly assuming that the forager can measure time. Our results confirm that
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indeed parasitoids can measure time and therefore use a rate of fitness gain to optimize their

behaviours.
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6.1 Abstract

Locomotion is an essential and costly activity for most animals. For insects, walking has
received substantial attention, yet few studies have investigated the impact of body size and
age on walking speed within a species. The first objective of this study was to survey the
literature to test the hypothesis that, within an adult insect species, walking speed is
proportional to size and inversely proportional to age. The second objective was to investigate
these relationships in egg parasitoid species that use walking speed to evaluate host quality
and where an impact of size or age on walking speed would induce a bias in the perception of
resource quality. As predicted, within an insect species, walking speed generally increases
with body size and decreases with age. Walking speed was size-dependent for Trichogramma
pintoi and Trichogramma minutum, but was found to be both size- and age-independent for
Trichogramma euproctidis. These results suggest that general patterns applicable to walking
speed observed in other taxa can be generalized for most insects. This relationship becomes

less intuitive in species that use locomotion as a measuring tool.

Key words: walking, speed, size, age, insect, locomotion, trichogrammatidae
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6.2 Introduction

Locomotion enables organisms to locate resources and mates, avoid predation, escape from
harsh environmental conditions and disperse into new habitats, and is therefore closely linked
to multiple fitness traits (Wisco et al. 1997). Locomotion is one of the most energetically
costly activities of animals, following growth and maintenance (Alexander 1999). Animal
movement is affected by environmental (e.g., temperature, substrate, wind) and biomechanical
(e.g., length of limb, stepping frequency) factors (Hurlbert et al. 2008).

We expect walking speed to increase with the size of an animal, through a positive
relationship between size and limb length. For a given frequency of movement, a longer limb
should enable an individual to walk faster, as demonstrated interspecifically in numerous taxa;
for both vertebrates and invertebrates (McMahon 1975; Taylor & Heglund 1982; Garland Jr
1983; Christiansen 2002, Alexander 2005). However, there are a few cases where species have
been found to be slower than other closely related species of equivalent size. For example,
both the porcupine (Erhitizon dorsatum: Cottam & Williams 1943; Garland Jr 1983) and the
skunk (Mephitis mephitis: Verts 1967; Garland Jr 1983) walk slower than other closely related
species of similar size, probably because of their effective defensive mechanism and do not
rely on escape. Intraspecific variation in walking speed has received less attention but the
relationship is likely the same. Limb length influences positively walking speed in humans
(Bereket 2005, Wall-Scheffler 2012), lizards (Irschick et al. 2005) and sea lions (Heyward
2011).

In insects, several studies have investigated the relationship between walking speed
and size across species and concluded that walking speed does increase with size (e.g., Evans
1977; Heglund & Taylor 1988; Zollikofer 1994; Hurlbert et al. 2008). The few studies
conducted at the intraspecific level showed a similar positive trend in insects (reviews by
Zollikofer 1994 and Hurlbert et al. 2008) with some exceptions (Schmidt & Smith 1989 and
below).

Age can also affect the walking speed of an individual. This relationship is likely to be
negative because physiological and morphological deteriorations associated with aging reduce
movement capacity. Walking speed decreases with age in primates [Homo sapiens (Salis

2000), Macaca maura (Janicke et al. 1986), Macaca mulatta (Weed et al. 1997), Macaca
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silenus (Janicke et al. 1986), Prebytis cristatus (Janicke et al. 1986)], rodents (reviewed by
Ingram 2000), and dogs [Canis familiaris (Head et al. 1997)]. Reductions in muscle strength
and mass with age have been identified among the morphological deteriorations occurring in
vertebrates (Evans & Grimby 1995). To our knowledge, no study has investigated the
relationship between walking speed and age across species of insects. Intraspecifically,
walking speed generally decreases with age in the fruit fly, Drosophila melanogaster, and the
cockroach, Blaberus discoidalis (reviewed by Ridgel & Ritzmann 2005).

Variations in walking speed could impact aspects of an animal’s biology other than
their capacity to exploit resources or escape natural enemies. Some species use the duration of
a walking bout to estimate resource proximity, abundance, and quality, and variations in
walking speed could bias these estimates. For example, the egg parasitoids Trichogramma
euproctidis and Trichogramma minutum use the duration of an initial transit on a host (period
between the first contact on the host and the subsequent contact with the substrate) to estimate
the size of a host egg (Schmidt & Smith 1987, Parent et al. submitted). They then adjust their
progeny allocation according to the size of the host. In such cases, any factor influencing inter-
individual walking speed such as size, or intra-individual walking speed such as age, could
induce a biased estimate of the parameter measured while walking (distance to a resource or
evaluation of its quality), unless the individual can compensate.

The first objective of this study was to survey the literature on walking speed in insects
to test the hypothesis that, within a species, walking speed is proportional to size and inversely
proportional to age. The second objective was to investigate, under laboratory conditions,
these relationships in Trichogramma species that use transit duration to evaluate the quality of

their host.

6.3 Materials and Methods

Data from the literature

We compiled a list of references on the effects of intraspecific size and age on walking speed
in insects by searching Google Scholar using the following keywords: speed, locomotion,
walking insect, size, age. No specific time frame was used, all years being included. Based on

published data, the ratios of size, age or walking speed were calculated using the formula:
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maximum value / minimum value. Ratio values <1, =1 or >1 indicate that the size, age or
speed value decreased, remained constant or increased, respectively. This approach enables

comparison between species.

Biological model

In Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae), the size of the adults varies
phenotypically together with the size of the host egg in which they developed (Martel et al.
2011), potentially altering their walking speed. Females of Trichogramma pintoi Voegele,
Trichogramma minutum Riley and Trichogramma euproctidis Girault were reared in two
different host species to obtain parasitoids of different sizes. We used eggs of Ephestia
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) (volume of host egg ~ 0.28 mm?; Bai et al. 1992)
and Plutella xylostella Linnaeus (Lepidotera: Plutellidae) (volume of host egg ~ 0.13 mn’;
Pak et al.1986) to produce large and small females, respectively (Martel et al. 2011). All
parasitized hosts were maintained at 25 + 1 °C, 50 + 5 % RH and LD 16:8 h. As a proxy of
parasitoid body size, the length of the right hind tibia was measured using a microscope, at
640x with a precision of 1 um, coupled to a computer with the image analysis software Image
Pro® (Media Cybernetics, Maryland). The host volume differences allowed for a large range
of individual sizes in all three Trichogramma species (right hind tibia length: 7. pintoi: range =

104 — 149 pm; 7. minutum: range = 87 — 161 um; T. euproctidis: range = 101-148 pum).

Measurement of walking speed

Trichogramma females, 16 £+ 12 h after emergence, unfed, naive and unmated, were isolated in
an empty arena (12 x 10 x 1 mm) made of a wood flooring covered with white paint and glass
walls and ceiling under ambient laboratory conditions (24 + 1 °C, 850 lux). Their movements
were recorded with Dino-Lite cameras (model AM-4012NZT, Taiwan: 640x480 at 15 frames
per second) and data stored on Mini Video Recording System (Model KI1.92). Parasitoid
movements were recorded for four minutes and walking speed was obtained by dividing the
distance traveled by the time in motion using the software Bio-Tracking 1.5 (www.bio-
tracking.org). This software monitored the wasp’s position (x, y coordinates) for each frame
by using pixels. Distance traveled was the sum of wasp position differences in pixels (1 pixel

= (0.065 mm) for the whole duration of the test. Walking speed is expressed in mm/s. In order
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to prevent false measurement of movement (false positive), we excluded position differences
of a single pixel (horizontally, vertically or diagonally). Recording started as soon as the wasp
entered the arena. Time in motion was the total duration of movement greater than a single

pixel. The minimal total time in motion obtained was 27 seconds.

Effect of size on walking speed

To quantify the effect of body size on walking speed of Trichogramma females, we measured
the walking speed of large and small females. For 7. pintoi, we measured the walking speed of
29 large females (tibia length: mean + SD: 140 + 6 um) and 29 small females (tibia length:
117 £ 5 pm). For T. minutum, we measured the walking speed of 34 large females (tibia
length: mean + SD: 148 =7 um) and 31 small females (tibia length: 116 + 8 um). For T.
euproctidis, we measured the walking speed of 20 large females (tibia length: mean = SD: 128

+ 9 um) and 18 small females (tibia length: 110 = 6 pm).

Effect of age on walking speed

Since the walking speed of 7. euproctidis was not impacted by size unlike the other two tested
species (see Results section), we decided to test for an age effect on walking speed only for 7.
euproctidis. The effect of age on walking speed was tested, using the methodology described
above, on 70 large 7. euproctidis females, aged between 2 to 10 h at the onset of the
experiment and fed honey water. These females were isolated and tested twice a day (morning
(10:00 to 12:00) and afternoon (14:00 to 16:00)) on five consecutive days, a period
corresponding to their average longevity under laboratory conditions, or until their death
(Boivin & Lagacé 1999). All parasitoid were maintained at 25 + 1 °C, 50 £ 5 % RH and LD
16:8 h between tests.

Statistical analysis

Linear mixed effects analyses were used to characterize the relationship between walking
speed and either size and age with data from the literature, using /me4 (Bates et al. 2015). For
body size, we entered log-transformed size ratios into the model as a fixed effect. For age, as a
fixed effect, we entered log-transformed age ratios into the model. We considered insect

family as a random effect on walking speed in order to control for phylogeny. Visual
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inspection of residual plots did not reveal any obvious deviations from homoscedasticity or
normality. P-values were obtained by likelihood ratio tests using the car package (Fox &
Weisberg 2011).

For the three Trichogramma species tested under laboratory conditions, a Spearman
correlation was used to examine the relationship between walking speed and parasitoid size.
For T. euproctidis, differences in walking speed over time were evaluated with the Skillings-
Mack test, a test for non-parametric repeated measures with missing values (Chatfield &
Mander 2009). All statistical analyses were carried out with R software, version 3.2.0 (R Core

Team 2015).

6.4 Results

Data from the literature

For the intraspecific relationship between walking speed and size, data on 16 species of
Hymenoptera were found and analysed (Table 6-1). For the relationship between walking
speed and age, data on 6 insect species were found, across 3 orders (Table 6-2). There was a
positive relationship between walking speed and size (Fig 6-1 A: y=0.595 x + 0.016; y*(1) =
22.312; P <0.00001), while the relationship between walking speed and age was negative (Fig
6-1 B: y=-0.494 x + 0.135; x (1) = 5.5576; P = 0.0184).
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Table 6-1: Relationship between walking speed and size in Hymenoptera species. Ratios are the proportion of maximum /
minimum values of both size and speed. For the ratio columns: a value =1 means that the value did not change; a value >1 means an
increase. For the relation column: “4+” means a positive relationship between size and walking speed; “no” means there is no
relationship between size and walking speed.

Family Species Size Walking speed Relation Reference
Range (mm) ratio Range (mm/s) ratio
Aphelinidae Aphelinus asychis 0.25-0.40" 1.6 30 -60 2.0 + Mason & Hopper 1997
Braconidae Diachasmimorpha longicaudata  1.5—-2.1" 1.5 84-99 1.2 + Lopez et al. 2009
Formicidae Acromyrmex versicolor 25-73° 2.9 10 -25 2.5 + Hurlbert et al. 2008
Atta cephalotes 3.0-5.0° 1.7 52-69 1.3 + Burd & Aranwela 2003
Atta colombica 32-152 4.5 20 -80 4.0 + Hurlbert et al. 2008
Eciton burchellii 3.9-152 3.8 45 -85 1.9 + Hurlbert et al. 2008
Eciton hamatum 3.8-147 3.7 70-110 1.6 + Hurlbert et al. 2008
Messor pergandei 3.0-5.6" 1.9 31-41 1.3 no Hurlbert et al. 2008
Nomamyrmex esenbeckii 4.1-94° 2.3 70 - 100 1.4 + Hurlbert et al. 2008
Scelionidae Telenomus podisi 0.25-0.43" 1.7 9.0-13 1.4 + Abram et al. 2015
Trichogrammatidae  Trichogramma evanescens . . 33-55 1.7 + Boldt 1974
0.17-0.17" 1.0 43-44 1.0 no Pavlik 1993
. . 42-52 1.2 + Boldt & Marston 1974
Trichogramma maidis 0.12-0.15" 1.2 4.5-4.6 1.0 no Bigler et al. 1987
Trichogramma minutum . . 43-52 1.2 + Boldt 1974
0.53-0.68* 1.3 0.61 -0.65 1.1 no Schmidt & Smith 1989
0.48-0.53* 1.1 44-53 1.2 + Marston & Ertle 1973
0.44 - 0.66° 1.5 . 1.0 no van Hezewijk et al. 2000
. . 4.8-5.7 1.2 + Boldt & Marston 1974
Trichogramma ostriniae 0.15-0.16" 1.1 . 1.0 no Pavlik 1993
Trichogramma platneri 0.15-0.18" 1.2 6.4—-12 1.8 + Honda & Luck 2001
Trichogramma pretiosum . 42-52 1.3 + Boldt & Marston 1974

" tibia length; * total hind leg length; > femur length; * body length; > wing length; “.” unavailable data
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Table 6-2: Relationship between walking speed and age in insect species. Ratios are the proportion of maximum / minimum values
of both age and speed. For the ratio columns: a value <1 means a decrease; a value of 1 means that the value did not change; a value
>1 means an increase. For the relation column: “+” means a positive relationship between age and walking speed; “-* means a
negative relationship between age and walking speed; “no” means there is no relationship between age and walking speed.

Order Family Species Age Walking speed Relation  Reference
(Superorder) range ratio Range (mm/s) ratio
Blattodea Blaberidae Blaberus discoidalis 1.0-60" 60 - Ridgel et al. 2003
(Dictyoptera)
Diptera Drosophilidae Drosophila melanogaster 3.0 —17° 5.7 0.26 -0.20 0.78 no Manenti et al. 2015
1.0-47% 47 - Le Bourg 1987
. . . . - Fernandez et al. 1999
05-85" 17 12-3.0 026 - Goddeeris et al. 2003
4.0-43° 11 4.3-0.25 0.06 - Le Bourg et al. 1993
3.0-30% 10 - Martin et al. 1999
. . . . - Ridgel & Ritzmann 2005
1.0-70 2 70 15-1.3 0.08 - Leffelaar & Grigliatti 1983
1.0-40"' 4.0 10-2.5 0.25 - Gargano et al. 2005
. . - Kang et al. 2002
7.0-427 6.0 - Orr & Sohal 1994
. . . . - Arking & Wells 1990
05-65" 13 14-3.0 0.21 - Cook-Wiens & Grotewiel 2002
15552 3.7 15-2.5 0.17 - Le Bourg & Minois 1999
Muscidae Musca domestica 50-132 2.8 1.0 no Sohal & Buchan 1981
Hymenoptera  Formicidae Acromyrmex subterraneus . . . - Constant et al. 2012
Apidae Apis mellifera 26522 2.0 . 1.0 no Rueppell et al. 2007
Trichogrammatidae  Trichogramma minutum 4.0-28° 7.0 3.6-5.1 1.4 + Marston & Ertle 1973
4.0-28° 7.0 4.5-4.5 1.0 no Marston & Ertle 1973
1.0-3.0% 3.0 0.30-0.60 2.0 + van Hezewijk et al. 2000
1.0-3.0% 3.0 0.20-0.25 1.3 no van Hezewijk et al. 2000

(1324

" weeks; * days; ? hours; “.” unavailable data
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Figure 6-1. Relationships between walking speed ratio (Log-transformed data) and A) size
ratio (data from table 1) and B) age ratio (data from table 2) for various insect species. Ratios
were calculated by dividing the maximum value with the minimum value. A log
transformation was applied to the ratios for the linear mixed model. Trendlines show the
predictions of the fixed effects of the linear mixed model (+ SE) fitted to the data.

Effect of size on walking speed

There was a positive relationship between walking speed and size for 7. pintoi (Fig 6-2 A;
range: 0.96 — 4.09 mm/s; mean + SD: 2.38 + 0.08 mm/s, I'spearman = 0.43, P =0.001) and T.
minutum (Fig 6-2 B; range: 1.20 — 4.45 mm/s; mean + SD: 2.86 + 0.11 mny/s, repearman = 0.36, P
= 0.006), but no significant relationship was observed for 7. euproctidis (Fig 6-2 C; range:
0.92 — 5.21 mm/s; mean £+ SD: 3.25 £ 0.15 mm/s, Ispearman = 0.004, P = 0.984).
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Figure 6-2: Relationships between walking speed and body sizes (right hind tibia length) in
A) Trichogramma pintoi, B) Trichogramma minutum, and C) Trichogramma euproctidis.
Trendlines show the predictions of a Spearman correlation (£ 95% CI) fitted to the data.

Effect of age on walking speed
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There was no significant relationship between walking speed and age for 7. euproctidis
(Figure 6-3; range: 0.58 — 9.72 mm/s, mean + SD: 3.53 + 1.23 mm/s, Skillings-Mack test: SM
=17.78, P=0.56).
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Figure 6-3: The relationship between walking speed and age of Trichogramma euproctidis
females having emerged from eggs of Ephestia kuehniella. AM: measurement taken between
10:00 and 12:00; PM: measurement taken between 14:00 and 16:00. Black dots represent
extreme values (1.5 x interquartile distance). Numbers above bars represent the number of

individuals tested per period of time. Skillins-Mack test P > 0.05.

6.5 Discussion

Walking speed vs. Body size
The only studies identified in this review that measured intraspecific relationship between
walking speed and size concerned Hymenoptera. Numerous studies investigated aspects of
walking (e.g. speed, stride length, frequency, allometry) in different groups of insects,
however, none of these studies examined the intraspecific relationship between size and
walking speed.

For all tested species of Hymenoptera, walking speed generally increases with body
size within a given species (Figure 6-1A), a relationship similar to what is observed across

insect species (Zollikofer 1994; Hurlbert et al. 2008). Mechanistically, the movement of a limb
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during walking can be associated to the movement of an inverted pendulum (McMahon 1975;
Biewener 2003) and because the length of the stride is usually proportional to the length of the
limb, it is probably through an increase in stride length rather than an increase in stepping
frequency that large individuals walk faster than small individuals. For a given frequency, a
longer stride leads to a higher walking speed for the majority of tested species (16 out of 22
studies) (Zollikofer 1994; Irschick et al. 2005; Hurlbert et al. 2008; Wall-Scheffler 2012).

In ants, a positive relationship between size and walking speed has been reported both
intraspecifically (Hurlbert et al. 2008) and interspecifically (Zollikofer 1994). Ants are
provisioners that exploit resources exclusively through walking and the walking speed of
individual workers can greatly impact the colony (Burd & Aranwela 2003). Large Atfa ants
walk faster and carry heavier loads then small individuals, improving the resource harvesting
efficiency of the colony.

Another well-represented group in our literature review is 7richogramma wasps (Table
6-1). The quality of egg parasitoids as biological control agents depends on several attributes,
including host searching. Walking speed has been used as a proxy of the capacity of egg
parasitoids to find and kill pest host eggs (Bigler et al. 1987). Larger individuals tend to walk
faster than small individuals (7 out of 12 studies). Some of the studies that did not report an
increase in walking speed with parasitoid size used little variation in size (7richogramma
evanescens and Trichogramma ostriniae: size ratios of 1 and 7% respectively; Pavlik 1993),
probably resulting in this absence of significant relationship.

For T. pintoi and T. minutum, we found a positive relationship between size and
walking speed, although previous studies showed conflicting results for 7. minutum (size-
dependant walking speed: Marston & Ertle 1973; Boldt 1974; Boldt & Marston 1974; size-
independent walking speed: Schmidt & Smith 1989; van Hezewijk et al. 2000). Trichogramma
minutum is actually a complex of species (Pinto et al. 1992; Pinto et al. 2003) and some of the
observed differences could be associated to the genotype tested. Interestingly, the three studies
showing a positive relationship between walking speed and size used the same strain of 7.
minutum (Marston & Ertle 1973; Boldt 1974; Boldt & Marston 1974).

Walking speed of T. euproctidis was size-independent (Fig 6-2 C), even if the size
ratio was large (size ratio = 1.5). We hypothesize that this pattern is linked to the behaviour

expressed by 7. euproctidis when evaluating host size. Trichogramma euproctidis females use
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the transit duration on a host egg to adjust their progeny allocation (Parent et al. submitted). If
their walking speed varied with size, females of different sizes would perceive the same-sized
host differently: smaller and slower individuals would perceive it as large while larger and
faster individuals would perceive it as small. Large females of 7. evanescens, whose walking
speed increases with size, are reported to have a higher tendency to reject small size hosts than
small females (Flanders 1935; Salt 1940). This could be due to a difference in perception of a
same sized host. Females of different sizes could even allocate different number of eggs to
same-sized hosts, resulting in a non-optimal progeny allocation. Constant walking speed could
function as a mechanism allowing a uniform perception of host size and to compensate for
phenotypic plasticity in parasitoid size. Size-independent walking speed in 7. euproctidis
supports the notion that females evaluate host quality through time perception rather than via a
mechanical proxy such as number of steps (Schmidt & Smith 1987, 1989) or visual cues

(Schmidt & Smith 1985).

Walking speed vs. Age
Walking speed of insects generally decreases with age within the same species (Figure 6-1 B).
This decrease is common across taxa of invertebrates for which data are available, with 15 out
of 22 studies measuring a decline (Table 6-2). Although most studies were on D. melanogaster
(reviewed by Ridgel & Ritzmann 2005), it was also true for B. discoidalis and A.
subterraneus. This pattern is likely caused by degradation of morphological structures with
aging. In cockroaches, walking activity and speed decrease with age due to a deterioration of
the tarsi (Ridgel et al. 2003) and the reduction of flight ability with age in moths is probably
due to wing abrasion (Rockstein & Brandt 1963; Sappington & Burks 2014). Muscle or neural
deterioration can also cause a reduction in walking speed (Ridgel & Ritzmann 2005). In
contrast, Musca domestica’s walking speed remained constant with age (Table 6-2). However,
it is plausible that walking speed in this study was measured too early in life (5 — 13 d), prior
to physiological or neurological deteriorations. Fly longevity typically extends to 20-30 d
(Cooper et al. 2004).

In Trichogrammatidae, studies report a stable and even an increase in walking speed
with age. Walking speed was age-independent in 7. euproctidis (Figure 3), as well as in T.

minutum (Marston & Ertle 1973; van Hezewijk et al. 2000). When compared to other species
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reported in Table 6-2, Trichogramma wasps are short lived as adults (7richogramma
euproctidis: = 5 d (Doyon & Boivin 2005); Trichogramma minutum: = 6 d (Greenberg et al.
2000); Musca domestica: 20-30 d (Cooper et al. 2004); Apis mellifera: 52 d (Rueppel et al.
2007); Drosophila melanogaster: 70 d (Leftelaar & Grigliatti 1983); Blaberus discoidalis: 60
weeks (Ridgel et al. 2003)). This short lifespan might prevent morphological degradation that
would affect walking speed. Indeed, they might not live long enough for the wear on their tarsi
to reduce walking speed.

The stability of walking speed throughout the lives of Trichogrammatidae is important
considering how they measure the size of their hosts. If their walking speed was reduced by
age, a similar-sized host would appear larger for older wasps than younger ones. They would
therefore lay more than the optimal clutch size for the host. This constant walking speed with
age prevents biased estimate of host size as it ages.

Along with Trichogrammatidae, the walking and flying capacity of Apis mellifera
represents one of the few examples of a stable locomotor activity with age (Rueppell et al.
2007) which could not be attributable to either a short lifespan or measurements taken early in
life. In this species, older bees forage for resources and they have to maintain their activity
level when they need to travel the most. Another important reason for honeybees to keep a
constant walking speed relates to the social transmission of information through the waggle
dance (von Frisch 1967). This dance includes mainly three components: the angle to the
upward position, which gives the direction of the resource, the duration of the waggle, which
gives the distance traveled, and the intensity of the waggle, which gives the value of the
resource (Seeley et al. 2000). Two locomotor activities, the speed and intensity of the waggle,
need to be age-independent in order to transmit unbiased information about the value and the
distance from the resource the bee has just exploited (Seeley et al. 2000). The proximal
mechanism accounting for this independence between age and walking speed could be linked
to a depletion of internal reserves of older bees, making them lighter, therefore compensating
the reduction in muscle capacity observed in other species (Vance et al. 2009). A similar

mechanism could be involved in 7. euproctidis, although this needs to be investigated.
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7.1 Abstract

Animals require a capacity to measure time to synchronize and optimise their behaviours.
Although temperature affects most aspects of the behavioural ecology of invertebrates, few
studies examined the impact of temperature on time perception. We investigated the influence
of temperature on the perceived duration of a travel between host patches of an egg parasitoid,
Trichogramma euproctidis. We mimicked travel between host patches by isolating wasps for a
24 h period (hereafter ‘travel’) at three different temperatures (14, 24 and 34°C) and next
measured a number of behaviours associated with patch exploitation (patch residence time,
rate of fitness gain at departure, time motionless, active exploitation time and number of hosts
parasitized). Travel temperature did not influence the number of hosts parasitized per patch
(14°C : 36.3 £ 1.3 hosts; 24°C : 38.5 £ 1.3 hosts; 34°C : 38.3 £ 1.3 hosts). However, patch
residence time, active exploitation time and time motionless significantly increased with an
increase of travel temperature. Warm travel temperature negatively influenced the parasitoid’s
rate of fitness gain during the last 15 minutes of patch exploitation (14°C: 2.2 £ 0.5 hosts;
24°C: 0.8 £ 0.3 hosts; 34°C: 0.4 + 0.2 hosts). For foraging parasitoid females, travels between
host patches at warm temperatures thus appeared longer than at cool temperatures for a travel

of 24 h. These results demonstrate the thermal sensitivity of time perception in parasitoids.

Key words: Time perception — Temperature — Parasitoid — Optimality models — Patch

exploitation
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7.2 Introduction

Animals are expected to optimize all physiological processes and behaviours related to
immature development, resource acquisition and reproduction. They need to efficiently use
their time to maximise lifetime fitness. Animals thus require a capacity to measure time in
order to synchronize (e.g., exploiting a resource when it becomes available) and optimize
(e.g., maximizing the rate of fitness gain) their behaviours.

Numerous studies have investigated the capacity of animals to measure interval
durations, especially in birds and mammals (Clayton & Dickinson 1998, 1999; Zentall et al.
2001, 2008; Bird et al. 2003; Babb & Crystal 2005; Skov-Rackette et al. 2006; Ferkin et al.
2008; Feeney et al. 2009; Zinkivskay et al. 2009; Kouwenberg et al. 2009; reviewed by
Clayton et al. 2009) but, to our knowledge, only seven studies have been conducted in insects,
despite their importance as model organisms in behavioural ecology. The capacity of
bumblebees to measure time has been demonstrated, both by training them to extend their
proboscis after a given interval of time between meals (Boisvert & Sherry 2006) and by timing
their visits to artificial flowers based on the interval at which they are refilled with sugars
(Boisvert et al. 2007). In contrast, honey bees appear unable to measure time intervals
(Grossman 1973; Craig et al. 2014). For parasitoids, three species have the capacity to
measure time. The braconid wasp Microplitis croceipes can associate the duration of an
interval between host encounters to an odour (Parent et al. submitted a), while two egg
parasitoids Trichogramma minutum and Trichogramma euproctidis can measure the duration
of an initial transit on the host to estimate its size and allocate the proper number of eggs to lay
(Schmidt & Smith 1987; Parent et al. submitted b).

Time perception can be affected by biotic and abiotic factors. Biotic factors such as
diet type (Meck & Church 1987a), hunger level (Zeiler 1991) and drugs (Maricq et al. 1981;
Meck & Church 1987b) can influence subjective time flow, i.e. the speed at which time passes
from an individual’s point of view (Wearden & Penton-Voak 1995), either by speeding it up
or slowing it down (Penton-Voak et al. 1996; Spetch & Rusak 1989). Time of day can also
impact time perception. Humans mostly active during daytime experience a faster flow of time
around 15:00, while it is the around 03:00 for people mostly active at night (Thor 1962).

Temperature has been shown to modify the flow of subjective time in homeotherms (Wearden
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& Penton-Voak 1995); following an increase in body temperature of human volunteers, the
flow of subjective time increased, and vice-versa (Wearden & Penton-Voak 1995).

Temperature affects most life history traits in ectotherms (Huey and Kingsolver 1989),
yet few studies examined the impact of temperature on time perception. In the dinoflagellate
Gonyaulax polyedra, the duration of the circadian cycle increases with temperature (16°C =
22.5 h; 26°C = 26.8 h) (Hasting & Sweeney 1957). The only study in invertebrates that
directly quantified the impact of temperature on the measure of time intervals used the
parasitoid Trichogramma dendrolimi whose females rely on the duration of the transit on the
host to evaluate its size (Schmidt & Pak 1991). Females were exposed to different
temperatures during the host size evaluation process when walking on a Mamestra brassicae
egg. For an equivalent host size, they laid a similar number of eggs per host regardless of
temperature, probably because both the walking speed and the subjective flow of time
increased with temperature, negating each other (Schmidt & Pak 1991). However, in order to
single out the impact of temperature on time perception, it would be necessary to disentangle
the impact of temperature on the measure of time from other physiological processes (walking
speed in the example above).

The effect of temperature on subjective time flow can be best understood in the context
of two contemporary time perception models: The Scalar Timing Model (SET; Gibbon 1977;
Gibbon et al. 1984) and the Tuned-Trace Theory (TT; Staddon et al. 2002). The SET
comprises three components: a clock based on a pacemaker, a memory and a decision
mechanism. The pacemaker is emitting pulses at a given frequency and can be influenced by
temperature, the frequency of the pulses being dependant on the metabolism rate (Hoagland
1935; Weaden & Penton-Voak 1995). The TT eliminates the notion of a pacemaker from the
time perception capacity of animals that would use the decay of their memory to measure
elapsed time. The decay of memory can also be affected by temperature (Erber 1976; Xia et al.
1998). For example, the forgetting process is stopped in the egg parasitoid Trissolcus basalis
when females are exposed to either warm or cool temperatures (Abram et al. 2015), thereby
indirectly influencing their capacity to measure time.

Optimality models assume that animals perceive time and use this capacity in decision-
making processes (Charnov 1976; Stephens & Krebs 1986; Todd & Kacelnik 1993). The

modification of subjective time flow by temperature would influence the perceived rate of
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fitness gain, defined as the fitness gain per unit of time. As predicted by the Marginal Value
Theorem (Charnov 1976), an animal should leave a patch when it reaches a given
instantaneous rate of fitness gain during exploitation. Patch quality and travel costs between
patches affect this rate and thereby the decision to leave a patch. The effect of temperature on
the subjective flow of time could modify the perceived travel costs and therefore influence the
patch exploitation behaviour.

In this paper, we examined how temperature influences the perception of travel
duration between host patches in 7. euproctidis, a parasitoid whose capacity to measure time
has previously been established (Parent et al. submitted b). We mimicked travel between host
patches by isolating wasps for a 24 h period, (hereafter ‘travel’) following Barrette et al.

(2010).

7.3 Methods

Insects

Trichogramma euproctidis are small facultative gregarious egg endoparasitoids of a wide
range of Lepidoptera species. The strain used in this experiment originated from Egypt and
was reared on cold-killed eggs of Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) at 25 + 1
°C, 50+ 5 % RH and LD 16:8 h following Martel et al. (2011). All wasps were isolated prior

to emergence in 300 pl Beem® polyethylene capsules with a drop of honey-water.

Travel treatments

To measure the impact of temperature on perceived travel duration between host patches, two
days old since emergence, unmated and naive female wasps had to exploit a first host patch of
four cold-killed 24 h old host eggs placed in a square of 0.2 cm of side on a filter paper disk at
24 °C. Using such a small first patch allowed to standardize the experience of the first patch
(same number of hosts parasitized).

After exiting the first host patch, wasps were isolated for a period of 24 h, a proxy of
travel time between patches, during which they were exposed to three temperature treatments

(hereafter ‘travel temperature’): cool (14 °C), medium (24 °C) and warm (34 °C). After this
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period, wasps were transferred for a fifteen minutes period of acclimation at patch temperature
(24 °C) and then individually released on a second patch of 49 cold-killed 24 h old host eggs

disposed in a square of 0.7 cm of side on filter paper.

Standardization of the physiological age

Females exposed for 24 h at different temperatures would have a different physiological age
when exposed to the second patch, especially for minute insects that live around 5 days since
the relative difference in age will be much greater (Doyon & Boivin 2005). Since age has been
shown to affect patch exploitation behaviour (Wajnberg 2006; Wajnberg et al. 2006), wasps
were exposed to two temperatures for 24 h prior to the first patch exploitation to standardize
their physiological age when reaching the second patch (Table 7-1). This way, all adult wasps
were exposed to the same quantity of degree-hours and temperature variation (mean: 24 °C;
range: 14 °C — 34 °C) prior to the exploitation of the second patch. This protocol also balanced
for the order of the first and second 24 h temperature exposition and 12 wasps were used per
temperature and order of exposition; for a total of 24 females per temperature treatment. The
order of temperature expositions prior to the first patch exploitation for a given travel
temperature did not have an effect on the patch exploitation behaviours measured (see Table

S1). Therefore all following analysis only used travel temperature.
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Table 7-1. Description of temperature treatments prior to and during ‘travel’ of Trichogramma euproctidis wasps to standardize their
physiological age, expressed in cumulative degree-hour (d-h), when reaching the 2™ patch. Parasitoids were exposed to different
combinations of three 24 h temperature (T). The 324 h temperature exposition corresponds to the ‘travel temperature’.

124h T 2"24h T 1* patch 3M24n T 2" patch
exposition (°C) (Cumulative d-h) exposition (°C) (Cumulative d-h) exposition (°C) (Cumulative d-h)
24 576 34 1392 14 1728

34 816 24 1392 14 1728

14 336 34 1152 24 1728

34 816 14 1152 24 1728

14 336 24 912 34 1728

24 576 14 912 34 1728

Table 7-S. Comparison of different order of temperature expositions prior to travel temperature for exploitation behaviours (mean +
SE) of Trichogramma euproctidis in patches of Ephestia kuehniella eggs. In all cases, there was no effect of the order of temperature
exposition, using Wilcoxon tests. See text of Material and Methods for more information.

Cold travel (14 °C) Medium travel (24 °C) Warm travel (34 °C)

Medium Warm x2 P Cold Warm x2 P Cold Medium x2 P
Patch residence time 151 £16 122 £17 1.48 0.22 250+42 255+32 0.65 0.42 384+67 3711 £ 77 0.12 0.72
Active exploitation time 948+6.5 90.1+99 064 042 129+12 112 +11 1.02 031 121.7+7.8 127.8+6.9 1.04 0.31
Time motionless 56+ 14 31+13 1.52 0.22 121 +4l1 143 £26 0.48 0.49 262+68 243 £75 0.12 0.72

Rate of fitness gain at departure 2.0+ 0.7 24+£09 0.12 0.73 0.58+0.34 1.08+0.50 040 0.53 0.55+0.37 0.20+0.13 0.22 0.64
Number of hosts parasitized 364+22 362+14 042 052 388+14 383+23 0.2 073 392+13 374+£23 045 0.50
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Patch exploitation measurement

The second patch exploitation was video-recorded to measure: patch residence time (time
between the first contact with a host and leaving the patch for more than 1 minute), rate of fitness
gain at departure (number of hosts parasitized in the last 15 minutes of residence, see below),
active exploitation time (time exploiting a host or moving inside the patch), time motionless
(time spent not moving inside the patch) and the number of hosts parasitized (hosts in which an
egg was laid with visual confirmation of ovipositor insertion, abdominal contractions and
marking). Rate of fitness gain at departure was set at 15 minutes in order to reduce the zeros in
the number of hosts parasitized just before departure. Calculations were also done for 5 and 10
minutes (Boivin et al. 2004; Wajnberg et al. 2006), and all methods led to similar results. Patch
boundary was set as the equivalent of one Trichogramma wasp body length out of the square egg

grid.

Statistical analyses

To measure the effect of travel temperature on patch residence time and time motionless, data
were transformed with a reciprocal to homogenise variances and analysed with linear
regressions. For clarity, untransformed data are presented. We tested the effect of travel
temperature on active exploitation time by using a linear regression. The effect of travel
temperature on rate of fitness gain at departure and number of hosts parasitized were analysed by
Generalized Linear Models (GLMs) with a Poisson distribution (Crawley 2012). All statistical

analyses were carried out with R software, version 3.2.0 (R Core Team 2015).

7.4 Results

The temperature experienced by female parasitoids during travel time significantly increased
patch residence time in the second patch (Figure 1A: y =-0.0002x + 0.0110, r* = 0.3171, P <
0.00001). When exploiting a patch, the amount of time spent motionless increased with travel
temperature (Figure 1B: y = -0.001x + 0.034; r* =0.153; P = 0.0041). To know if time
motionless alone explained the increase in patch residence time, we measured active exploitation
time. Active exploitation time also increased with travel temperature (Figure 1C: y = 2.3x + 58.7;

r* =0.289; P < 0.001). High travel temperature negatively influenced the parasitoid’s rate of
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fitness gain at departure from the patch (Figure 1D: Z =-5.196; P < 0.0001). Travel temperature
did not influence the number of hosts parasitized (Figure 1E: cool = 36.3 + 1.3; medium = 38.5 +
1.3; warm; 38.3 £ 1.3; Z=1.047; P =0.295).
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Figure 7-1. Effect of travel temperature on (A) Patch residence time, (B) Time motionless, (C)
Active exploitation time, (D) Rate of fitness gain at departure and (E) Number of hosts
parasitized of 7. euproctidis females in a patch of 49 E. kuehniella eggs following travel
(isolation period of 24 h) at different temperatures (14, 24 and 34°C). To ease visualization of the
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results, data points were jittered around the exact travel temperature value. Trendlines show the
predictions (= SE) of a linear regression fitted to the data for figures 1A, B and C: *** indicates
p <0.001. Trendlines show the predictions (+ SE) of a GLM with Poisson errors fitted to the data
for figures 1D and 1E: *** indicates p < 0.001; n.s. indicates p > 0.05.

7.5 Discussion

The temperature experienced by 7. euproctidis females during the time interval between the
exploitation of the two host patches modified their subjective time perception. As a consequence,
the exploitation of the second host patch, although it was done at 24°C for all treatments, was
modified for all parameters measured, except for the number of hosts parasitized (see below).
Wasps traveling at warmer temperature perceived a relatively longer travel duration through an
increase in subjective time flow and stayed longer in the subsequent patch than wasps traveling
at cooler temperature. The patch residence time thus increased with travel temperature. An
important proportion of patch residence time is attributable to time spent motionless (14°C: 33%;
24°C: 52%; 34°C: 67%), but the active exploitation time also significantly increased.
Accordingly, the rate of fitness gain at departure was negatively influenced by high travel
temperature.

Our experimental design was successful in separating a change in the perception of
subjective time from other physiological processes potentially acting as buffers. When the
temperature treatment is applied during host patch exploitation, both the perception of subjective
time and the activity of the insect are modified, and the resulting effect cannot be assigned to a
single factor, such as the effect of temperature during host evaluation by 7. dendrolimi (Schmidt
& Pak 1991). By applying the temperature treatment to the period between the exploitation of
two host patches, and by keeping the temperature constant during patch exploitation, the
behavioural differences observed arise from the perception of subjective time by female
parasitoids.

The number of hosts parasitized by 7. euproctidis did not increase together with an
increase in both patch residence time and active exploitation time, contrary to what was expected
following Amat et al. (2006). The most plausible explanation is that our experimental design did
not allow us to measure differences in parasitism rate, the female wasps having used all their

available eggs towards the end of the patch exploitation. 7richogramma euproctidis females
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have on average 35.1 + 5.2 eggs at emergence (Doyon & Boivin 2005), which is similar to the
average number of hosts parasitized in each treatment.

Our results help shed light on the most appropriate model to describe time perception in
parasitoids. The impact of temperature during travel time on the subjective time flow of 7.
euproctidis appears to be incompatible with the TT model (Staddon et al. 2002). In this model,
time is perceived as the memory associated with the first host patch exploitation which fades
with time in the brain of Trichogramma wasps. The longer the time interval between patch
exploitation, the more fade the memory should be. Abram et al. (2015) have recently shown that
the process of forgetting in parasitoids can be slowed or even stopped by an increase or decrease
in temperature. At low temperature, the rate of memory loss would be slowed and the travel
between patches would appear shorter, consistent with the TT model and the present results.
However, at high temperature, the memory loss process would also be slowed and the travel
temperature would thus also appear shorter, in contrast with what we observed. Time perception
models based on pacemakers, like the SET, appear to better concur with the results of our
experiment, as an increase in temperature would increase the pulse rate of the pacemaker,
making travel appear longer, while a decrease in temperature would slow the pulse rate resulting
in a reduction of the perceived travel time.

Temperature during patch exploitation also affects the behaviour of the female. When 7.
euproctidis and the aphid parasitoid Aphidius ervi (Hymenoptera: Braconidae) were subjected to
different temperatures during patch exploitation, females stayed for a shorter period of time at
high temperature than at low temperature (Moiroux et al. 2014; Moiroux et al. 2016). While the
authors suggested that these results were due to an increase in walking speed at high temperature,
enabling the female to exploit the patch faster, a modification of the perception of subjective
time could have also played a role on the perceived host encounter rate. At a warm temperature,
the increase in walking speed would increase the rate of fitness gain at departure, while the
increase in subjective time flow would decrease the perceived rate of fitness gain at departure.
Therefore, to some extent, walking speed and subjective time flow will negate each other, like
for T. dendrolini (Schmidt & Pak 1991). These two combined effects would allow parasitoids to
exploit optimally the patches, although this still needs to be determined.

The fact that temperature modifies how parasitoids exploit host patches, not only through

changes in their physiology but also though their perception of time, implies that changes in
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temperature could affect trophic relationships between parasitoids and their hosts. Global climate
change will affect the temperatures and temperature fluctuations experienced by parasitoids
(Stocker et al. 2013) and will impact the efficiency of parasitoids on agricultural and forestry
pests, such as host-parasitoid synchronization, parasitoid fecundity and sex allocation (Hance et
al. 2007). We can conclude that warm or cool travel temperatures increase and decrease
respectively patch residence time of 7. euproctidis. This could impact the number of patches
exploited by a parasitoid female throughout her life. Further studies should investigate the
relationship between number of eggs parasitized and travel temperature in different species and
experimental settings to confirm this temperature-independence. Testing parasitoids of different
climate zones could also allow us to test the effect of different optimal temperatures, local

adaptation and acclimation on time perception.
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Chapitre 8: Discussion générale

Retour sur la problématique générale et les résultats principaux

Les parasitoides régulent de nombreux aspects de leur vie en fonction du temps. Dans le cadre de
cette theése, j’ai étudié la capacité des parasitoides a mesurer le temps ainsi que 1’effet de la
température sur cette mesure du temps. Les principales contributions de cette thése sont (i) la
démonstration de la mesure prospective du temps chez Microplitis croceipes, de la relation entre
la mesure du temps et la dépense énergétique ainsi que de la capacité d’associer une odeur a un
intervalle de temps; (ii) la démonstration de la mesure rétrospective du temps chez
Trichogramma euproctidis et de son réle dans I’évaluation de I’hote; (iii) une description de la
relation entre la vitesse de marche et la taille et I’Age chez les insectes, et d’un phénoméne de
compensation de la vitesse de marche chez T. euproctidis; (iv) la démonstration de la
thermosensibilité de la perception du temps lors du déplacement entre agrégats d’hotes chez T.
euproctidis. Ces résultats constituent la premiere preuve directe de la capacité de mesurer le
temps chez des guépes parasitoides. Ils représentent aussi la premieére démonstration de la
modification du flot subjectif du temps par la température chez un insecte. Ces conclusions

ouvrent la porte & de nombreuses possibilités de recherche.

Perspective de recherche

Thermosensibilité de la mesure du temps

Les résultats du chapitre 7 démontrent une thermosensibilité de la mesure du temps de 7.

euproctidis lors du déplacement entre des agrégats d’hotes. Nous avons émis I’hypothése que cet

effet serait causé par une modification de la fréquence d’émission du « pacemaker » du « Scalar

Expectancy Theory » (SET) (Figure 2-1), laquelle serait accélérée ou décélérée selon I’effet de la

température sur des processus métaboliques. L’effet de la température sur la mesure du temps

chez les parasitoides n’est pas contre-intuitif puisque ce sont des organismes poikilothermes.
Les données de la littérature démontrent une thermosensibilité de la mesure du temps

chez les homéothermes, un résultat plutdt surprenant. En effet, dans leur revue de littérature,

Wearden & Penton-Voak (1995) ont démontré que le temps subjectif était modifié autant par une
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augmentation qu’une diminution de la température corporelle chez ’humain, bien que les
exemples associés a une baisse de température soient plus rares.

La comparaison entre les homéothermes et les poikilothermes devient intéressante
lorsque 1’on considére ’ampleur de I’impact de la température sur le temps subjectif. Au chapitre
7, chez T. euproctidis, une augmentation d’environ 42% de la température corporelle a entrainé
un prolongement du temps de résidence de 44%. Cette comparaison a ses limites, puisque
I’augmentation de la durée de déplacement percue n’est pas nécessairement équivalente a
I’augmentation du temps de résidence. Toutefois, on constate que I’effet de la température est
d’environ 1 :1 entre le pourcentage d’augmentation de température et de prolongement du temps
de résidence. Chez I’humain, cette relation n’est pas la méme. Wearden & Penton-Voak (1995)
ont trouvé qu’une augmentation de la température corporelle de 0.3% se traduit par une
augmentation du temps subjectif d’environ 12%. De plus, leur revue de littérature sur des études
précédentes suggere qu’une augmentation de la température corporelle de 1% chez I’humain
mene a une modification du temps subjectif de 30%. Il est hasardeux de comparer les
homéothermes aux poikilothermes avec seulement deux espéces, bien que le nombre d’études
chez ’humain soit important. Il semblerait tout de méme qu’une modification de la température
corporelle affecte plus la mesure du temps des homéothermes que celle des poikilothermes.

Ainsi, sur cette base tres fragile, nous pourrions qualifier la mesure subjective du temps
de relativement thermosensible chez les homéothermes et de relativement thermorésistante chez
les poikilothermes. Ceci pourrait résulter de structures protéiques différentes ou de la présence de
protéines chaperonnes comme des protéines de stress- ou de choc-thermiques (Feder &
Hoffmann 1999; Hochachka & Somero 2002; Somero 1995) chez les poikilothermes permettant
de résister a des variations de températures alors que celles des endothermes seraient plus
thermosensibles puisque spécialisées pour une fine fourchette de températures (Angilletta et al.
2010). 11 faudrait donc comparer la thermosensibilité de la mesure du temps de multiples groupes
d’endothermes et de poikilothermes afin de vérifier si cette relation se confirme. La comparaison
de poikilothermes vertébrés (reptiles, amphibiens, etc.) ainsi que du rat-taupe nu, Heterocephalus
glaber, un rare mammifere poikilotherme (Buffenstein et al. 2001)) a des endothermes,
permettrait aussi de tester I’effet de la distance évolutive sur cette thermosensibilité du flot

subjectif du temps.
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Vitesse de marche et perception du temps

Les relations de la vitesse de marche avec la taille et ’age chez Trichogramma suscitent
plusieurs questions. Tel que discuté au Chapitre 6, 1’indépendance entre la vitesse de marche et
la taille chez T. euproctidis permettrait une évaluation précise de la taille de I’hdte sur la base de
la durée du transit initial. Chez certaines especes de trichogrammes, dont 7. pintoi, la vitesse de
marche augmente avec la taille. Cette espece pourrait donc étre plus sensible aux effets des
variations de la taille de ses individus sur la perception des hotes. Chez 7. evanescens les
femelles plus grosses ont une plus forte tendance a rejeter les hotes de petites tailles que les
petites guépes (Flanders 1935; Salt 1940). Puisque les ceufs pondus par une grosse ou une petite
femelles dans les hotes de petites tailles donneront tout de méme naissance a des guépes viables
et fécondes, ce comportement semble supporter I’idée que la taille de I’individu peut biaiser son
¢valuation de I’hote. Il serait intéressant de déterminer les conséquences sur la valeur adaptative
des différentes stratégies utilisées par les espéces de trichogrammes pour évaluer la taille de
I’héte. Pour y parvenir, nous pourrions comparer la ponte de grosses et petites femelles de 7.
pintoi a celles de T. euproctidis pour un hote de méme taille. La taille de la ponte des femelles de
T. pintoi devrait diminuer avec la taille de I’individu, alors qu’elle serait indépendante de la taille
chez T. euproctidis.

La relation entre la vitesse de marche et la taille de 7. minutum demeure incertaine
puisque plusieurs expériences ont révélé des résultats variables (dépendante de la taille: Marston
& Ertle 1973; Boldt 1974; Boldt & Marston 1974; indépendante de la taille: Schmidt & Smith
1989; van Hezewijk et al. 2000). Trichogramma minutum représente un complexe d’espéces
(Pinto et al. 1992; Pinto et al. 2003) et le génotype testé par diverses équipes de recherche
pourrait expliquer les différences mesurées. Il serait donc intéressant de déterminer la variabilité
de la relation entre la taille et la vitesse de marche chez différents génotypes.

La relation entre la vitesse de marche et 1’age chez 7. euproctidis mériterait d’étre
approfondie. Tel que discuté au Chapitre 6, la vitesse de marche diminue avec I’age en général
chez les insectes. Pourtant, la vitesse de marche de 7. euproctidis reste stable. Cette constance
permet une mesure uniforme de la taille d’un hdte tout au long d’une vie chez cette espéce. 1l
faudrait donc déterminer si I’age affecte différemment les especes dont la vitesse de marche

augmente avec la taille, dont 7. pintoi et T. minutum.
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Le ou les mécanismes permettant a 7. euproctidis de conserver une vitesse de marche
constante restent a déterminer. L’abeille a miel parvient a maintenir une capacité de vol en
diminuant son poids corporel de 43% (Vance et al. 2009), principalement au niveau des tissus de
I’abdomen, du tractus digestif et du rectum (Harrison 1986). Une réduction de la masse des tissus
internes avec 1’age pourrait expliquer comment 7. euproctidis maintient sa vitesse constante.

Peser des individus tout au long de leur vie permettrait de tester cette hypothese.

Mesure du temps chez [’abeille a miel

Quelques études sur la mesure prospective du temps a court terme ont été réalisées chez les
hyménopteres, avec des résultats positifs chez Bombus impatiens (Boisvert & Sherry 2006,
Boisvert et al. 2007), mais non concluants pour Apis mellifera (Grossman 1973, Craig et al.
2014).

L’étude de Grossman (1973) visait non pas a démontrer la perception du temps chez
’abeille, mais bien a évaluer I’effet et la persistance d’un entralnement a intervalle fixe, a ratio
de réponses fixe et a réponses continues sur la capacité d’acquisition et d’extinction de
I’apprentissage. L’abeille devait pénétrer dans un tube et, en y entrant, coupait un rayon infra-
rouge, processus nécessitant cinq secondes. Lorsque le rayon s’interrompait, 1’abeille recevait
une récompense sucrée. Puis, lors des 90 secondes suivantes, 1’ interruption du rayon infra-rouge
n’accordait pas de récompense. En observant les entrées de 1’abeille dans le tube, la fréquence
des interruptions du rayon était uniforme tout au long de I’intervalle, ce qui ne correspond pas au
comportement d’un animal percevant le temps. En effet, on s’attend a ce qu’il y ait (i) une
diminution de la fréquence des interruptions tout de suite apres 1’obtention de la réponse puisque
la période d’attente vient tout juste de commencer et (ii) une augmentation de la fréquence des
interruptions tout prés de la fin de I’intervalle. Selon les résultats de cette étude, les abeilles ne
semblent pas percevoir le temps, et ce méme si elles constituent I’un des principaux modéles
pour I’étude du rythme circadien (Frisch & Aschoff 1987; Wagner et al. 2013). Des résultats
similaires, toujours chez 1’abeille, ont été obtenus plus récemment par I’équipe de Craig et al.
(2014), ou la fréquence des interruptions du rayon par 1’abeille était uniforme tout au long de
I’intervalle, et ce pour une large gamme d’intervalles de temps (15, 30, 60 et 120 sec).

L’absence de résultats démontrant une perception du temps chez les abeilles est

surprenante : pour optimiser leur comportement de collecte de pollen et de nectar, elles doivent
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étre en mesure de percevoir le temps. Plusieurs problemes méthodologiques auraient pu mener a
I’obtention de résultats erronés. Dans 1’étude de Craig et al. (2014), les six premiers
renforcements lors de I’entrainement de 1’abeille étaient attribués sans période d’attente, une
contrainte de leur méthodologie. Cette contrainte a pu diminuer I’efficacité de ’entrainement en
renfor¢cant une réponse tout de suite apres I’obtention d’une récompense. Ce début
d’apprentissage nuirait a I’obtention d’une phase d’extinction tout de suite apres I’obtention de la
récompense alimentaire. Cette explication n’est par contre pas valide pour I’expérience de
Grossman (1973).

Une autre des causes potentielles de la différence de résultat entre les abeilles et les
bourdons serait I’absence immédiate de conséquences négatives suivant la réponse. En effet,
I’effort requis pour I’extension du proboscis est minimal : il y a donc peu d’incitatif a ne pas
répondre tout de suite apres la récompense. Dans la méme logique, 1’entrée et la sortie d’un tube,
bien que plus demandant énergétiquement, serait insuffisante pour justifier I’apparition d’une
phase d’extinction (Grossman 1973).

Une option pour solutionner ce probléeme méthodologique serait d’ajouter une
conséquence a la réponse tout de suite apres la récompense afin de générer une période
réfractaire. Afin d’y parvenir, deux méthodologies différentes pourraient étre utilisées : ajouter
une conséquence négative suite a I’extension du proboscis ou utiliser le transport entre des fleurs
artificielles, semblable a la méthodologie de Boisvert et al. (2007).

Des études ont démontré la capacité d’A. mellifera a retenir I’extension du proboscis si on
’associe a un choc ¢lectrique (Vergoz et al. 2007; Carcaud et al. 2009). Combiner cette capacité
a une composante temporelle pourrait permettre de démontrer la capacité des abeilles & mesurer
le temps. En associant la premiére moiti¢ d’un intervalle a un choc électrique et la seconde
moiti¢ a I’absence de récompenses, nous pourrions mesurer une diminution de la fréquence
d’extension du proboscis, aussi appelé phase d’extinction.

Une autre méthodologie serait d’utiliser le cotit du déplacement pour prouver la capacité
de percevoir le temps d’A. mellifera. Dans leur expérience chez B. impatiens, Boisvert et al.
(2007) ont simulé une situation plus naturelle en utilisant des fleurs artificielles se remplissant de
nectars a différents taux. Le colt dans ce cas survenait lors d’une visite a une fleur avant qu’elle
ne soit remplie. La période d’évitement des fleurs riches en nectar équivaudrait a la phase

d’extinction. On pourrait donc s’attendre a ce que les abeilles, comme les bourdons testés par
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Boisvert et al. (2007), visitent les fleurs plus pauvres en nectar en attendant que les fleurs plus
riches se remplissent. Cette méthodologie se transfererait facilement aux abeilles et permettrait
de tester la mesure du temps en incluant une conséquence négative lors de visites prématurées.
Si les abeilles possédent effectivement la capacité de mesurer le temps, nous pourrions
tester la thermosensibilité de la mesure prospective du temps. Cela nécessite un modele
biologique qui a la capacité de mesurer le temps de facon prospective ainsi que d’exprimer un
comportement démontrant sa perception du temps a différentes températures. Dans le cadre de
cette thése, M. croceipes ne constituait pas un bon modele puisque la méthodologie précédente
ne peut étre utilisée a différentes températures. En effet, la réponse de vol de M. croceipes ne se
fait qu’a Iintérieur d’une étroite fourchette de températures. L’abeille présenterait plus de
potentiel pour ce type d’expérience : en effet, cette dernicre peut étre active a I’intérieur d’une
trés grande fourchette de température: de 15 a 35° Celsius (revue par Kevan & Baker 1983). De
plus, la contention de I’abeille permettrait de facilement modifier la température corporelle en
utilisant des tubes en cuivres placées en contact avec de 1’eau chaude ou froide. Il serait ainsi
possible, suite a un entrainement a intervalle fixe a une température constante, de mesurer le

déplacement temporel de la réponse de I’abeille lorsqu’exposée a différentes températures.

La mesure du temps et le bien-étre animal
La mesure du bien-étre des animaux, autant d’élevage que de laboratoire, constitue un souci
depuis plusieurs années. La recherche concerne principalement 1’absence de bien-étre, la douleur
et la souffrance animale (Mason & Latham 2004; Yeates & Main 2008). Cette emphase vient
probablement d’une plus grande facilité a mesurer des conséquences physiologiques et
comportementales associées a une situation de souffrance animale. De nombreuses méthodes
pour mesurer I’impact de mauvaises conditions chez les animaux ont été développées (e.g. la
présence de maladies, la douleur, le faible taux de croissance, I'immunité déficiente, les niveaux
¢levés de glucocorticoides (Yeates & Main 2008)). Par contre, le bien-étre n’est pas que
I’absence d’effets négatifs, mais aussi la présence d’effets positifs (Seligman & Csikszentmihalyi
2014; Yeates & Main 2008).

Depuis quelques années, une tendance vers une mesure positive du bien-étre se
développe (Boissy et al. 2007). Toutefois, cet intérét se heurte a un probléme méthodologique :

comment mesurer une expérience positive? Parmi les signaux répertorié¢s d’'une mesure positive
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du bien-étre, on note le jeu, les relations sociales positives, le synchronisme des comportements
en situation sociale, etc. Certaines de ces réponses positives sont difficiles a mesurer car elles se
produisent peu fréquemment (par exemple, la course chez le veau, une forme de jeu, n’occupe
que 175 s sur une période de 24 h lorsqu’ils sont bien nourris alors qu’en situation de faim, la
course diminue a environ 100 s, une fraction minime d’une journée qui rend sa mesure plutot
difficile (Krachun et al. 2010)). Les comportements révélant 1’état des individus, autant positif
que négatif, sont aussi souvent difficiles & mesurer, principalement parce que ces animaux
d’¢élevages sont d’anciennes proies. Les signes apparents de faiblesse augmenteraient la
probabilité de prédation (Weary et al. 2009). Finalement, I’appréciation du bien-étre a tout intérét
a utiliser des mesures continues et non discrétes, facilitant la comparaison de différents systémes
d’¢levages, ou permettant de combiner différents facteurs a la fois. Il y a donc un intérét a
développer une méthode de mesure du bien-étre qui pourrait fonctionner autant pour le bien-étre
positif que négatif, et applicable a une multitude d’espeéces et de situations.

La mesure subjective du temps pourrait contribuer a I’évaluation du bien-étre. Comme
cela a déja été démontré, de nombreux facteurs affectent la mesure du temps : la diete (Meck &
Church 1987a; Zeiler 1991), ’entrainement au « clicker » (Penton-Voak et al. 1996), la durée de
I’intervalle entre les tests (Spetch & Rusak 1989), le moment de la journée (Thor 1962), la
drogue (Maricq et al. 1981; Meck & Church 1987b) et la température (revue par Wearden &
Penton-Voak 1995; Chapitre 7). L’état de bien-étre d’un animal pourrait aussi avoir une
influence sur sa mesure du temps subjectif. En situation ou le bien-étre est négativement affecté,
le flot du temps subjectif accélérerait. A I’inverse, en situation ot le bien-étre est positivement
affecté, le flot du temps subjectif ralentirait. Autrement dit : le temps paraitrait plus long en
situation de stress qu’en situation de repos, comme chez I’humain (Chavez 2003).

Une des méthodologies les plus utilisées pour démontrer la mesure du temps chez les
animaux est I’entrainement a intervalle fixe. Cette méthode consiste a donner une récompense
lorsque I’animal fait une action précise, consistant principalement a appuyer sur un levier ou un
bouton, aprés un intervalle de temps donné (Skinner 1938). Le conditionnement opérant,
consistant a associer une récompense a une réponse comportementale a déja été utilisée chez
plusieurs especes domestiques (cochon : Robert et al. 1997; vache: Holm et al. 2002; poule :
Lagadic & Faure 1987; cheval : Williams et al. 2004; mouton : Baldwin 1979a; chévre: Baldwin

1979b; vison: Hansen et al. 2002). Une méthode d’évaluation du bien-étre utilisant le
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conditionnement opérant pourrait donc étre utilisée dans une large gamme d’espéces
domestiquées ou les problémes de bien-étre demeurent importants.

La méthode serait semblable a une étude de biais cognitif, défini comme un biais
systématique dans le processus d’information selon I’état émotionnel de 1’individu (Mendl et al.
2009), mais utilisant le flot du temps. Premiérement, I’animal serait entrainé a répondre a
intervalle fixe pour obtenir une récompense. A ce moment, on pourrait quantifier la réponse de
I’animal selon plusieurs facteurs : le temps moyen de réponse, la latence avant la premiere
réponse, le moment d’obtention de la fréquence maximale de réponses, etc. (Boisvert & Sherry
2006). Ensuite, une fois I’entrainement terming¢, 1’animal se retrouverait dans une autre situation
(lait pasteurisé vs lactoremplaceur pour I’alimentation des veaux, bran de scie vs plancher latté,
isolement vs contact avec congéneres, etc.) afin de mesurer a nouveau sa réponse. La réponse
s’exprimerait hativement en situation de détérioration du bien-étre de I’animal (par exemple, un
animal en contact avec ses congéneres puis isolé), alors que la réponse s’exprimerait tardivement
pour une augmentation du bien-étre (par exemple, un animal isolé puis mis en contact avec ses
congéneres). Cela permettrait d’évaluer et de quantifier la différence de bien-étre entre ces deux

situations, et ainsi obtenir une mesure du bien-&tre pergu par I’animal.

Conclusion

La perception du temps semble s’étendre aux insectes. Plusieurs espéces d’hyménopteres ayant
la capacité de mesurer le temps, il devient intéressant de déterminer a quel moment dans leur
histoire évolutive les insectes ont développé cette capacité. Il serait aussi possible de tester la
perception du temps chez les insectes amétaboles, et méme chez d’autres groupes d’invertébrés,
comme les mollusques. Suite a la démonstration que les plantes peuvent se comporter selon les
prédictions de la quéte optimale (Louapre 2011), on pourrait méme tester leur capacité a mesurer

le temps. L’essentiel reste a identifier la méthodologie adaptée au modele.
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