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Résumeé

Si les parasites sont étudiés depuis trés longtemps, la plupart des
connaissances concernent des parasites présentant un intérét médical ou
vétérinaire. Ainsi, malgré leur omniprésence au sein du monde vivant, le role des
infections parasitaires sur les populations naturelles est encore trés mal maitrisé.

Un objectif de ce travail était d’étudier la pathogénicité de deux groupes de
parasites (tiques et Haemosporidae) au sein de populations de Merles noirs. Ces
deux groupes de parasites se sont révélés associés aux indices de condition
corporelle et de réponse immunitaire des individus. Cependant, 1’étude d’une
population urbaine ne nous a pas permis de confirmer un effet des Haemosporidae
sur la survie et la dynamique de la population de Merles.

L’'incidence du milieu de vie (structuration spatiale) sur le fonctionnement de la
relation hote-parasite a été également abordée. En effet, le Merle est une espéce
ubiquiste. Nous avons montré que les populations de milieu urbanisé présentent
des infections parasitaires plus faibles que celles vivant en milieu forestier. Ce
résultat pourrait expliquer en partie les fortes densités de Merles en zones
urbaines, méme si d’autres interprétations restent bien sir envisageables.

Enfin, divers travaux récents suggérent le role des caroténoides comme lien
entre 'immunité des males et l'intensité de leur signaux colorés. Cependant, ces
études utilisent des mesures de limmunité par challenge immunitaire pour
« mimer » les infections parasitaires. Cette démarche a été récemment discutée car
les challenges pourraient ne pas toujours refléter la résistance parasitaire. Nos
résultats vont dans ce sens. De plus, nos travaux semblent montrer que le contexte
social module la relation entre immunité et signaux colorés. Ceci pourrait remettre
partiellement en cause lidée selon laquelle les caroténoides constituent un
mécanisme universel garant de ’honnéteté des signaux.

Mots clefs

Caroténoides, Haemoproteus, Immunocompétence, Interactions hotes-parasites,
Ixodes ricinus, Pathogénicité, Plasmodium, Structuration spatiale, Taeniopygia
guttata, Turdus merula



«Les réves donnent du travail.»

Paulo Coelho

En couverture

Paul Klee : Forest bird (1920)
Photo: Paul Klee Foundation, CH-3000 Bern, © 2001 Pro Litteris, CH-8033 Zlrich.
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Introduction

generale



L’origine de la vie terrestre remontrait a quatre milliards d’années dans le
milieu liquide. Si la conquéte du milieu terrestre a été trés longue, il est en revanche
probable que dés le tout début, des étres vivants ont été capables de se développer
au sein d’'un autre milieu nouvellement crée : les étres vivants eux-mémes (Combes,
1995). Le mode de vie parasitaire venait ainsi d’apparaitre. Son « succeés » n’allait
jamais se démentir. On estime aujourd’hui que la moitié des organismes vivants sont
des parasites (Price, 1980). Le parasitisme est donc omniprésent dans le monde
vivant et c’est lindividu non parasité qui est l’exception. Ainsi, le maintien
d’individus exempts de pathogénes nécessite un effort considérable (Euzet, 1989).
Cette omniprésence des parasites justifie a elle seule I’étude de leurs effets sur les
systémes naturels.

Cependant, les parasites ont longtemps été sous étudiés en écologie et en
évolution. Ceci provient essentiellement de leur discrétion, comme lindique
astucieusement Combes dans l'avant-propos de son livre "Interactions durables"
(1995) : « On ne verra aucun dessin de parasite dans ce livre, pas plus qu’on ne voit
les parasites dans le monde vivant». Aujourd’hui, 1’écologie parasitaire est une
discipline en plein développement, notamment en raison de la prise en
considération, par les écologues, du role potentiel des parasites dans les processus
de régulation des populations hotes, et de leur impact sur I’équilibre et le
fonctionnement des écosystémes.

Aprés une présentation du mode de vie des parasites, nous réaliserons un bref

historique avant de présenter les objectifs de cette these.



1) Présentation du mode de vie parasitaire

1.1) Définition : qu’est-ce qu’un parasite ?

La diversité des parasites est immense et il existe ainsi de nombreuses définitions
plus ou moins spécialisées en fonction du domaine d’étude. D’'une maniére générale,
le parasitisme n’est que l'une des formes d’association possible entre deux
organismes (Combes, 1995). En effet, comme la symbiose ou le commensalisme, le
parasitisme est une relation hétérospécifique qui implique des interactions étroites
et durables entre les partenaires de l'association (Figure 1).

Dans ce contexte, les parasites peuvent étre définis comme des organismes
présents durant un temps significatif dans ou sur un autre organisme vivant - I’héte
- dont ils obtiennent tout ou partie des nutriments qui leur sont nécessaires et
auquel ils ont le potentiel de nuire. Le tort infligé peut se situer au niveau de
l'individu et a celui de la population (Combes, 1995). Enfin, le parasite se distingue

des parasitoides par le fait qu’il ne tue pas systématiquement son hote.

Pas d’interaction trophique L, .
— —> Phorésie

Interactions +
—

Mutualisme

Association Interaction trophique
entre deux PR L’hote est parfois tué
especes

Interactions-

L’hote est toujours tué .
¢ Parasitoide

Commensalisme

Interaction trophique indirecte

Figure 1 : Les différents types d’associations entre especes (d’aprés Bush et al., 2001). On distingue
les associations sans échange trophique (phorésie) ou a échange trophique indirect (commensalisme)
des relations a échange trophique direct. Parmi ces derniéres, la situation ou les deux partenaires tirent
un bénéfice correspond a une situation dite de mutualisme alors que celle ou I'un des deux partenaires
« exploite » 'autre correspond a une situation dite d’exploitation.

Ces situations d’exploitation sont des situations ou un organisme se développe sur ou dans un autre
organisme -son héte- et en tire sa subsistance. Si le résultat direct ou indirect de ce développement est
la mort de I'hbte, alors on parle de parasitoide (Eggleton & Gaston, 1990), sinon on parle de parasite.




Les parasites sont en général divisés en deux grandes catégories selon leur
taille (Anderson & May, 1979 ; May & Anderson, 1979 ; Bush et al, 2001) : les
microparasites (virus, bactéries et protozoaires) et les macroparasites (helminthes
et arthropodes). Un autre critére de classification des parasites, indépendant du
premier, est basé sur leur localisation au sein de leur hote (Bush et al.,, 2001). On
distingue ainsi les ectoparasites qui sont confinés a l'extérieur du corps de leur
hote (téguments, phanéres), les mésoparasites qui occupent les cavités reliées a
lextérieur (cavité pulmonaire, systéme digestif) et les endoparasites qui se
développent dans le milieu intérieur (appareil circulatoire, milieu intercellulaire,

cellules).

1.2) Spécificités liées au développement des parasites

Le développement des parasites s’effectue sur le milieu vivant qui est un
compartiment de la biosphére au méme titre que le sont les milieux aquatiques et
terrestres (Euzet, 1989). Ce compartiment posséde des caractéristiques particuliéres
qui vont faciliter ou contraindre le développement des parasites (Encart 1, page 5).
Ces « avantages » et « inconvénients » de la vie parasitaire faconnent le mode de vie,
le cycle, la structure et la physiologie des parasites (Cassier et al., 1998). Ainsi de
nombreuses espéces présentent une régression voire une disparition des structures
et fonctions assurées par ’hote (tube digestif, organes photosensibles...) au profit de
celles propres a leur mode de vie (systémes de fixation, hypertrophie des organes
reproducteurs...). Cette simplification atteint son paroxysme chez certains virus qui
ne possedent que la structure minimale nécessaire a leur reproduction et sont a ce

titre, qualifiés de parasites ultimes (Garnett & Antia, 1994 in Fromont, 1997).



Encart 1 : Avantages et contraintes de la vie parasitaire

Avantages

- stabilité de I’habitat en particulier pour les endoparasites et les mésoparasites. En
effet, les organismes vivants maintiennent une certaine constance du milieu intérieur
(acidité, pH, température...). Par exemple, les endoparasites d’animaux homéothermes
bénéficient d'une température quasi constante, quelles que soient les variations de
température de 'environnement extérieur.

- nutriments obtenus de leur hote soit en récupérant une partie de la nourriture
ingérée par ’hote, soit en se nourrissant directement des tissus ou des liquides internes.

- protection contre les prédateurs. Ce dernier point est cependant a nuancer car le
parasite est a la merci des prédateurs de son hote.

Contraintes

- discontinuité du milieu vivant: en effet le milieu vivant est fini aussi bien
spatialement que temporellement constituant des "patchs" temporaires (Dobson & Keymer,
1990). L'espéce parasite doit, pour perdurer, s'affranchir de cette discontinuité en infectant
de nouveaux hotes, et en s'adaptant a un passage plus ou moins long dans le milieu
extérieur. Cette difficulté a conduit a la mise en place par un grand nombre de parasites de
cycles qui peuvent étre trés complexes (Combes, 1995).

- systémes de défense de I’hote. En retour, les parasites ont développé des stratégies
élaborées d’évitement souvent complexes et qui différent fortement selon les taxa. On parle
ainsi d’évitement de Iimmunité (Combes, 1995). La mise en place de ces mécanismes
d’évitement implique un cout supplémentaire pour les parasites.

2) Historique : de la lutte contre les maladies a
1’écologie parasitaire

L’é¢tude des parasites est née de leurs manifestations observables que sont les
maladies. Si les macroparasites visibles (poux...) ont rapidement été identifiés, la
grande majorité est longtemps demeurée une terra incognita. Cette ignorance a
conduit a attribuer les maladies parasitaires a des démons ou a des émanations
empoisonnées (les miasmes). Il faut attendre la fin du XIX#®me sieécle pour que Davaine
montre que la maladie du charbon est dG a un microbe (Bacillus anthracis), ouvrant
ainsi la voie aux recherches de Pasteur qui met en évidence I'existence
«d'animalcules» pathogénes vivant dans l’air ou dans l'eau (Balceroviak, 2003).

I1 s’en suit un développement trés important de I’¢tude des parasites. Les
travaux sont alors soit des inventaires (point de vue naturaliste) (Cheng, 1991) soit
des approches visant a résoudre des problémes sanitaires (point de vue

épidémiologique, médical et vétérinaire) (Cassier et al.,, 1998). Ces approches vont



conduire a développer fortement les connaissances et les méthodes de lutte contre
les parasites (vaccination, antibiothérapie...). Au début des années 70, certains
pensent que 'on est débarrassé de ces « vermines » mais ’euphorie va étre de courte
durée. En effet, ces approches, malgré leur intérét, souffrent du manque de prise en
compte du fonctionnement écologique et évolutif des systémes hoétes-parasites. En
1981, une maladie infectieuse jusque-la exceptionnelle se répand aux USA: la
pneumocystose a Pneumocystis carinii et c’est la le premier signe de I’épidémie du
SIDA (Centers for disease control and prevention, 1982). Cette épidémie va étre le
symbole le plus marquant de I'’¢mergence des nouvelles maladies transmissibles,

mais aussi de la réémergence de maladies anciennes.

A la méme époque, en parallele, un cadre théorique complet se développe,
montrant 'impact potentiel des parasites sur les processus évolutifs de sélection
naturelle et sexuelle comme sur le fonctionnement écologique des populations hotes
(Anderson & May, 1979 ; Dawkins & Krebs, 1979 ; May & Anderson, 1979 ;
Hamilton & Zuk, 1982).

Les travaux se multiplient alors faisant de 1’étude des relations hotes-parasites
I'un des champs les plus dynamiques de 1’écologie et de la biologie évolutive (Sheldon
& Verhulst, 1996 ; Clayton & Moore, 1997). Ces travaux ont rapidement rejoint les
préoccupations meédicales et vétérinaires et se sont enrichis les uns les autres au
point que les frontiéres sont aujourd’hui difficiles a établir (Fromont, 1997). Ce
rapprochement a littéralement fait exploser les connaissances en mettant en
évidence le role de la dynamique, la génétique, la structure spatiale et sociale des
hotes, les caractéristiques de transmission, de multiplication et de virulence*

parasitaire.

* Virulence et pathogénicité font tous deux référence a la diminution de fitness de I'héte
induite par le parasite. On considére parfois la pathogénicité comme I'expression par
I'héte de dysfonctionnements et la virulence comme la part liée uniquement a I'action du
parasite. Sous cette définition, la pathogénicité résulte donc de la virulence parasitaire
mais aussi d’autres facteurs et notamment de la mise en place de systémes de défense
par I'héte. Bien souvent, cette distinction est complexe a réaliser. De plus, d’autres
définitions sont possibles et la distinction entre ces termes reste souvent confuse (Toft &
Karter, 1990 ; Bull, 1994 ; Thomas & Elkinton, 2004). Dans la suite de ce travail, ces deux
termes seront donc largement équivalents.




L’importance de la prise en compte des aspects évolutifs et écologiques dans I’étude
des systémes hotes-parasites est aujourd’hui reconnue jusque dans l'opinion
publique notamment a cause du roéle primordial des activités humaines sur
I’émergence de nombreuses maladies (virus Ebola transmis a 'hnomme lors de
contacts avec des singes, grippe aviaire en Asie liée a Iélevage intensif...).
Cependant, la compréhension précise de limpact des parasites sur les populations
hotes est loin d’étre achevée. Dans ce contexte scientifique, les objectifs de cette
theése se structurent autour des aspects écologiques et évolutifs de lincidence des

parasites sur leur hote.

3) Les objectifs de la these

3.1) Premieére partie « Approche individuelle,
populationnelle et spatiale de la relation Merle noir —
parasites »

L’objectif est ici d’aborder le fonctionnement des systémes naturels, et donc
I'impact des parasites au sein des populations. Cependant avant d’envisager
I'incidence des parasites sur la démographie de la population de I’héte, nous nous
sommes intéressés a impact des parasites au niveau de l'individu. En effet, la prise
en compte de ces deux niveaux nous parait importante pour appréhender de
maniére plus compléte 'action des parasites au sein des populations naturelles
(John, 1997 ; Hatchwell et al.,, 2001). Notre premier objectif a donc été de vérifier
l'existence d’une relation entre les parasites et une altération de certains traits

biologiques de leur hote (Chapitre 1).

Les effets des parasites sur la dynamique des populations hotes ne sont
cependant pas déductibles de la somme des effets pathogénes mis en évidence au
niveau individuel. Il est donc nécessaire de vérifier si la présence de parasites est
liée a des modifications de la survie et de la reproduction (Chapitre 2). Cette
estimation est souvent complexe en milieu naturel et nous avons donc utilisé des

méthodes indirectes pour tenter de mieux les appréhender. Nous avons, de plus,



utilis€é une démarche originale basée sur l'utilisation de modeéles de capture-

marquage-recapture multi-états pour approfondir ce travail.

Enfin, on peut penser qu’il existe des contraintes sélectives différentes entre des
habitats contrastés et que celles-ci peuvent modifier 'ensemble de la relation hote-
parasite. En utilisant des données issues d’habitats variés, nous avons exploré la
variabilité des prévalences et intensités parasitaires (Chapitre 3). Nous avons
également tenté d’identifier les causes de ces variations spatiales pour mieux

comprendre le fonctionnement des populations au sein de la mosaique paysagére.

3.2) Seconde partie « Parasites et sélection sexuelle :
le role clef des caroténoides »

Les caroténoides sont des molécules qui peuvent étre allouées au systéme
immunitaire, a différentes fonctions de maintenance des individus et a leur
pigmentation. De nombreux travaux récents soulignent un compromis d’allocation
des caroténoides entre la pigmentation et la qualité des défenses immunitaires de
I’hote.

Cependant, les résultats actuels proviennent essentiellement de travaux ou les
attaques parasitaires sont mimées expérimentalement sans confrontation réelle
avec des parasites. Nous avons exploré si, au-dela de leur effet immunostimulant,
les caroténoides pourraient permettre a un hote de lutter plus efficacement contre
des parasites avérés chez le Merle noir (Chapitre 4).

Par ailleurs, nous avons cherché a mettre en évidence le role de facteurs
extrinséques comme le contexte social sur ce compromis. Nous avons ainsi testé
I'influence de la présence de femelles sur les changements dun caractére coloré
soumis a sélection sexuelle chez des males de Diamants mandarins (Taeniopygia

guttata ) dont le systéme immunitaire est activé (Chapitre 5).



Matériel et
méethodes



1) Le modele aviaire : le Merle noir

L’essentiel de nos travaux concerne le Merle noir (Turdus merula), qui constitue
notre modéle aviaire de base. Nous avons cependant utilisé ponctuellement un
autre modele pour des raisons pratiques (le Diamant mandarin Taeniopygia
guttata). Cette espéce qui est maintenant devenue un sujet -classique
d’expérimentation en biologie évolutive ne sera pas présentée dans ce matériel et

méthodes général (voir Chapitre 5).

1.1) Présentation de ’espéce

Le Merle noir appartient a la famille des Turdidés (Ordre des Passériformes). Sa
distribution géographique est essentiellement européenne avec des prolongements
vers le Proche Orient et I’Afrique du nord (Figure 2). L’espéce est aussi présente en
Nouvelle-Zélande et en Australie suite a I'importation d’individus (Isenmann, 2000).
Il existe enfin des sous-espéces voisines en Asie du sud ouest et en Inde (Isenmann,
2000). En France, le Merle noir figure parmi les dix espéces d’oiseaux les plus

abondants et répandus.

Figure 2 : Distribution de I'aire de nidification européenne du Merle noir (Isenmann, 2000).
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A Torigine strictement inféodé au milieu forestier, il a progressivement colonisé
les villes européennes au cours du XIXéme et au début du XXeéme siecle (Luniak et al.,
1990). Aujourd’hui ’habitat du Merle est trés diversifié, incluant une gamme variée
d’habitats forestiers et pseudoforestiers jusqu’aux habitats urbains fortement

anthropisés.

Il s’agit d’'une espéce socialement monogame. Cependant, au niveau génétique,
des paternités hors couple ont été mises en évidence (Creighton, 2000) de méme
que des cas de parasitisme de ponte (Wattier, com. pers.). Les males déterminent
des territoires durant l’hiver et les couples se forment au début du printemps. La
ponte est en général de trois ou quatre ceufs qui éclosent apreés treize jours
d’incubation. Les soins aux jeunes sont biparentaux. Les jeunes restent au nid

deux semaines mais continuent d’étre nourris environ trois semaines apres l’envol.

1.2) Intérét du modeéle

Le Merle est un modéle biologique qui présente plusieurs avantages pratiques.
L’espéce étant trés abondante, elle offre a priori de bonnes opportunités pour
constituer des échantillons assez importants. De plus, il est en général possible de
reconnaitre visuellement le sexe et la catégorie d’age des individus (Tableau 1).
Ainsi, on peut distinguer les juvéniles sortis du nid avant la premiére mue, les
individus de premiére année « yearling » male et femelle et les individus de deux ans
et plus male et femelle. Cependant, la distinction entre yearlings et adultes est peu
évidente en pratique pour certaines femelles, conduisant a wune catégorie

« indéterminée » qui regroupe des yearlings et des adultes.

Tableau 1 : Caractéristiques anatomiques permettant de distinguer I'age et le sexe chez le Merle noir
(Cramp, 1988 ; Svensson, 1992)

Rémiges | Plumage Bec Anneau orbital
Juveéniles Brun Brun moucheté de | Brun Brun
parties plus claires
Males Yearling (1 an) Brun Noir Brun a jaune orangé | Brun a jaune orangé
Femelles Yearling (1 an) | Brun Brun roux Brun Brun
Méales adultes (>1 an) Noir Noir brillant Jaune orangé Jaune orangé

Femelles adultes (>1 an) | Brun roux | Brun roux Brun a jaune orangé | Brun a jaune orangé
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Au-dela de ces aspects pratiques, cette espéce constitue un modéle intéressant
pour l’étude des relations hotes-parasites puisque le Merle est connu pour étre
I’hote de nombreux parasites : c’est d’ailleurs un oiseau fréquemment infecté par
les tiques (Humair et al., 1993, 1998). De plus, en Angleterre, de trés forts taux de
parasites sanguins haematozoaires ont été mis en évidence (Hatchwell et al., 2000,
2001). De plus, son caractére ubiquiste permet d’explorer l'interaction avec ces
parasites dans différents types d’habitats. Enfin, les males présentent un bec dont
la coloration caroténoide-dépendante varie du jaune a l'orange. Celle-ci parait liée
d’'une part a certaines performances démographiques et d’autre part a ’activation
du systéme immunitaire (Préault, 2003). Cela offre de bonnes opportunités pour

aborder le lien entre caroténoides, sélection sexuelle et parasites (partie 2).

1.3) Sites et méthodes d’études

1.3.1) Données locales

a) Sites d’études

Les données présentées au cours de ce travail proviennent de deux catégories
d’habitat :

- T’habitat urbain correspond a des parcs arborés répartis sur deux sites
géographiques : Dijon (21) et Villeurbanne (69). Au sein de la ville de Dijon, le site
du jardin de l’Arquebuse (5,5 ha) a fait 1'objet d'une attention soutenue mais
d’autres sites ont été utilisés plus ponctuellement (le campus universitaire (40 ha),
le cimetieére des Péjoces (8 ha) et la Coulée Verte (3,6 ha)).

- Tl’habitat forestier est représenté par des milieux de plaine présentant de
grande surfaces boisées continues (Forét des Crochéres située entre Auxonne (21)
et Dole (39) et la fondation Pierre Vérots, située a Saint-Jean-de-Thurigneux (01)).
La forét des Crocheéres a également fourni deux sites distincts situés de part et

d’autre du massif forestier.
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b) Suivi de reproduction

Sur le site de ’Arquebuse un suivi de reproduction a été réalisé de 1997 a 2003.
Les couples ont été repérés par des observations réguliéres. Les nids étaient
localisés grace a un suivi régulier des activités de construction des femelles
(transport de matériaux) et a une recherche systématique par inspection des sites
de nidification potentiels.

A Tlissue de chaque saison de reproduction, ce suivi a notamment conduit a
déterminer pour les couples suivis :

- le nombre total d’ceufs pondus par saison.

- le nombre de juvéniles a I’'envol par saison.

Ces paramétres présentent des variations interannuelles importantes (liées par
exemple aux conditions météorologiques). Pour s’affranchir de cette variation lors
des analyses statistiques, les données ont été standardisées a une moyenne de O et

une déviation standard de 1 pour chaque année (Faivre et al., 2001).

c) Mesures biométriques et prélevements

Les captures sont effectuées grace a un filet maillant. Pour chaque individu, le

sexe et ’age sont déterminés (voir Tableau 1 ; page 11).

Chaque oiseau est bagué avec une bague métallique délivrée par le Centre de
Recherche sur la Biologie des Populations d'Oiseaux (CRBPO) et portant un code
alphanumérique unique. Pour les individus de I’Arquebuse s’ajoute une
combinaison individuelle de bagues plastiques colorées permettant ainsi une

identification a distance dans le cadre du suivi de reproduction.

Pour chacun des individus, nous avons mesuré la longueur des tarses (+ 0,02
mm) et des ailes (£ 0,5 mm). De plus, la masse a été déterminée a l'aide d'une

balance électronique (+ 0,1 g).
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Un prélévement sanguin (0,3 mL en moyenne) est pratiqué au niveau de la veine
brachiale en utilisant des aiguilles stériles et des microcapillaires pré-héparinés
(Campbell, 1995). Le sang ainsi obtenu est centrifugé de maniére a séparer plasma
et culot, qui sont conservés a -20 ou -70°C. 60 uL de sang sont également placés
dans un tampon de lyse (Queen’s lysis buffer ; Seutin et al., 1991) pour réaliser des
analyses génétiques (Chapitre 3). Enfin, une goutte de sang sert a la réalisation
d'un frottis sanguin (Annexe 3). L’observation microscopique du frottis (x 1000)
permettra de réaliser des numérations sanguines (lymphocytes, éosinophiles,

hétérophiles ; Campbell & Dein, 1984) et de détecter les parasites sanguins.

1.3.2) Données nationales

En plus de ces données régionales, nous avons pu obtenir des données a
I’échelle nationale. Elles sont issues du programme de suivi temporel des oiseaux
communs (STOC), géré par le CRBPO (Centre de Recherche sur la Biologie des
Populations d’Oiseaux). Ce programme impose deux sessions de capture
printaniére par an pour une série de sites distribués sur ’ensemble du territoire
national (voir <http://www.mnhn.fr/mnhn/crbpo/stocprot.htm>). Chaque oiseau
capturé est sexé et son age est déterminé. Les individus sont bagués et la longueur

de l'aile droite et la masse sont mesurées.
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2) Les modeles parasites

2.1) Le modeéele endoparasite : les Haemosporidae

2.1.1) Présentation

Les Haemosporidae sont des protozoaires parasites appartenant au phylum
Apicomplexa (Atkinson & Van Riper III, 1991). Ce sont des parasites qui posseédent
un large spectre d’hotes (reptiles, oiseaux et mammiféres). Ils présentent un cycle
de développement ou alternent les phases sexuées et asexuées réalisées dans des

cellules des tissus et du sang de leur hoéte (Valkitnas, 2005).

Chez les oiseaux, on rencontre trois genres parmi ces parasites (Plasmodium,
Haemoproteus et Leucocytozoon). Environ 68 % des espéces d’oiseaux examinés
présentent au moins l'un de ces genres (Atkinson & Van Riper III, 1991). Le genre le
plus fréquent est Haemoproteus (67 % des espéces infectés) puis vient Plasmodium
(41,5 % des especes infectés) et enfin Leucocytozoon (39 % des espéces infectés)
(Atkinson & Van Riper III, 1991). Ces trois genres d’Haemosporidae sont distribués

sur l'ensemble du globe a 'exception de ’Antarctique (Valkitinas, 2005).

En général, la plupart des espéces de Plasmodium peuvent se transmettre a des
oiseaux appartenant a différents ordres. En revanche, les espéces d’Haemoproteus
et de Leucocytozoon sont plus spécifiques et se transmettent rarement entre oiseaux

d’ordre différent (Valkitinas, 2005).

Ces parasites ont toujours besoin dun hoéte intermédiaire hématophage
(vecteur), qui absorbe le parasite lors d'un repas sanguin et l'injecte a son hote
définitif lors d’une piqure ultérieure. Les vecteurs diptéres sont relativement mal

connus pour la grande majorité des espéces de parasites.
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On peut cependant distinguer des familles et des genres de vecteurs en fonction
des parasites (Valkitnas, 2005) :
- Plasmodium est transmis par des Culicidae (essentiellement des genres
Culex, Culiseta, Aedes, Anopheles et Mansonia).
- Haemoproteus est transmis par des Ceratopogonidae et des Hippoboscidae.

- Leucocytozoon est transmis par des Simulidae.

Le cycle parasitaire est complexe (Figure 3, page 17). A chaque étape, le parasite
est exposé aux moyens de défense de 1'hoéte. Cependant, une bonne partie du cycle
est complétée a lintérieur des cellules de 1'hote, ce qui limite l’exposition aux
défenses immunitaires de celui-ci. De plus, il existe différents stades ou il y a
multiplication asexuée du parasite, ce qui permet d'augmenter ses chances de
survie. Enfin, il semble que la rupture des érythrocytes qui libére les mérozoites
dans le sang soit fréquemment synchronisée, ce qui conduit a la libération dun
nombre important de parasites et donc « submerge » le systéme immunitaire de
I’'hote (Valkitnas, 2005). Chez l'homme, ce sont ces ruptures synchrones et
cycliques des érythrocytes qui entrainent les « crises de paludisme » (Malaguarnera
& Musumeci, 2002). Ce mécanisme est cependant beaucoup moins connu chez les

oiseaux (Atkinson & Van Riper III, 1991).

Les Haematozoaires sont un modéle parasitaire intéressant car ils sont
facilement détectables par l'analyse des frottis sanguins qui représente une
méthode de détection peu colteuse et qui ne nécessite pas de sacrifier ’hote. Ces
parasites ont fait I'objet de nombreux travaux en écologie et en évolution. On sait
qu’ils peuvent étre hautement pathogénes dans certaines situations (voir par

exemple Valkitnas, 2005).
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Mérozoites
§ SCHIZOGONIE GAMETOGONIE

Sporozoites Gametocytes

Sporozoites Gamétocytes

SPOROGONI
Gamétes

oocystes
' \ ookinétes

Figure 3 : Cycle de vie schématique d’'un Haemosporidae. Un hote est infecté par des sporozoites
inoculés par un diptére hématophage lors du repas de sang. Les sporozoites gagnent les tissus de
I'héte, grossissent et réalisent une phase de reproduction asexuée appelée schizogonie qui produit
des mérozoites. Les mérozoites peuvent s’installer dans d’autres tissus et réaliser une ou plusieurs
schizogonies. Chez Plasmodium, les mérozoites qui gagnent les érythrocytes vont également
réaliser une ou plusieurs schizogonies dans les globules rouges. Les mérozoites se développent en
gamétocytes dans les globules rouges (gamétogonie). Ces gamétocytes seront ingérés avec les
globules rouges par un autre diptére hématophage lors de son repas de sang. La fertilisation entre
gamétocytes a lieu dans lintestin du moustique. Aprés formation des zygotes, ceux-Ci se
transforment en des formes allongées et invasives, les ookinétes, qui péneétrent I'épithélium
intestinal et s’arrondissent en oocystes sous la lame basale. Une reproduction asexuée (la
sporogonie) conduit a la formation d’un trés grand nombre de sporozoites. La rupture de I'oocyste
mature libére ces sporozoites qui vont migrer vers les glandes salivaires. Ce sont ces sporozoites
qui infecteront le prochain héte lorsque l'insecte injectera les anticoagulants produits par les glandes
salivaires au cours de son prochain repas (d’aprés Atkinson & Van Riper Ill, 1991).

zygotes
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2.1.2) Méthodes d’étude

La méthode d’¢tude classique consiste a analyser visuellement des frottis
sanguins (voir Annexe 1 pour une description détaillé de la réalisation des frottis
sanguins). L’'observation d’un frottis nous permet de déterminer la présence ou non
de parasites (prévalence) et de déterminer le nombre de cellules parasitées

(intensitée).

a) Identification des parasites

La taxonomie repose surtout sur la morphologie des différents stades du
parasite. Pour distinguer les différents genres de parasites présents dans notre
étude, nous avons utilisé la clef de détermination de Valkitinas (2005*) que nous
avons simplifiée par rapport aux espéces de parasites rencontrés dans notre étude
(Figure 4, page 19). En complément des critéres décrits par Valkitnas (2005), nous
avons utilisé des informations issues de 1'International Reference Center of Avian
Haematozoa (Bennett & Peirce, 1988 ; Bennett et al.,, 1993a ; 1994). Nous avons
également pu confirmer nos identifications grace a la collaboration de M.J. Wood,
formé indépendamment a la détermination visuelle de parasites chez le Merle noir.
De plus, nous avons, au cours de ce travail, développé des outils d’identification
moléculaire qui nous ont permis de confirmer la bonne identification visuelle des

genres parasites (voir Chapitre 3 pour une présentation détaillée).

* Les descriptions utilisées proviennent du travail de thése de Valkilinas de 1997 (Valkitinas, G. 1997. Bird
Haemosporida. Acta Zool. Lituanica 3-5. Institute of Ecology, Vilnius) Ce travail essentiellement écrit en russe a
été traduit en anglais et a donné lieu a un livre en 2005. Les parties de la thése que nous utilisions jusqu'a
récemment étant rigoureusement les mémes dans cet ouvrage, nous avons choisi de citer systématiquement cette
référence. nlus facilement accessible.
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Gamétocyte mature rond =) Plasmodium
schizonte rond : sous genre Haemamoeba

- Le gamétocyte peut étre de forme ovale mais ne dépasse jamais la longueur d'un érythrocyte (10um)
- Schizonte présentant au moins une vacuole sans accumulation pigmentaire a son pourtour
- granules de pigments toujours de forme ronde ou ovale (jamais en forme de batonnet)

granules majoritairement de petite taille

granules majoritairement de taille moyenne
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e Granules pigmentaires de forme
irréguliere, sombres et réfringents

e Forme souvent asymétrique mais
pas de forme amiboide

e Macrogamétocyte plus sombre que
Haemoproteus

¢ 13 Granules pigmentaires de
forme réguliere et de ftaille
moyenne

e Gamétocyte de forme réguliere
(saucisse)

¢ 10% des macrogamétocytes
dont la partie centrale n’est pas
collée a la paroi

e En général moins de 7
granules pigmentaires de
couleur dorée et de
petite taille mais présentant une
tendance agrégative

o Tous les macrogamétocytes
ont la partie centrale collée a la
paroi

Plasmodium sous genre Novyella

Haemoproteus

Haemoproteus

¢ 5 a 6 schizozoites dans le shizonte
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contact avec le noyau
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Figure 4 : Clef de détermination des especes de Plasmodium et d’Haemoproteus rencontrés dans la

région dijonnaise chez le Merle noir (adapté d’apres Valkilinas, 2005).
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b) Quantification

b.1) Mise au point de la méthode

Les infections par les protozoaires sont détectées par un examen microscopique
des frottis (x 1000). Les estimations précises de lintensité des hémoparasites
(nombre de parasites dans un individu hote) sont difficiles a obtenir. Pour ces
parasites intra-érythrocytaires, l'intensité de l'infection correspond au nombre de
cellules infectées pour 10 000 érythrocytes (Godfrey et al, 1987).
Traditionnellement, on dénombre les globules rouges d'un champ, puis on estime le
nombre de champs nécessaires pour examiner plus de 10 000 érythrocytes. Cette
technique ne permet pas de quantifier avec précision ni les hématozoaires
intracellulaires, ni les leucocytes, notamment parce que la densité en érythrocytes
ne peut étre constante sur tout un frottis (Godfrey et al.,, 1987). Il nous a semblé
nécessaire d’optimiser et de standardiser la lecture. Pour cela, nous avons utilisé
une grille de comptage placée dans l'oculaire du microscope afin de déterminer des
champs de dix mailles sur dix, facilitant le décompte des cellules. Le nombre de
globules rouges présents dans la grille est estimé tous les dix champs et plus
fréequemment si I’étalement des cellules n’est pas homogéne. Cette méthode permet
d’obtenir une estimation beaucoup plus précise du nombre d’érythrocytes examinés
et permet une estimation de lintensité parasitaire. Une fois cette observation
terminée, la lame est observée a un grossissement X 400 sur une centaine de
champs pour détecter la présence de parasites d’une longueur supérieure a 10 um
(Leucocytozoon, microfilaires). Le temps moyen d’une observation totale varie de 45

minutes a 1 heure par frottis.

b.2) Répétabilité entre observateurs

Les données sont toutes issues de cing observateurs formés de la méme
maniére. Pour tester la répétabilité entre observateurs, nous avons constitué un
échantillon de seize frottis représentant une large gamme d’intensité parasitaire qui

a été examiné par cinq observateurs différents.
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Ces frottis ont été anonymés par une personne extérieure et analysés par les

différents observateurs « en aveugle ». Les résultats révelent une bonne répétabilité

a la fois en prévalence (Tableau 2) et en intensité (Tableau 3) et ce, malgré le faible

échantillon.

Tableau 2 : Comparaison des prévalences détectées pour chacun des observateurs. k' indique la
valeur du coefficient de Cohen, qui varie de 0 (aucune similitude) a 1 (similitude totale) (Lehner,
1996). P représente la probabilité que la concordance entre observateur soit due au hasard. Les
noms des cing observateurs sont donnés avec leurs initiales (AB, AG, BF, CG, MB).

Plasmodium Haemoproteus
BF AB AG CG BF AB AG CG
AB k 0,75 AB k 0,87
P 0,003 R <0,001
AG k 0,75 0,75 AG k 0,87 1,00
P 0,003 | 0,003 B <0,001 | <0,001
CG k 0,75 0,75 0,75 CG k 0,63 0,18 0,75
P 0,003 | 0,003 | 0,003 P 0,012 0,002 0,002
MB k 0,50 0,50 0,50 0,50 MB k 0,75 0,61 0,61 0,63
B 0,039 |0,039 | 0,039 | 0,039 B 0,003 0,013 0,003 | 0,012

Tableau 3 : Comparaison des intensités pour chacun des observateurs. tau indique la valeur du
coefficient de corrélation non paramétrique de Kendal. P représente la probabilité que cette
corrélation soit due au hasard. Les noms des cing observateurs sont donnés avec leurs initiales (AB,
AG, BF, CG, MB).

Plasmodium Haemoproteus
BF AB AG CG BF AB AG CG
AB tau | 0,82 AB tau | 0,90
P | <0,001 P <0,001
AG | tau | 0,39 0,45 AG |tau | 0,90 1,00
P |0,06 0,03 R <0,001 | <0,001
CG |tau | 0,75 0,84 0,47 CG |[tau | 0,74 0,86 0,86
P | <0,001 <0,001 0,02 P 0,001 <0,001 | <0,001
MB | tau | 0,63 0,602 0,66 0,63 MB | tau | 0,86 0,80 0,80 0,81
P |0,004 0,005 0,002 0,004 P <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
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2.2) Le modele ectoparasite : les tiques

2.2.1) Présentation

Les tiques sont des acariens ectoparasites qui se nourrissent du sang de
mammiféres, d’oiseaux ou de reptiles. On connait environ 850 espéces de tiques
dans le monde, réparties essentiellement en deux familles :

- les Ixodidee, ou « tiques dures », qui représentent environs 80 % des espéces
connues. Elles possédent des zones de tégument chitinisé dur,

- les Argasidee qui ont un tégument sans sclérification, ce qui leur vaut le nom

de "tiques molles".

Chez les Merles, il semble que l’espéce Ixodes ricinus (tique dure) soit largement
majoritaire (L. Gern, com.pers.). Cette espéce se développe selon un cycle dont la
durée est en moyenne de 2 a 4 ans mais qui peut aller jusqua 7 ans si les
conditions climatiques ne sont pas favorables. Au cours de ce cycle, il existe trois
stases successives de développement qui sont dites larvaire, nymphale et adulte
(Figure 5, page 23). Chaque stase est séparée par une mue qui nécessite un repas

de sang.

Les tiques ne disposent pas de moyens de
déplacement importants et ne peuvent pas aller a la
rencontre de leurs hotes. Pour se nourrir, quelle que
soit sa stase, L ricinus pratique l'affit (Figure 6). Cette
espéce, n’a pas de tropisme marqué aux stases larvaire

et nymphale et elle est capable de se nourrir sur plus

de 300 espéces d'hotes tant sur les reptiles que sur les

Figure 6 : Ixodes. ricinus
adulte en posture d’afft

marque une nette préférence pour les mammiféres de sur une herbe (Photo in
George, 2005)

oiseaux ou les mammiféres. Mais a la stase adulte, elle

grande taille (George, 2005). Cette tique trés hygrophile
est présente partout en France, sauf a des altitudes excédant 1000-1200 meétres, ou

dans des régions trop séches ou inondables (Delaye, 1998).
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Figure 5 : Cycle de vie schématique d’une Tique Ixodes ricinus. Le cycle peut étre décomposé en
trois stases :

Stase larvaire. De I'ceuf nait une larve hexapode, inframillimétrique, donc a peine perceptible a I'ceil
nu. Apres s’étre fixée pendant quelques jours sur un vertébré pour se gorger lentement de sang, elle
tombe sur le sol, digére, puis mue pour se transformer...

Stase nymphale... en une nymphe octopode mesurant environ un millimétre a jeln, et deux
millimetres repue. Le deuxieme repas de sang sera pris dans les mémes conditions de durée pour se
gorger puis se détacher...

Stase adulte....ll permettra la mue en adulte de 3 a 4 mm. La femelle, aprés copulation, devra
encore se gorger pleinement de sang, jusqu’a prendre la taille d’'un petit pois. Ce qui lui permettra de
pondre de 1 000 a 15 000 ceufs, selon les espéces et le sang ingéré, avant de se dessécher et de
mourir ; le male lui n’est pas hématophage. (Delaye, 1998)

Mort de la femelle

Les tiques hématophages exercent une pression directe sur leurs hotes. Cette
pression trophique et les réactions inflammatoires liées a la piqare peuvent
représenter un cout important pour les individus (Doby & Bigaignon, 1997). Ce
cout est renforcé par importance et la variabilité de l'infestation (Humair et al.,
1993). Ces parasites semblent donc a priori étre un bon modéle pour étudier les

coUts parasitaires au sein des populations naturelles.
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De plus, I ricinus est vectrice de nombreux pathogénes notamment des
flavivirus, des bactéries (Borellia burgdorferi, Rickettsia helvetica...), des protozoaires
(Babesia divergens...) et des nématodes (Dioetalonema...) (Delaye, 1998). En plus
de la diversité des pathogénes transmis, les taux d’infection des tiques peuvent étre
élevés. En France, en moyenne, 10 a 15 % des tiques seraient contaminées par B.
burgdorferi sl, avec des variations locales importantes. Cette bactérie responsable
de la maladie de Lyme est la maladie vectorielle humaine la plus fréquente en
Europe et fait l'objet d'un suivi épidémiologique particulier en France (Centre
National de Référence des Borrelia, 2005). Cet impact sur la santé publique est une

autre justification de I’étude de ces parasites.

2.2.2) Méthodes d’études

a) Origine des données

a.l) Données locales

Chaque Merle capturé est minutieusement inspecté au niveau de la téte et des
articulations tibio-tarse de maniére a comptabiliser et a prélever systématiquement
les Ixodidae présents. Nous déterminons donc pour chaque individu Ila
présence/absence (prévalence) et le nombre de tiques (intensité). Les tiques

prélevées ont été conservées dans de 1’alcool a 70%.

a.2) Données nationales

Grace a la mise en place d'une collaboration avec le CRBPO, un programme de
suivi parasitaire des Merles et des Grives a été initié en 2002. Chaque individu a été
inspecté pour la présence de tiques nous donnant accés a la prévalence. Il n’était
pas possible de demander dans le cadre de cette collaboration une inspection de la
totalité de la téte et des articulations tibio-tarse. L’inspection a donc été effectuée

uniquement au niveau de la commissure du bec et du tour de l'oeil (Figure 7) qui
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sont, chez le Merle, les zones ou la trés grande majorités des tiques se fixe (Humair

et al., 1998; Grégoire, 2003).

Figure 7 : Présentation des zones observées pour détecter la présence de tiques dans le cadre du
suivi national. Les fleches indiquent les zones a examiner pour évaluer la présence de tiques.

b) Répétabilité

b.1) Données locales

Les données issues des stations locales ont été réalisées par différents
observateurs formés a la détection des tiques. Nous n’avons pas réalisé de test
formel de la répétabilité de nos dénombrements mais des comparaisons lors des

captures indiquent une trés bonne cohérence a la fois en prévalence et en intensité
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b.2) Données nationales

La variabilité des provenances n’a pas permis la mise en place systématique de
tests spécifiques de répétabilité. Cependant, dans les cas de capture multiples d’'un
individus le méme jour, on retrouve trés fréequemment le méme statut parasitaire
quelque soient les observateurs (quatre statuts différents sur plus de 100 cas de

captures multiples analysés) ce qui semble confirmer la fiabilité des observations.
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1) Pathogénicité des parasites : comment
et pourquoi ?

De méme que les parasites sont extrémement diversifiés, les mécanismes
responsables de leur pathogénicité présentent une variabilité trés importante. La
pathogénicité dépend de l'action des parasites mais aussi de la résistance
individuelle des hotes qui constitue l'autre face de la méme interaction (Toft &
Karter, 1990). Sans chercher a étre exhaustif, nous allons illustrer cette diversité en

présentant quelques uns des modes d’action et des mécanismes les plus fréquents.

1.1) « L’agressivité » du parasite

1.1.1) Comment agissent les parasites ?

La pénétration directe de certains parasites dans leur hote, ainsi que les
migrations internes peuvent provoquer des dégats importants. C’est par exemple le
cas pour Ascaris lumbricoides, dont la larve libérée dans l'intestin en perfore la paroi
pour migrer ensuite longuement dans l'organisme (Cassier et al, 1998). L’action
mécanique des parasites conduit aussi a détruire ou modifier certaines fonctions,
comme dans le cas des castrations mécaniques (Hurd, 1993). De plus, la plupart des
parasites se nourrissent aux dépends de leur hoéte, cette consommation peut avoir
de tres lourdes conséquences pour ’hote par effet de spoliation (Bush et al., 2001).

En plus de ces effets liés a leur développement, certains parasites produisent des
toxines qui altérent la physiologie de ’'hote (Bush et al., 2001). Certains agissent
aussi de maniére importante sur le systéme immunitaire de leur hote en induisant
des immunosuppressions ou des réactions d’hypersensibilité. On sait, par exemple,
que Trypanosoma cruzi induit la formation d’anticorps contre les protéines de ’hote
lui-méme et que cette auto-immunité est en partie responsable du pouvoir

pathogéne de ce parasite (Kierszenbaum, 1999).

L’association de ces différents mécanismes explique une part de la pathogénicité

des parasites. Cependant, au sein des populations naturelles, de nombreux effets

-29 -



indirects se surajoutent, augmentant ainsi le pouvoir pathogéne des parasites. En
altérant la « santé » de leur hote, les parasites peuvent modifier tous les traits
d’histoire de vie. Ainsi certains individus parasités présentent une diminution de
leur capacité compétitive ou de leur résistance aux agressions extérieures
(prédateurs, autres parasites, environnement abiotique) (Gilbert et al., 2001). Le
statut social de ’hote peut également étre affecté (Freeland, 1981 ; Schall & Dearing,
1987). D’une maniére plus générale, son comportement peut étre modifié
aboutissant a une limitation du succés d’appariement (Hamilton & Zuk, 1982 ;
Schall & Dearing, 1987). Par ailleurs, certains parasites altérent les comportements
liés aux soins parentaux (Meller, 1990). Enfin, ils causent parfois des effets plus

indirects tels qu’une réduction de la durée de la période reproductrice (Mgller, 1990).

1.1.2) Pourquoi les parasites sont-ils virulents ?

En dehors des cas de virulence « par hasard » (Bull, 1994 ; Levin, 1996 ; Ebert,
1998 ; Bush et al., 2001) qui apparaissent suite a la mise en contact inopinée dun
parasite avec un hote nouveau, la virulence parasitaire peut sembler paradoxale. En
effet, en réduisant la durée de vie de 'hote, le parasite réduit du méme coup sa
propre durée de vie. Ainsi, la virulence semble réduire la propagation des parasites
et devrait étre contre-sélectionnée (sauf dans certains cas ou l'immobilisation ou la

mort des hotes servent le cycle parasitaire (Smith-Trail, 1980 ; Ewald, 1995).

La théorie dominante a ainsi longtemps considéré que la virulence ne peut
évoluer qu'en diminuant et que les associations hote-parasite devraient évoluer
vers le mutualisme, c’est-a-dire une association a bénéfice réciproque (Cassier et al.,
1998). Le probléme de cette théorie est qu’elle considére la virulence comme un
élément indépendant. En fait, la virulence des parasites découle directement de
contraintes liées a leur développement et leur reproduction au sein de leur hote. 11
n’y a donc aucune raison pour que l’évolution conduise systématiquement a
diminuer la virulence parasitaire.

De plus, au-dela de ces contraintes, les parasites évoluent dans une relation

étroite avec leur hote qui a été formalisée dans le cadre de la théorie de la course
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aux armements (Van Valen, 1973 ; Dawkins & Krebs 1979). La course aux
armements correspond a une suite d’adaptations et de contre-adaptations des
parasites et des hotes. Ceci peut aussi bien conduire a la diminution qu’a
l'augmentation de la pathogénicité (puisque l'augmentation de l’agressivité peut, ou
non, étre compensée par l'augmentation de la résistance de 1'hote). De nombreux
travaux théoriques et empiriques ont confirmé que l'atténuation n'est pas la seule
issue possible (Levin & Pimentel, 1981 ; Anderson & May, 1982 ; Herre, 1993 ;
Ebert, 1994 ; Ewald, 1995).

Plus généralement, 1’évolution des parasites peut étre considérée comme un
compromis entre la virulence (qui doit étre minimale pour augmenter la "survie",
c'est-a-dire la durée de l'infection) et la transmission. Cependant, la généralité de ce
compromis n’est pas démontrée et a fait réecemment 'objet d'un vif débat (Ebert &

Bull, 2003 a et b ; Elliot, 2003 ; Gandon & Day, 2003).

1.2) La résistance des hotes

1.2.1) Comment se défendent les hotes ?

Parmi les mécanismes de résistance des hotes, le systéme immunitaire est un
moyen de lutte extrémement efficace (Roitt et al., 2001, Zuk & Stoehr, 2002).
L’'importance de ce systéme est illustrée par le fait que s’il est supprimé par une
maladie (SIDA...) ou pour raisons médicales (greffes), l'organisme devient
extrémement sensible & une grande variété d’agents infectieux.

Chez les Vertébrés, on distingue classiquement une composante innée non
spécifique et une composante acquise spécifique (Roitt et al., 2001).

- La composante innée repose essentiellement sur des cellules réalisant une
phagocytose (neutrophiles ou hétérophiles, monocytes, macrophages) ou une
attaque cellulaire (éosinophiles et cellules tueuses naturelles (NK)). En plus de ces
cellules difféerentes molécules interviennent dans la réponse immunitaire

(histamine, interférons...).
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- La composante acquise se manifeste sous deux formes: une réponse
immunitaire a médiation cellulaire (activation des lymphocytes T) et une réponse
immunitaire a médiation humorale (production d’anticorps par les lymphocytes B).
Au cours de cette réaction spécifique, certaines cellules se mettent dans un état de
repos qui peut persister des années, voire toute la vie. Elles forment la mémoire
immunitaire qui permet une réponse immunitaire accélérée et plus intense si le
méme micro-organisme pénétre a nouveau dans le corps (c’est sur ce principe

qu’est fondée la vaccination).

En plus du systéme immunitaire, les hotes présentent de nombreux autres

systémes de résistance essentiellement en rapport avec l'apparence physique et les

comportements (Combes, 1995). On sait par exemple que différentes espéces

d’oiseaux choisissent leurs sites de reproduction pour éviter les parasites (Christe et

al.,, 1994 ; Danchin et al.,, 1998). De méme, les migrations saisonniéres permettraient

notamment de diminuer les risques d’exposition a certains parasites (Combes, 1995).

1.2.2) Pourquoi la défense de I’hote est-elle
imparfaite ?

Malgré leur efficacité, les systémes de défense de I’hote ne sont pas parfaits et ne
permettent pas de lutter totalement contre tous les parasites. Pour expliquer cette
imperfection, un principe trés débattu en biologie évolutive considére que ces
systéemes de défense présentent un colt pour l'héte. II s’établirait ainsi un
compromis d’allocation entre le cott de mise en place d'une défense (qui limite la
perte de valeur sélective imputable au parasite) et le besoin d’assurer les autres
composantes de la valeur sélective (Sheldon & Verhulst, 1996 ; Coustau et al,

2000).

Cet aspect a été particulierement étudié pour le systéme immunitaire. Le cott de
son activation a été mis en évidence récemment grace a des expériences qui testent
les effets de l’activation du systéme immunitaire (challenge immunitaire). Ainsi,

différentes  espéces  d’oiseaux  présentent une diminution du @ taux
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d’approvisionnement de leur poussin lorsque leur systéme immunitaire est stimulé

(Ilmonen et al., 2000 ; Raberg et al., 2000 ; Bonneaud et al., 2003).

Une hypothése considére que le cout de la résistance est énergétique : la
réponse immunitaire monopoliserait une partie des ressources partagées avec
d’autres fonctions liées a la fitness (Lochmiller et al., 1993). Moret et Schmid-Hempel
(2000) ont montré que, chez le Bourdon terrestre Bombus terrestris, la survie
d’individus dont le systéme immunitaire a été stimulé dépend de l'accés aux
ressources alimentaires. Certains auteurs ont méme quantifié I'impact énergétique
de cette stimulation. Ils obtiennent des augmentations de 9% a 29% du métabolisme
quand le systéme immunitaire est stimulé (Demas et al, 1997 ; Ots et al.,, 2001 ;
Martin et al.,, 2002). Cependant I’hypothése du colt énergétique de la réponse
immunitaire reste équivoque car certains travaux ne trouvent pas ou trés peu de
relations entre budget énergétique et fonctions immunitaires (Svensson et al., 1998)
De plus, le cott énergétique de la réaction immunitaire semble faible au regard des
autres fonctions physiologiques (Nilsson, 2002 ; Eraud, 2003). Plus qu’un cout
énergétique global, la réponse immunitaire pourrait avoir un impact sur certains
nutriments comme les protéines (Klasing et al., 1987 ; Lochmiller & Deerenberg,
2000). Ainsi, la composition protéinique de la nourriture affecte le développement

des organes liés a I'immunocompétence (Lochmiller et al., 1993).

Enfin, pour d’autres auteurs, le cott de 'immunocompétence est a rechercher non
pas en terme d’énergie, mais dans le risque d’endommager les tissus de l'organisme
(Svensson et al, 1998) Ce risque conduirait a un compromis entre
immunocompétence et immunopathologie (Raberg et al., 1998). Deux grands
types de risques peuvent en fait étre li€s a une activation du systéme immunitaire :
d’'une part, l'augmentation de la probabilité de développer des réactions auto-
immunes (Pasare & Medzhitov, 2003), d’autre part, la production massive de
radicaux libres et de métabolites oxydants (Von Schantz et al., 1999). Ces molécules
agressives provoquent des attaques moléculaires et cellulaires et pourraient figurer
parmi les principaux déterminants de 'espérance de vie d’'un individu (Beckman &

Ames, 1998 ; Bendich, 1996 ; Finkel & Holbrook, 2000).
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Les différents cout liés a lactivation du systéme immunitaire ne sont pas
indépendants les uns des autres Certains nutriments peuvent étres utilisés par le
systéme immunitaire (immunostimulants) mais aussi pour protéger l'organisme des
radicaux libres (anti-oxydants). Cest notamment le cas des caroténoides dont
certains travaux récents montrent I'importance (Saino et al., 1999 ; Fenoglio et al,
2002 ; Blount et al., 2003 ; Faivre et al., 2003a et b). Les compromis d’allocation de

la ressource en caroténoides ne sont cependant pas encore complétement compris.

A Tlissue de cette présentation, on pourrait croire que les connaissances
acquises cernent suffisamment l'incidence des parasites. Cependant, la plupart de
ces connaissances concernent des parasites présentant un intérét meédical ou
vétérinaire. D’'une maniére générale, le réle des infections parasitaires au sein des
populations naturelles est donc trés mal maitrisé. Nous allons aborder ce point et
nous présenterons également l'importance de la prise en compte de la variabilité

spatiale pour I’étude de la relation hote-parasite.

2) Pathogénicité des parasites au sein des

systémes naturels

2.1) Effet des parasites au niveau individuel et
variabilité des hotes

Pour étudier l'impact des parasites, la démarche la plus évidente consiste a
déterminer leurs effets sur ’hote. Ainsi la médecine a depuis longtemps permis de
déterminer des listes d’effets pathogénes pour de nombreux parasites de ’homme
(appelés symptomes). Au sein des populations naturelles, il est également tout a fait
possible de vérifier 'existence de relations entre les parasites et une altération de
traits biologiques de I’hote. Cependant, 'existence d’une forte variabilité des hotes
complique la mise en évidence de l'impact des parasites au sein des milieux
naturels (Wilson et al., 2002) et il est nécessaire de prendre en compte les difféerents

facteurs de variabilité entre individus. En effet, selon ses caractéristiques, un hote
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infecté ne subira pas les mémes couts, indépendamment de l’action propre du

parasite.

On connait aujourd’hui de trés nombreux facteurs d’hétérogénéité
interindividuelle pouvant influencer la relation héte-parasite. Nous ne présenterons
cependant ici que trois facteurs (l’age, le sexe et les facteurs extrinséques) qui sont
des facteurs pouvant avoir une incidence majeure sur la relation hote-parasite et

facilement mesurables au sein des populations naturelles d’oiseaux.

En premier lieu, I’age semble pouvoir modifier les conséquences des infections,
qui peuvent étre plus pathogeénes chez les jeunes individus (Sol et al., 2003 ;
Valkitnas, 2005). De plus, de nombreuses études ont mis en évidence des
variations de l'infection en fonction de ’age (par exemple Loye & Zuk, 1991; Hudson
& Dobson, 1995 ; Clayton & Moore, 1997 ). Il est en théorie possible de relier ces
variations a des informations épidémiologiques et notamment a la mortalité induite
par le parasite (Hudson & Dobson, 1995). Cependant, au sein des populations
naturelles, ces études sont compliquées car ’age précis des individus est souvent
difficilement déterminable sans la mise en place d’études longues. De plus, il existe
de nombreux mécanismes pouvant provoquer des différences de niveau
d’infestation selon 1’age sans que ceci ne soit lié aux effets des parasites : exposition
différentielle aux parasites, modifications liées a la maturation sexuelle... (Wilson

et al., 2002).

Différentes analyses comparatives ont montré que les males sont souvent plus
fortement infectés par les parasites (Poulin, 1996 ; Schalk & Forbes, 1997 mais voir
McCurdy et al., 1998). Cette différence peut étre attribuée a des facteurs écologiques
(diffétrence de comportement, d’alimentation ou de taille corporelle) ou
physiologiques (Zuk & McKean, 1996). Parmi les causes physiologiques, I’hypothése
la plus étudiée est celle du handicap dimmunocompétence li€é a leffet
immunosuppresseur des hormones androgénes et notamment de la testostérone
(Folstad & Karter, 1992). Toutefois, cette hypothése reste trés discutée (Roberts et
al., 2004).
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En plus des facteurs propres a l'’hote, l’effet parasitaire peut dépendre de
facteurs environnementaux et contextuels tels que le type d’habitat, la saison ou
l'année. Ces facteurs influencent de nombreux parameétres a la fois chez ’hdte et
chez le parasite. Ainsi, un refroidissement saisonnier provoque chez ’héte un effort
de thermorégulation, modifie ses ressources et son comportement alimentaire et
peut donc accroitre sa vulnérabilité aux infections (Nelson, 2004). Cela dit, les
mémes conditions peuvent aussi modifier le développement et le taux de mortalité
des stades infectants du parasite (Wilson et al., 2002).

L’environnement biotique peut également fortement contraindre les effets des
parasites. Le stress associé a un statut social inférieur peut provoquer des
changements neuroendocriniens qui induisent l'immunosuppression (Barnard et

al., 1998).

2.2) Parasites et dynamique des populations
hotes

En population naturelle, ’action des parasites sur leur hdéte n’est bien connue
que pour quelques parasites et quelques hotes. Si 'action des parasites est parfois
spectaculaire (Hudson et al., 1998 ; Gregory & Hudson, 2000), elle ne concerne
quun nombre trés limité d’espéces. Ceci a longtemps conduit les écologues a
considérer que les parasites sont en général bénins pour les populations (Lack, 1954
in Hudson et al, 2002). Les épidémies n’étaient envisagées que comme des
exceptions a la régle générale résultant d'une rupture de la relation hote-parasite
habituelle. Cette vision a été remise en cause il y a un peu plus de vingt-cinq ans par
des travaux théoriques qui démontrent que les parasites peuvent réguler les
populations. Le premier modéle mathématique reliant populations de parasites et
d’hotes date de 1971 (Crofton). Malgré son intérét, ce modéle était trop simplificateur
(May, 1977) et il fallut attendre les travaux d’Anderson et May (Anderson, 1978 ;
Anderson & May, 1979 ; May & Anderson, 1979) pour obtenir une premiére
approche théorique compléte de l'influence des parasites sur leur population hote.

Les modeéles ainsi crées ont ensuite été de plus en plus adaptés pour se rapprocher
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de situations réelles, intégrant par exemple des parasites dépendants de plusieurs

hotes (Woolhouse et al., 2001).

Tous ces travaux théoriques ont confirmé le réle potentiel des parasites dans la
régulation des populations hétes, conduisant a la mise en place de vérifications
expérimentales. Les démonstrations les plus convaincantes en faveur d’une
régulation proviennent toutes de perturbations qui ont modifié le fonctionnement
d’'une population. (Scott & Dobson, 1989). La plupart des données sont issues de
perturbations appliquées a des systémes hote-parasite maintenus
expérimentalement (Anderson & Crombie, 1984 ; Scott & Anderson, 1984 ; Scott,
1987). En conditions naturelles, la plus belle illustration de limpact d'un parasite
sur une population est certainement celle de Hudson et de ses collaborateurs
(Hudson et al., 1992 ; Dobson & Hudson, 1992). Ces auteurs ont mis en évidence le
role de parasites nématodes Trichostrongylus tenius sur la survie et la fécondité de
son héte, le Lagopéde rouge d'Ecosse (Lagopus (lagopus) scoticus). Cet impact
explique les fluctuations cycliques d’effectifs observées chez le Lagopéde. Ce role a
été démontré en 1998 (Hudson et al., 1998) puisque les populations ayant recu un
traitement anti-helminthes ne présentent plus les fluctuations des populations

témoins.

Si la meilleure manieére de démontrer une régulation parasitaire en conditions
naturelles consiste & manipuler une population, ceci n’est que rarement réalisable
car ce type de manipulation pose de nombreux problémes, notamment logistiques
et éthiques. Une autre manieére de détecter la régulation des hotes par les parasites
dans les populations sauvages consiste a mettre en évidence des effets sur la survie
et/ou la reproduction de leurs hotes. Ces démonstrations sont aisées dans le cas de
populations controlées mais se compliquent fortement dans la majorité des cas, en
particulier pour l’estimation de la survie associée au statut parasitaire, qui pose
deux problémes majeurs dans les populations sauvages :

- les populations sont ouvertes et les individus ne peuvent pas tous étre suivis
(Lebreton et al., 1992). Un individu non recapturé n’est donc pas forcément mort.

- en général, l'association hote-parasite ne dure pas toute la vie de l’hoéte
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(Combes, 1995). Ceci complique l’estimation de limpact des parasites sur les
populations.

Estimer les modifications de la survie et de la reproduction par les parasites
n’est pas chose facile et a fortement limité les vérifications empiriques de l’action
des parasites sur la dynamique des populations hotes (Albon et al., 2002). Ainsi, la
validation « générale » d'un impact des parasites sur la dynamique de populations
sauvages passe donc par une meilleure estimation de limpact parasitaire sur la

survie et la fécondité.

2.3) Prise en compte de la structuration spatiale
des populations

L’étude et la description de la distribution spatiale des parasites est une
approche ancienne en médecine qui a permis d’établir des aires de répartition et des
cartes du risque parasitaire pour de nombreuses maladies (Meade et al., 1988). Ces
patrons peuvent ensuite étre confrontés a différentes variables environnementales et
il est ainsi possible de définir les caractéristiques environnementales favorables a la
présence d'un parasite. Cette démarche s’est amplifiée grace au développement des
systéemes d’information géographiques (SIG), outils informatiques permettant de
représenter et d’analyser des données spatialisées (Graham et al., 2004). L'un des
plus beaux exemples concerne I’étude de la distribution des tiques Ixodes ricinus. En
effet, certains modeéles utilisant différents facteurs environnementaux (température,
altitude, nature de la végétation...) permettent de prédire avec plus de 80% de
certitude la présence de tiques (Furlanello & Merler, 2000).

Cependant, cette démarche n’est quun premier pas pour comprendre la
structuration spatiale de la relation hote-parasite. L’'abondance d’'un parasite n’est
pas le seul paramétre en jeu. Pour un hoéte, le risque d’infection dépend de
I’'abondance du parasite mais aussi de sa résistance et de bien d’autres facteurs. Il
existe encore peu d’études qui permettent de déterminer si les différences
géographiques de parasitémie sont imputables a des différences d’expositions plutot
qu’a des variations du niveau de résistance des populations hoétes (mais voir Sol et

al., 2000).
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CHAPITRE |

Relation entre I’infestation
parasitaire et la condition
de 1’héte

Remarque : Pour les parasites Haemosporidae, les résultats présentés dans ce chapitre correspondent a ceux
présentés dans un manuscrit en annexe (Annexe 2). Malgré leurs nombreuses similitudes, ces deux parties
différent par les données utilisées puique ce chapitre prend en compte les individus issus de différents sites de
capture alors que le manuscrit ne traite que des individus issus du site de I’ Arquebuse.
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1) Introduction

Plus de la moitié des espéces animales de la planéte sont des parasites. Au
cours des trente derniéres années, de nombreux travaux ont mis en évidence
Iimpact des parasites dans les systémes naturels. Parmi ces travaux, diverses
études empiriques soulignent l'effet des infections parasitaires sur la reproduction,
la survie et la dispersion (Mgller, 1990 ; Davidar & Morton, 1993 ; Norris et al.,
1994 ; Richner et al.,, 1995 ; Oppliger et al.,, 1997 ; Heeb et al., 1999 ; Boulinier et
al.,, 2001 ; Dawson & Bortolotti, 2001 ; Horak et al.,, 2001). A l'inverse, d’autres

études obtiennent des résultats plus ambigus que ce soit sur la survie ou la
reproduction (Gibson, 1990 ; Weatherhead & Bennett, 1991 ; Dale et al., 1996 ;
Sanz et al., 2001). De plus, il existe de nombreux parasites dont l'influence n’a tout
simplement pas ¢été testée en populations naturelles. Ainsi, pour Iles
Haemosporidae, parmi 236 études montrant un effet 1étal sur ’hote, 5% seulement

concernent des populations sauvages (Bennett et al., 1993b).

Pour mieux percevoir I'impact parasitaire au sein d'une population naturelle, il
peut étre important, dans un premier temps d’explorer la maniére dont le parasite
agit sur son hote. Récemment, différents travaux ont souligné l'importance
d’étudier les mécanismes impliqués dans la pathogénicité des parasites (Ots &
Horak, 1998 ; Hatchwell et al., 2001 ; Booth & Elliot, 2003 ; Garvin et al., 2003). Ce
type d’approche nécessite de mesurer des parameétres qui refletent ’état de santé de

I’hote et sa réaction face au parasite.

Plusieurs parameétres assez facilement accessibles peuvent étre pris en compte
par rapport a cet objectif. Premiérement, les parameétres hématologiques sont
largement utilisés pour étudier la condition des individus au sein des populations
d’oiseaux. Les dénombrements de cellules du systéme immunitaire servent ainsi
d’indicateurs de la réponse immunitaire. L'immunité spécifique est une réaction
engendrée par la détection d’antigénes qui se traduit notamment par
l'augmentation du nombre de lymphocytes dans le sang (Roitt et al., 2001 ;

Campbell, 1995). L'immunité non spécifique est un systéme de défense généraliste,
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dont l’activation se manifeste par une multiplication des cellules non spécifiques
(hétérophiles, éosinophiles, macrophages). Ainsi, quelle que soit la composante du
systéme immunitaire engagée, la réaction de 1’héte s’accompagne généralement
d’'une augmentation du nombre de leucocytes.

Deuxiémement, la masse corporelle est un descripteur de la maniére dont I’hote
supporte le parasite. En effet, la masse est un caractére fortement contraint chez
les animaux sauvages et particulierement chez les oiseaux, dont le vol ne permet
pas la constitution de réserves énergétiques importantes. De nombreux travaux ont
montré la relation entre la condition corporelle (masse corrigée par la taille ;
Brown, 1996) et le succeés reproducteur ou la survie hivernale (voir Green, 2001

pour une revue).

Ce chapitre est dédié a une approche corrélative de quelques mécanismes
impliqués dans la pathogénicité. Pour cela, nous allons vérifier s’il existe une
corrélation entre linfection (Haemosporidae et tiques), les dénombrements de
cellules du systéme immunitaire et la condition corporelle. Cependant, selon ses
caractéristiques, un hote infecté ne subira pas les mémes colts et il est donc
nécessaire de prendre en compte plusieurs caractéristiques individuelles et en

particulier ’age et le sexe.

2) Parasites sanguins

2.1) Matériel et méthodes

2.1.1) Présentation des données utilisées

Les oiseaux ont été capturés entre 1998 et 2002 durant la saison de
reproduction de mars a juillet. Seuls les oiseaux adultes (de plus d’'un an) ont été
considérés pour l'analyse tout en distinguant les individus de deuxiéme année
(vearling) des individus plus agés ou indéterminés. Les données proviennent de cingq

sites de captures : 'Arquebuse (21), la Coulée verte (21), la forét des Crocheéres (21),
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Villeurbanne (69) et la fondation Pierre Vérots (69).

La lecture des frottis sanguins nous a permis de déterminer la prévalence et
I'intensité en parasites sanguins (voir « Matériel et méthodes » général) De la méme
maniére, les différents types de cellules immunitaires ont été identifiés selon leur
aspect (Campbell & Dein, 1984) et dénombrés. Pour satisfaire aux conditions de
normalité, le nombre de chaque type cellulaire a subi une transformation

logarithmique avant d’étre analysé statistiquement (Sokal & Rohlf, 1995).

Afin de déterminer la condition corporelle, nous avons utilisé la masse corporelle

divisée par la longueur du tarse au cube.

2.1.2) Analyses statistiques

Nous avons cherché a expliquer les variations de la condition corporelle et des
dénombrements cellulaires en fonction de la présence de Plasmodium et
d’Haemoproteus. Nous avons également intégré dans ces analyses 'année et le site
de capture, ainsi que l'age et le sexe des individus et enfin la date de capture
comme une covariable (nombre de jours depuis le premier mars).

Pour les individus capturés plusieurs fois, seule une des captures a été retenue,
au hasard. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées par la construction de
modeéles de régression linéaire utilisant une méthode d’élimination pas a pas des
variables non significatives pour produire le modeéle final (Sokal & Rohlf, 1995).

Le modeéle de départ contient donc toutes les variables explicatives testées ainsi
que toutes les interactions deux a deux possibles de ces variables (sauf pour les
sites de capture). Toutes les analyses sont réalisées avec le logiciel JMP 5.0.1 (SAS

Institute Inc.).
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2.2) Résultats

Les individus porteurs de Plasmodium présentent plus d’éosinophiles et de
lymphocytes que les individus sains (Figure 8 et Tableau 4, page 44). De méme, la
condition corporelle est liée au statut parasitaire vis-a-vis de Plasmodium.
Cependant, de maniére surprenante, les individus infectés ont une meilleure
condition corporelle que les individus sains (Annexe 2). En revanche, il ne semble
pas y avoir de différence entre les individus porteurs d’Haemoproteus et les autres,
a la fois pour les dénombrements cellulaires et pour la condition corporelle (Tableau

4).

De plus, en ce qui concerne les autres variables intégrées a l’analyse, on
remarque que les différents types de cellules immunitaires varient d’'une année sur
lautre (Tableau 4, page 44). Les hétérophiles présentent ainsi des variations qui
dépendent a la fois de l'année considérée et de l'avancement de la saison de
reproduction. L’état des individus ne semble pas étre lié a leur age, sauf dans le cas
des yearlings, chez qui les hétérophiles sont plus nombreux. En revanche, les
individus présentent de fortes variations du nombre de cellules immunitaires selon
leur sexe. Pour les lymphocytes, leffet du sexe est cependant lié a l'année

considérée. Enfin, le site de capture modifie les dénombrements en éosinophiles.
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Tableau 4 : Variation des leucocytes et de la condition corporelle en fonction de la présence de
parasites. Diverses variables confondantes sont intégrées a l'analyse : age et sexe des individus,
temps en nombre de jours écoulés depuis le premier mars, année et site de capture. Dans chaque
cas, les valeurs ne sont présentées que si le facteur a été retenu par la procédure d’analyse pas a
pas. La condition corporelle correspond a la masse divisée par la longueur du tarse élevée au cube.

Eosinophiles Hétérophiles Lymphocytes Condition
(en Log) (en Log) (en Log) Corporelle
Fat p Fat p Fat P Fat p
Age |- | e 3,06 2050 | 0,0484 | -----—- | mmemm | mmeeem | e
Temps |- |- 2,27 1259 |0,1333 | ---——- | - | e | -
Année 5,71 4267 | 0,0002 | 4,31 4259 | 0,0022 | 3,82 45753 | 0,0048 | ------- | ------
Sexe 6,77 1967 | 0,0098 | 7,12 15¢ | 0,0081 | 1,83 1575 | 0,17 24,58 1716 | <0,0001

Site de capture | 5,32 4067 | 0,0004

Haemoproteus | ------= | ======= | —emeeme | cmemeem | emeeeee | emeeeen | eeeeeen ] e
Plasmodium 11,74 1,267 0,0007 | -—===-= | ==emmm- 61,22 1,278 <0,0001 | 5,12 1216 0,025
Année * Sexe | - | m | e | e 2904278 | 0,022 |- | e
Année * Temps | -—---- | -———-- 2,81 4250 | 0,0262 | - | = | e e
2 2
= A B
1,8 - Dal 1,8 -
1,6 - n=139 1,6 -
1,4 - = 1,4 -
4.2 112
14 1 n=148
0.8 - 08 _ n=130 =
0,6 - 0,6
0,4 - 0,4 -
0,2 - 0,2
0 0
Sains Plasmodium Sains Plasmodium

Figure 8 : Nombre de lymphocytes (A) et d’éosinophiles (B) pour les individus sains ou infectés par
Plasmodium (pour 10000 globules rouges). Les valeurs moyennes des dénombrements cellulaires
sont représentées en Logarithme + erreur standard.
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3) Tiques

3.1) Matériel et méthodes

3.1.1) Présentation des données utilisées

a) Données locales

Puisque les tiques sont quasiment absentes en ville dans les sites considérés
(Grégoire et al.,, 2002), nous avons utilisé uniquement les données issues du site de
la forét des Crocheéres (21). Les captures des individus adultes ont eu lieu de 1998 a
2002, durant les mois de mars a juillet. Comme précédemment, le nombre de
cellules immunitaires a été transformé en Ilogarithme avant d’€tre analysé
statistiquement (Sokal & Rohlf, 1995). Afin de déterminer la condition corporelle,

nous avons utilisé la masse divisée par la longueur du tarse élevée au cube.

b) Données nationales

Au niveau national, les données proviennent de 40 sites suivis de 2001 a 2003
dans le cadre du programme STOC. Les captures ont eu lieu de mai a juillet.

Pour la condition corporelle, l'utilisation de la longueur du tarse n’est pas
possible car cette mesure n’est pas relevée au niveau national. Nous avons donc
remplacé cette mesure par la mesure de la longueur de l’aile droite. Cette mesure
est en effet une bonne approximation de la longueur du tarse pour un échantillon
de Merles analysé localement (corrélation n = 118 ; p < 0,0001). Les indices ainsi
obtenus sur un méme jeu de données, soit en utilisant la longueur du tarse soit

celle des ailes, sont hautement comparables (corrélation n = 118 ; p < 0,0001).

3.1.2) Analyses statistiques

Nous avons cherché a expliquer les variations de la condition corporelle et des

dénombrements cellulaires en fonction de la prévalence et de l'intensité en tiques.
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Nous avons également intégré dans ces analyses 'année de capture, l’age et le sexe
des individus ainsi que la date de capture comme une covariable (nombre de jours
depuis le premier mars). Pour les données nationales, nous avons de plus intégré
une variable « site de capture» (40 sites, pour lesquels toutes les informations
étaient disponibles, ont été retenus).

Pour les individus capturés plusieurs fois, seule une des captures a été retenue,
au hasard, pour figurer dans les analyses. Les modéles de départ contiennent
toutes ces variables explicatives ainsi que toutes les interactions deux a deux
possibles de ces variables.

Toutes les analyses statistiques sont réalisées par la construction de modeéles de
régression linéaire utilisant une méthode d’élimination pas a pas des variables non
significatives pour produire le modéle final avec le logiciel JMP 5.0.1 (SAS Institute

Inc.).

3.2) Résultats

3.2.1) Cellules sanguines

Parmi les 62 individus pour lesquels nous avons réalisé des dénombrements de
cellules immunitaires, seuls quatre sont dépourvus de tiques. Prendre en compte
I'influence de la prévalence des tiques n’est donc pas réalisable. En revanche, le
nombre de tiques (intensité) est lui utilisable dans les analyses.

Le nombre de tiques est relié positivement au nombre de lymphocytes (Far =
4,93158; p = 0,031) et au nombre d’hétérophiles (Far= 6,16:157; p = 0,016). De plus,
les différents types de cellules immunitaires varient d'une année sur lautre
(Eosinophiles : Fgr= 4,862,409 ; p = 0,012 / Hétérophiles : Fgr= 5,87257 ; p = 0,001 /
Lymphocytes : Far= 2,606,253 ; p = 0,043). Pour les autres facteurs (age, sexe, nombre

de jours), aucun effet significatif n’a été détecté.
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3.2.2) Condition corporelle

a) Données locales

La seule variable retenue dans le modéle final est le sexe (Far = 34,651,116 ; p <
0,0001). Aucun autre facteur (et donc ni la présence de tiques ni leur nombre) ne

semble donc lié a la condition corporelle des individus.

b) Données nationales

La condition corporelle varie selon le sexe et ’age des individus ainsi que selon
le site de capture (Tableau 5). En revanche, les autres facteurs (et notamment la
présence de tiques) ne semblent, comme dans le cas des données locales, pas étre

liés a la condition corporelle.

Tableau 5 : Variation de la condition corporelle en fonction de la présence de tiques au niveau
national. Diverses variables ont été intégrées a l'analyse : age et sexe des individus, temps en
nombre de jours depuis le premier mars, année et site de capture. Dans chaque cas, les valeurs ne
sont présentées que si le facteur a été retenu par la procédure d’analyse pas a pas. La condition
corporelle est calculée en divisant la masse par la longueur de l'aile.

Fat p
Age 21,72 2506 <0,0001
Temps | == | -
Année | cemeem | e
Sexe 344,55 1506 | <0,0001
Site de capture | 2,44 3952 <0,0001
Tiques | mmeem | e
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4) Discussion

Pour mettre en évidence de possibles effets pathogénes des parasites, nous nous
sommes intéressés a des variables qui illustrent la réaction et d’une certaine
maniere « ’état de santé» des individus hotes : les dénombrements de cellules
sanguines et la condition corporelle. Nous avons montré l'influence de facteurs
externes majeurs comme le site, 'année ou le contexte saisonnier ainsi que de ’age
et du sexe. L'influence de ce type de caractéristiques est un phénomeéne bien
documenté (Voir par exemple Creswell, 1998 ; Maxwell & Robertson, 1998 ; Ots et
al., 1998)

4.1) La réponse immunitaire

Les analyses montrent une relation entre un niveau élevé de lymphocytes et
I'infection, que ce soit par Plasmodium ou par les tiques. Cette relation positive
entre linfection et le nombre de lymphocytes peut refléter 'investissement dans une
réponse immunitaire spécifique. Ainsi, des niveaux élevés de lymphocytes ont déja
été relevés pour d’autres infections par des malarias aviaires et ont été interprétés
dans ce sens (Massey et al., 1996 ; Ots & Horak, 1998 ; Figuerola et al., 1999).

Le nombre d’hétérophiles est associé positivement avec le nombre de tiques.
Cette association peut refléter la réponse immunitaire puisqu’on sait que la fixation
des tiques engendre fréquemment des réactions inflammatoires auxquelles
participent les hétérophiles (Wikel, 1996 ; Doby & Bigaignon, 1997) Le fait que
I'infection par Plasmodium soit aussi associée a un nombre élevé d’€osinophiles
peut également correspondre a une réponse immunitaire liée au parasite. Bien que
le role des éosinophiles ne soit pas totalement élucidé, il semble qu’ils jouent un
role important dans la lutte contre certains parasites (Meeusen & Balic, 2000).
Cependant, des niveaux élevés d’éosinophiles et d’hétérophiles peuvent aussi étre
observés chez des individus immunodéficients (Campbell & Dein, 1984).
Eosinophiles et hétérophiles sont des cellules impliquées non seulement dans la
résistance parasitaire mais également dans les processus allergiques et dans les

nécroses tissulaires (Harmon, 1998 ; Maxwell & Robertson, 1998).
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D’une maniére générale, il convient de rester prudent quant a l'interprétation de
ces indices hématologiques (Norris & Ewans, 2000). En effet, un nombre élevé de
lymphocytes chez les individus parasités peut représenter une réponse protectrice
face a un parasite mais aussi refléter des individus affaiblis par d’autres facteurs et

qui ne peuvent plus lutter efficacement contre les parasites.

4.2) La condition corporelle

Chez les individus infectés par les tiques ou par Haemoproteus, la condition
corporelle n’a pas varié. Elle est toutefois meilleure chez les individus infectés par
Plasmodium sans que ceci ne semble lié a une diminution de l'investissement
reproducteur des individus infectés (Annexe 2). Ce résultat peut paraitre
surprenant puisque différentes études expérimentales ont montré une perte de
poids chez des individus infectés (Atkinson et al.,, 1988, 1995 ; Atkinson & Van
Riper III, 1991). Cependant Svensson et al., (1998) constatent un gain de poids en
stimulant le systéme immunitaire chez des Mésanges bleues. Ce résultat suggere
que la production lymphocytaire est liée a la prise de poids et pourrait expliquer
pourquoi les individus infectés présentant une augmentation du nombre de
lymphocytes sont en meilleure condition corporelle.

Une autre explication possible est liée aux contraintes écologiques. En effet, si
maximiser sa condition corporelle est probablement avantageux en captivité, il n’en
est pas forcément de méme en conditions naturelles. L’augmentation du poids d’'un
oiseau peut diminuer ses capacités de vol et donc augmenter les risques de
prédation. Il est donc possible qu’en conditions naturelles, il y ait un avantage a
étre léger. Ainsi Ots et Horak (1998) enregistrent une condition corporelle inférieure
chez les individus sains de Meésange charbonniére et linterprétent comme un

avantage.

4.3) Effet pathogéne des parasites ?

Les relations entre statut infectieux et état de I’hdte ne peuvent étre détectées
que si le parasite considéré a un impact plus grand que tous les facteurs de
variabilité non pris en compte (Ots & Horak, 1998) et notamment que toutes les

espéces parasitaires non controlées. Pour les tiques et Plasmodium, les résultats
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ont permis de détecter une relation entre la présence de parasites et ’'abondance de
certains leucocytes. De plus, pour Plasmodium, une modification de la condition
corporelle a aussi été constatée. Ces résultats suggeérent donc que ces parasites
pourraient représenter une pression de sélection importante pour leur hote.
L’absence de relation entre l'infection par Haemoproteus et la réponse immunitaire
ou la condition corporelle correspond au point de vue fréquemment accepté

qu’Haemoproteus est généralement peu pathogeéne (Atkinson & Van Riper III, 1991).

Cependant, méme si ces relations nous conduisent a penser que ces parasites
présentent probablement un effet pathogéne au niveau individuel, ceci ne nous
renseigne en rien sur leur action populationnelle. On peut en effet se demander si
leur effet est suffisant pour se traduire au niveau des populations, notamment par
une modification de la démographie. Le chapitre suivant abordera cet impact
populationnel des parasites en tentant d’estimer lorsque cela est possible,

I'influence des parasites sur la survie des individus.
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CHAPITRE |l

Influence des Haemosporidae
sur la dynamique des
populations
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1) Introduction

Depuis les premiers travaux théoriques d’Anderson et May (Anderson, 1978 ;
Anderson & May, 1979 ; May & Anderson, 1979) qui ont mis en évidence le role que
peuvent jouer les parasites, seules quelques études ont vérifié que les effectifs des
populations hotes sont réellement modifiés par 1’action des parasites. Cette situation
s’explique par la difficulté méthodologique a mettre en évidence un effet parasitaire.
Si des manipulations du systéme sont possibles, elles posent de nombreux
problémes méthodologiques et éthiques et ne sont donc envisageables que pour un
nombre limité de cas.

Cependant, de nombreuses populations peuvent étre suivies par des protocoles
de capture-marquage-recapture (CMR) qui sont plus facilement réalisables. En se
basant sur les données issues de tels protocoles, il est théoriquement possible de
détecter un effet régulateur des parasites sur la population héte a travers leurs liens
avec la survie et/ou la reproduction des hétes. Cependant, si ces démonstrations
sont aisées dans le cas de populations controlées, elles se compliquent fortement
dans le cas de populations naturelles, en particulier pour l’estimation de la survie
associée au statut parasitaire. Cette difficulté méthodologique impose l'utilisation
d’outils spécifiques, que peuvent étre les modéles de CMR. Nous présenterons au
cours de ce chapitre divers résultats issus de l'utilisation de modéles* de CMR et de
modeéles d’équations différentielles. Ce type d’analyses par CMR nécessite des tailles
d’échantillons et des taux de recapture assez importants et nous n’avons donc pu les
développer que pour les parasites sanguins et les populations urbaines. En effet,
seuls les Merles urbains ont donné lieu a des recaptures en nombre suffisant et au

sein de ce milieu, seuls les parasites sanguins sont présents.

* Dans ce chapitre nous emploierons fréquemment le terme « modéle ». Selon le contexte, ce
terme fera référence a des modeéles statistiques permettant de comprendre des données
observées ou a des modeéles mathématiques d’hypothéses permettant de tester des
hypothéses a priori.
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2) Etude de ’incidence des parasites sur la
survie adulte

2.1) Introduction

Les suivis épidémiologiques de populations naturelles conduisent a 'obtention de
données complexes. En effet, a linverse des analyses de survie en épidémiologie
humaine, le suivi individuel est massivement non exhaustif. Ainsi, a chaque
occasion de capture, seuls quelques individus d'une population sont capturés,
marqués et relachés dans la population. Par la suite, les individus déja capturés
peuvent, ou non, ’étre de nouveau. Cependant, un individu non recapturé n’est pas
forcément mort. I1 peut tout simplement échapper a la recapture. En d’autres
termes, les données de CMR ainsi récoltées ne permettent pas de distinguer
simplement les probabilités de survie des probabilités de recapture. Cette difficulté
méthodologique peut étre contournée par ['utilisation de modéles de CMR qui
réalisent une estimation de la probabilité de survie indépendamment de la
probabilité de recapture (Lebreton et al., 1992).

Dans le cadre de la mise en évidence d'un impact parasitaire, un second
probléme se pose : un individu peut présenter différents états parasitaires au cours
du temps (Combes, 1995). Ceci rend plus complexe la mise en évidence de I'impact
parasitaire sur la survie. Cette difficulté meéthodologique peut cependant étre
contournée par l'utilisation de modéles de CMR multi-états. Ces modeéles sont une
généralisation des modéles de CMR qui intégrent le fait que les individus peuvent
changer d’état entre chaque occasion de capture (pour une revue, voir Lebreton et
al., 1992). A Torigine, ces modeles ont été développés pour prendre en compte des
populations réparties spatialement dans différents sites, mais leur utilisation a été
étendue en biologie évolutive pour analyser différents états individuels (Clutton-
Brock, 1988 ; Gimenez, 2003).En considérant ce type d’approche, l’estimation du
role des parasites sanguins sur la survie des Merles a été effectuée en collaboration

avec Greégoire (voir Grégoire, 2003).
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2.2) Origine des données

Le modéle de capture-marquage-recapture (CMR) a été réalisé grace aux données
issues de l'analyse des frottis sanguins effectués sur les Merles adultes capturés de
1998 a 2002 dans le jardin de I'Arquebuse a Dijon (21). Seules les données issues de
captures entre les mois de mars et juillet ont été considérées. En cas de captures
multiples au cours d'une méme année, un seul événement de capture a été
aléatoirement conservé. Afin de limiter le nombre d'états, trois situations ont été
retenues : sain, parasité par Haemoproteus, parasité par Plasmodium. Ainsi, les
individus qui comportaient d'autres genres de parasites, ou des biinfections
(Plasmodium et Haemoproteus) n'ont pas été considérés. Le sexe des individus n’a

pas été pris en compte.

2.3) Réalisation des modéles multi-états

2.3.1) Présentation

Les analyses effectuées ici utilisent des modéles de CMR multi-états. Dans notre
cas, l'utilisation de ces modéles permet l’estimation de trois types de paramétres
entre deux saisons de reproduction successives : une probabilité de survie (F), une
probabilité de recapture (p) et une probabilité de transition (g). On définit ainsi o
comme la probabilité conditionnelle a la survie d'étre dans 1'état parasitaire s a
l'occasion i+1 pour un individu dans 1'état parasitaire r a 1'occasion i. Le modéle le
plus général considére que ces différentes probabilités peuvent varier en fonction du
temps : c’est le modéle CAS (Conditional Arnason-Schwarz modéle, Arnason, 1973 ;

Schwarz et al., 1993).

2.3.2) Jeu de modeles

Les différents modeéles ajustés sont présentés dans le tableau 6. A ’exception du
modeéle CAS, aucun modeéle considérant un effet du temps n'a été ajusté. De
nombreux autres modeéles peuvent étre réalisés, mais seuls les modéles ayant une

interprétation biologique a priori ont été ajustés (Burnham & Anderson 1998).
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2.3.3) Choix des modeéles

La qualité d’ajustement du modeéle CAS a été testée selon la méthodologie
proposée par Pradel et al. (2003) avec la version 2.0 de U-Care (Choquet et al.
2003a). Nous avons utilisé le critéere d’AIC (Akaike Information Criterion, Akaike
1973 ; Burham & Anderson 1998) pour sélectionner le meilleur modele. Ce critére
d’AIC est un critére général de choix des modeéles qui pondeére la qualité d’ajustement
d’'un modele par son degré de parcimonie. Le plus faible AIC indique le meilleur
modeéle. Ces analyses ont été effectuées a 'aide du logiciel M-SURGE (Choquet et al.
2003Db).

Tableau 6: Description des différents modeles en fonction des hypothéses a priori concernant
'estimation des probabilités de survie, de transition et de recapture. Le terme « STATUT
PARASITAIRE » indique que la probabilité differe selon les différents statuts parasitaires (individus
sains, parasités par Plasmodium, parasité par Haemoproteus). Le terme « CONSTANTE » correspond
a des probabilités indépendantes du statut parasitaire. Pour le modele CAS, lindication « STATUT
PARASITAIRE * ANNEE» indique que la probabilité différe selon les différents statuts parasitaires mais
aussi entre année.

Nom du Probabilité de survie Probabilité de transition Probabilité de recapture
modéele estimée estimée estimée
k= 1] p
CAS STATUT PARASITAIRE * STATUT PARASITAIRE * STATUT PARASITAIRE *
ANNEE ANNEE ANNEE
M1 STATUT PARASITAIRE  STATUT PARASITAIRE STATUT PARASITAIRE
M2 STATUT PARASITAIRE = STATUT PARASITAIRE CONSTANTE
M3 STATUT PARASITAIRE  CONSTANTE CONSTANTE
M4 CONSTANTE STATUT PARASITAIRE CONSTANTE
M5 CONSTANTE CONSTANTE CONSTANTE

2.4) Résultats

Au total, les histoires de capture de 144 oiseaux ont été analysées. Nous avons
commencé par construire le modele CAS. Les différents tests effectués afin d'évaluer
la qualité d'ajustement de ce modeéle indiquent que l'ajustement est tout a fait
acceptable (Chi? = 16,641 ; ddl = 21 ; p = 0,731 ; Voir Grégoire, 2003 pour plus de
détails). Ce modele est donc une bonne approximation des données et il peut étre
comparé a ceux construits a priori grace au calcul d’AIC (Tableau 7, page 56). Le
modele qui posséde 1'AIC le plus faible (M4) considére que les probabilités de survie

et de recapture sont constantes et indépendantes du statut parasitaire (en d’autres
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termes, que les parasites ne modifient pas la survie des individus).

Ce modéle considére aussi que les probabilités de transition different entre les
états parasitaires (Tableau 8). On constate notamment que la probabilité de
maintien des individus infectés par Haemoproteus dans le méme état est nulle. Ce
résultat provient du fait que dans nos données, aucun des individus parasités par
Haemoproteus n'a été recapturé vivant avec ce méme parasite (méme si le modeéle

retenu (M4) ne montre pas d’effet des parasites sur la survie).

Tableau 7 : Choix du meilleur modéle selon les criteres d’AIC. Le modéle qui est retenu selon sa
valeur d’AIC est indiqué en gras. Les modeéles sont classés dans l'ordre dans lequel ils ont été
réalisés (voir tableau 6 pour la signification des différents modéles). NP correspond au nombre de
parametres. Le Delta AIC, correspond a l'augmentation de I'AIC des différents modeéles par rapport
au modele de plus faible AIC (M4).

Nom AIC Delta AIC NP Déviance
CAS 398,73 53,90 45 308,73
M1 351,41 6,58 12 327,41
M2 348,22 3,39 10 328,22
M3 351,40 6,57 5 341,40
M4 344,83 0,00 8 328,83
M5 348,24 3,41 3 342,24

Tableau 8 : Valeurs des paramétres de la population estimées par le modele M4 de CMR.

Etat initial Etat final Probabilité de transition
Sain Haemoproteus 0,055
Plasmodium 0,357
Sain 0,589
Haemoproteus Plasmodium 0,640
Sain 0,360

Haemoproteus 0

Plasmodium Haemoproteus 0,258
Sain 0,232
Plasmodium 0,511

- 56 -



2.5) Bilan

Parmi les modéles ajustés, le meilleur considére la survie et la probabilité de
recapture constante (i.e. indépendante du statut parasitaire). Ainsi, il n'existe pas
de relation entre le statut parasitaire des individus (Plasmodium et Haemoproteus)
et leur survie. En revanche, les probabilités de transition dépendent des états
parasitaires et ce modeéle considére que, dune année a l'autre, des individus

parasités peuvent « guérir » ou étre parasités par un autre genre de parasites.

Méme si le modéle retenu ici ne met pas en évidence d’influence significative
des Haemosporidae sur la survie, plusieurs points doivent nuancer l'interprétation
de ces résultats.

Tout d’abord, aucun des individus parasités par Haemoproteus n'a été recapturé
vivant avec ce méme parasite (probabilité nulle de maintien des individus infectés
par Haemoproteus dans le méme état). Deux interprétations biologiques de ce
résultat sont possibles : soit tous ces individus se sont débarrassés de ce parasite,
soit ils sont morts. La seconde hypothése devrait étre rejetée car elle n’est
compatible ni avec 'absence d’effet des parasites sur la survie ni avec la faiblesse
de leffet pathogéne apparent d’Haemoproteus (voir Chapitre 1). Cependant, ce
point de vue est a relativiser car ce parasite est présent a de faibles prévalences
dans notre population, ce qui peut rendre difficile la détection d’'un éventuel effet
(faible puissance). De plus, le second meilleur modéle (M2) considére des
probabilités de survie proches pour les individus sains et parasités par
Plasmodium (respectivement 0,448 et 0,424) mais nettement inférieures pour ceux
parasités par Haemoproteus (0,325). Haemoproteus pourrait donc bien diminuer la
survie pour son hote.

Face a cette situation, la réponse la plus évidente consisterait a augmenter la taille
de l’échantillon analysé pour augmenter la puissance des tests. Cependant, a
partir des modéles de CMR, il est possible d'évaluer la taille d'échantillon
nécessaire pour mettre en évidence un effet d'Haemoproteus sur la survie (R.
Pradel in Grégoire, 2003). Dans notre cas, si la plus faible survie des individus
porteurs d’Haemoproteus est bien réelle, il faudrait au moins 10 fois plus de
données pour qu’elle devienne significative, ce qui représente un effort de capture

difficilement envisageable.
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De plus, nous avons étudié l'influence des parasites sur la survie et les
probabilités de transition chez des Merles adultes. Or, la survie adulte n’est pas la
seule composante a prendre en compte et le fonctionnement du systéme peut étre
différent chez les jeunes oiseaux (Valkitinas, 2005). Ainsi, chez le Pigeon biset
Columbia livia, l'intensité en Haemoproteus affecte la probabilité de recapture des
juvéniles, mais pas des oiseaux plus vieux (Sol et al. 2003). Cet aspect n’est
malheureusement pas facile a étudier car, chez le Merle, les jeunes ont quitté le

nid avant que le parasite ne soit détectable dans le sang.

L’¢tude de la relation hote-parasite chez les juvéniles et la mise en évidence de
I'importance éventuelle d’'un effet d’Haemoproteus nécessite l'utilisation d’autres
méthodes. Nous allons montrer comment la construction de modeéles

mathématiques peut constituer un outil intéressant pour aborder ces questions.

3) Démographie d’une population de
Merles soumise a deux parasites sanguins

3.1) Introduction

Bien que les modeéles mathématiques suscitent encore parfois des réticences,
liées principalement a une mauvaise compréhension de leur role (voir encart 2,
page 59), ils ont depuis longtemps fait la preuve de leur importance dans 1’étude
des impacts parasitaires. Ainsi la modélisation a apporté une contribution
importante dans l'efficacité de certains programmes de contréle de la Malaria ou de
I'Onchocercose (Aron & Silverman, 1994). Pour les épizooties, on peut citer la
myxomatose chez les lapins (Dwyer et al., 1990) ou la modélisation du rdle des
nématodes Trichostrongylus tenuis chez le lagopéde rouge d'Ecosse, Lagopus
Iagopus scoticus qui a permis la mise en place de manipulations expérimentales

des populations (Dobson & Hudson, 1992).

Pour aborder la relation hote-parasite chez les juvéniles et mettre en évidence
un éventuel effet d’Haemoproteus, nous utiliserons des modéles a compartiments

classiquement utilisés pour l'étude de systémes hote/microparasite, (Tompkins et
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al.,, 2002). Ce type de modeéle permet de simuler la dynamique de la population
hotes. Ceux-ci sont divisés en différentes classes épidémiologiques, renfermant des
individus non infectés (sensibles), infectés par Plasmodium ou infectés par
Haemoproteus. Un systéme d'équations différentielles décrit les flux entrant et
sortant de ces compartiments et leur dynamique associée. L’ajustement des
modeéles aux systémes biologiques est permis par les estimations réalisées par le
modele de CMR.

Encart 2 : Importance de la démarche modélisatrice en biologie

La modélisation mathématique est la représentation sous une forme mathématique
dun objet, d'un processus ou d'un systéeme. L’utilité de la démarche modélisatrice est
longtemps restée débattue en biologie, en particulier a cause d'une incompréhension
fréquente des objectifs et des résultats obtenus.

Une des critiques fréquemment formulée a l'encontre des modeéles est de considérer
qu’ils ne sont que des simplifications de la réalité et qu’ils n’apportent pas d’informations
utiles a la compréhension de systémes biologiques complexes. Il est vrai qu’aucun modeéle
ne peut faire limpasse dune simplification qui peut étre forte (c’est méme leur intérét).
Mais cette simplification n’implique pas que le modéle soit inutile. Ainsi, une carte est un
modéle extrémement simplifié d'une portion de la surface du globe, qui ne représente au
mieux qu’'une partie de la complexité du terrain, notamment topographique (Combes,
1995). Malgré sa simplicité, personne ne nie 1'utilité des cartes.

Une autre critique faite a certains modéles est qu’ils mettent en évidence le role de
parameétres qui ne sont pas mesurables en conditions naturelles. Cette critique se justifie
parfois, si le modéle contient de nombreuses variables et prédictions qui ne peuvent étre
mesurées expérimentalement. Cependant, si le modeéle met en évidence importance d’une
variable qui n’est pas encore mesurable, ceci n’implique pas que cette variable ne joue pas
un grand roéle. De plus, ceci ne rend pas le modeéle inutilisable. Les physiciens utilisent en
permanence des modéles qui postulent lexistence d’é¢léments qui n‘ont pas encore été
découverts.

Enfin, il est vrai qu'un certain nombre de modéles fournissent des résultats qui étaient
déductibles des conditions choisies sans passer par un formalisme mathématique. Ceci ne
remet cependant pas en cause la démarche, car dans bien des cas, les modeles permettent
de quantifier cette connaissance. En outre, cette critique intervient souvent a posteriori, ce
qui en limite la portée. Enfin, il faut signaler que de nombreux modeéles fournissent des
résultats originaux et qui n’auraient pas été mis en évidence autrement.

Aujourd’hui, l'apport de la modélisation est trés largement reconnu en biologie. Au
méme titre que l'on utilise un microscope bien qu’il n’offre qu'une représentation imparfaite
et limitée dune cellule, on wutilise des modéles pour décrire et comprendre le
fonctionnement de nombreux systémes biologiques.
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3.2) Présentation des modeéles

Dans un premier temps, il faut modéliser la dynamique de la population en

l'absence de parasite : on considére qu’elle suit une croissance logistique (Verhulst,

1838) :
d_N: rN(l_Ej
dt K

N : nombre total d’oiseaux adultes au temps t

r: taux de croissance, égal a b-m
b : taux d’individus issus de la reproduction qui survivent jusqu’a I’age adulte
m : taux intrinséque de mortalité naturelle en ’absence d’infection

K : capacité limite du milieu

Pour modéliser l'effet des parasites, un certain nombre de simplifications du
systéme biologique doivent étre opérées. En premier lieu, le nombre de
compartiments doit étre limité, afin que 1'étude analytique soit envisageable. A
I'exception de leur statut pathologique, les individus seront considérés comme
identiques. D’un certain point de vue, cette simplification ne semble pas étre
abusive puisque, dans cette étude, ni le sexe ni 'dge (yearling vs adultes) ne
paraissent liés a la prévalence parasitaire (Chapitre 1). On a donc considéré un
modele a trois compartiments : les individus sains (S), les individus infectés par
Plasmodium (P) et enfin les individus infectés par Haemoproteus (H). L’effectif total
de la population correspond donc a la somme des effectifs de chaque compartiment
(N=S+H+P). Le taux de transition des individus d’un compartiment 1 a un
compartiment 2 est exprimé par Gcompammem_lcompammem_z, Ainsi, le taux de transition des

individus entre le compartiment « sain » vers le compartiment « Haemoproteus »

- .. O
s’écrit .

Il reste a prendre en compte la reproduction. On considérera dans les modeéles
que les parasites n’'influencent pas le succés reproducteur. En effet, nous n’avons
pas réussi a mettre en évidence de différence dans le succés reproducteur des
individus parasités (voir Annexe 1). Il n’y a pas non plus d’arguments a priori pour
considérer que la survie future des jeunes issus de parents infectés soit plus faible.

En plus du nombre de jeunes produits, il faut considérer le statut parasitaire de
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MA<

MB<

MC<

ces jeunes lorsqu’ils atteignent I’age adulte. Ceci dépend en fait de la probabilité
d’étre infesté. Celle-ci peut étre treés différente de celles des adultes. Pour prendre

en compte cette variable, trois types de situations contrastées ont été considérées.

Tout d’abord, on considére que tous les juvéniles qui atteignent ’age adulte sont

sains (Modele A : MA). Dans ce cas le systéme peut s’écrire :

(;—fzb(S—i-H+P)—mS—r%S—JSHS—JSPS—i-GHSH + 0 psP (1)

dd—lj[l=—mH—r%H—0'HsH—0'HpH +04S + o P (2)
‘;_T:—mp—rgp—apsp—ammasps+aHPH S

Ensuite, on considére que les juvéniles qui atteignent le stade adulte ont été
infestés par Plasmodium et Haemoproteus dans les mémes proportions que les
adultes (Modele B : MB). On considére cependant que contrairement aux adultes,
les guérisons ou les changements d’états ne sont pas possibles. Par exemple, si on
considéere que chez les adultes la probabilité annuelle d’étre infecté par
Haemoproteus est de 5% et par Plasmodium de 50%, alors parmi les juvéniles qui
atteignent le stade adulte 45% seront sains, 5% porteront Haemoproteus et 50%
Plasmodium. Dans ce cas le systéme devient :

z—f: b(S +H +P)(1-0gy —0g)—MS —r%S — 04 S —0pS +TygH + 0P (1)

dd—T:b(S—kH +P)og, —mH —F%H —oyH -opH +0y,S + 0o,y P (2)

Z—T=b(3+ H +P)og —mP—r%P—JPSP—aPHP+o-SPS +o,,H (3)

Enfin, on considére une situation ou tous les juvéniles qui atteignent 1’age
adulte sont infectés (Modele C : MC). Cette situation est modélisée en utilisant les
probabilités chez les adultes mais en réallouant les individus sains aux parasites
selon les probabilités relatives d’infestation. Si on reprend l'exemple précédent,
parmi les juvéniles qui atteignent le stade adulte, 0% sera sain, 9,1% porteront
Haemoproteus et 90,9% Plasmodium. Dans ce cas le systéme devient :

d—Sz—mS —rﬂS —OgyS —0gpS+oygH +opgP

dt

dH Osn N

—=b(S+H +P)ogy + ——=—b(S+H+P)1l-0g; —og)-MH -r—H -oyH -0 H + 0y S + op P

dt Oy +0sp K

drP Ogp N

—=b(S+H+P)ogy +—————b(S+H+P)l-0gy —0gp)—MP—-r—P —0pP—0p,P+0g5S +0o,H
Osu t Osp K
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3.3) Dynamique des populations sans effet des

parasites sur la survie

3.3.1) Parameétrage du modele

A partir du meilleur modele de CMR (M4 ; page 56), il est possible d’estimer

toutes les probabilités de transition d'une occasion de capture a la suivante

(Tableau 9). Ces estimations ont été transformées en temps continu pour étre

utilisées dans le modéle en prenant le logarithme de la valeur plus 1 (Bernstein,

com. pers.). On considérera que ces taux de transmission sont indépendants des

effectifs d’individus infectés.

Tableau 9 : Valeurs des parameétres de la population estimées par CMR et valeurs transformées en
temps continu pour étre utilisées dans les modeles (logarithme de la valeur plus 1). Les probabilités
de transition (&) et les taux de transition (0) sont exprimés en fonction des compartiments entre
lesquels s’effectue la transition. Ainsi, par exemple, le taux de transition des individus sains vers

Haemoproteus s’écrit O gy .

Valeurs estimées par les | Valeurs utilisées dans les
analyses de CMR modeles de dynamique des
populations
B 0,055 0 0,054
Bsp 0,357 b 0,305
g 0,640 e 0,495
i 0,360 . 0,307
o 0,258 o 0,229
Bps 0,232 oL 0,209
Mortalité 0,565 m 0,447
b Variable
K 1000
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3.3.2) Résultats

a) Simulations

Dans un premier temps, des simulations ont été réalisées a 1'aide du logiciel
Dynatica (http://biomserv.univ-lyonl.fr/proMath/DYNATICA/dynatica.html). Ces
simulations permettent d’effectuer une étude empirique et d'observer le
comportement des modéles dans diverses conditions (valeurs de parameétres et
conditions a l'origine). Les simulations pour le modéle a trois équations montrent
quun état d'équilibre est atteint par les trois sous populations de statut

pathologique différent (Figure 9, page 64).

b) Calcul des points d'équilibre

Dans un premier temps, les points d'équilibre de ce systéme sont calculés. En
dehors de ’équilibre trivial S=H=P=0, il n’existe qu'un seul équilibre dans chacun
des modeles. En utilisant les valeurs des paramétres connus pour notre
population, nous avons calculé le nombre d’individus a I’équilibre pour chacun des
compartiments et pour les trois modeéles en fonction des valeurs de b (Figure 10,
page 65). Les équilibres ne sont cependant stables que pour de valeurs de b = 0,5,

sinon, le seul équilibre stable obtenu est la disparition de la population

3.4) Dynamique des populations avec un effet
des infections par Haemoproteus sur la survie

Pour tester l'influence d'une mortalité plus forte des individus porteurs
d’Haemoproteus, on remplace dans chacun des trois modéles le m de la seconde
équation par un M qui correspond a la mortalité supérieure des individus des
porteurs d’Haemoproteus (modéle M2 de CMR, page 56). Les valeurs utilisées dans
les différents modeéles sont m = 0,447 et M= 0,516. Les trois modeéles ainsi obtenus
ont été résolus numériquement. Cette modification des modeéles n’influence en rien
les résultats obtenus qui sont exactement les mémes que ceux présentés

précédemment (voir Figures 9 et 10, page 64 et 65).
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Figure 9: Exemple d’évolution du nombre d'individus avec le temps pour chacun des trois modéles.
Les valeurs des paramétres utilisées sont celles présentées dans le tableau 9 avec b=0,5.
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Figure 10: Proportion d’individus sains, parasités par Haemoproteus et parasités par Plasmodium
pour chacun des trois modeles en fonction de b. Les courbes représentent les prédictions a I'équilibre
pour chacun des modéles (voir texte).
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3.5) Bilan

La réalisation des modéles d’équations différentielles a permis de montrer que
seuls deux équilibres sont possibles : soit l'extinction de la population (équilibre
trivial), soit la coexistence des individus sains, parasités par Haemoproteus et par
Plasmodium.

De plus, si la proportion de jeunes qui survivent jusqu’a l’age adulte est
supérieur a 0,5, la situation de coexistence correspond a un équilibre stable (en
dessous, seule l’extinction de la population est possible car les autres équilibres
sont instables). Cette valeur correspond en fait a une situation ou la natalité
compense la mortalité (estimée ici a 0,447).

Pour comparer les valeurs prédites par les modéles a celles obtenues dans les
populations, il faut définir une gamme de valeurs de b réalistes. Au sein de la
population étudiée, une étude du succés reproducteur a mis en évidence qu’une
femelle produit en moyenne 1,22 jeunes par an (Préault, 2003). Cette estimation
est peut étre une sous-estimation car certaines nichées ont pu échapper au suivi
de reproduction. La survie des juvéniles est elle, difficilement quantifiable variant
entre 28 % et 88 % (in Cramp, 1988). Bien que les estimations de la survie des
juvéniles jusqu’a ’age adulte soient incertaines, il semble donc que b puisse étre
parfois supérieur a 0,5. De plus, méme si la reproduction n’assure pas le maintien
de la population, celle-ci peut étre soutenue par 'apport d’individus immigrants
venant d’autres populations par exemple a travers un fonctionnement « source-
puit » (Pulliam, 1988). Nous n’avons pas d’arguments précis a ce sujet dans notre
cas (en dehors de captures, a chaque fin de saison de reproduction, de juvéniles
d’origine extérieure a notre population urbaine), mais un tel fonctionnement chez

le Merle noir a été clairement suggéré par Ribaut (1964) et Hatchwell et al. (1996).

La modélisation de trois situations contrastées pour les juvéniles montre que
cet aspect a une influence essentielle sur les prévalences observées chez les
adultes En revanche, la prise en compte d'une mortalité plus forte des individus
adultes parasités par Haemoproteus ne change absolument rien aux prévalences
observées. Les modeéles permettent d’estimer que les juvéniles qui atteignent le

stade adulte ont été infestés par Plasmodium et Haemoproteus dans des
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proportions légérement supérieures aux adultes (correspondant a une situation
entre les modeéeles MB et MC). Ce résultat rejoint un certain nombre d’observations
qui montrent une plus grande infection des juvéniles par rapport aux adultes (voir
Valkitinas (2005) pour un bilan sur les relations entre age de I’hote et infection par

des Haemosporidae).

Difféerents mécanismes peuvent étre évoqués pour comprendre I’évolution de la
prévalence des juvéniles de leur naissance jusqu’a l'age adulte. On peut par
exemple penser que la prévalence chez les adultes reflete les capacités de
résistance au sein de la population juvénile puisque l’acquisition d'une immunité
peut se faire trés tot dans la vie des individus (Wilson et al., 2002). Les prévalences
observées chez les adultes peuvent aussi étre dues a l'existence d’une mortalité liée
aux parasites chez les juvéniles. En effet, si nous n’avons pas mis en évidence
d’effet des parasites sur la survie des adultes, les choses peuvent étre tres
différentes chez les juvéniles (Sol et al,, 2003). Etant donnée 'importance du stade
juvénile sur le fonctionnement du systéme chez les adultes, il semble essentiel de
mettre en place des études visant a décrire et a comprendre les facteurs qui

influencent ’évolution des prévalences et l'effet des parasites chez les juvéniles.

4) Discussion générale sur les modeles

4.1) Limites de cette étude

Malgré son intérét, cette étude présente différentes limites. Il est tout d’abord
important de préciser que les modéles multi-états utilisés ici reposent sur des
processus markoviens d’ordre 1. Ceci signifie que ces modeéles considérent que le
parameétre mesuré au temps i dépend uniquement de 1’état de l'individu au temps
i-1. De plus, par rapport au nombre de parameétres a estimer, la taille de
I’échantillon était relativement faible (Gimenez, 2003). Ceci conduit a des
estimations peu précises de certains parameétres de transition (voir Grégoire, 2003
pour plus de détails). Enfin, nous avons utilisé des méthodes de détection visuelle
des parasites qui peuvent conduire a sous estimer les prévalences parasitaires (voir

Chapitre 3).
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Concernant les modeles d’hypothéses qui en découlent, des contraintes
particuliéres s’ajoutent. L'une d’entre elles est liée au choix d'un modeéle logistique
pour représenter la densité-dépendance de la croissance de la population. Le choix
d’'une mortalité densité-dépendante et d'une natalité constante ne peut étre vérifié
a partir de nos données. Ce choix peut conduire a une stabilité excessive des

effectifs autour de la capacité limite du milieu.

De plus, ces modeéles considérent que les taux de transition et de mortalité
déterminés a partir de I’étude de notre population durant cinqg ans correspondent a
des taux constants. Ainsi, on suppose que les caractéristiques de la population
d’oiseaux, de l'environnement et des parasites ne se modifient pas au cours du
temps. Ceci n’est pas une limite forte puisque l’environnement est relativement
stable sur de courtes périodes et on peut donc considérer que les caractéristiques
de la population ne se modifient pas. Nous avons également considéré que les taux
de transition était constants quels que soient les effectifs en Merles et en parasites.
Ceci est probablement le cas pour Plasmodium, généralement considéré comme un
parasite a large spectre d’hotes et dont les effectifs dépendent probablement de la
dynamique de nombreuses autres espéces doiseaux (Valkitnas, 2005). En
revanche, pour Haemoproteus qui présente un spectre plus restreint, cet aspect
est plus discutable. En effet, la probabilité pour un individu de se faire infecter
n’est pas a priori indépendante du nombre d’individus infectés dans la population.
Enfin, nous avons considéré que les taux de transition estimés par les modéles de
CMR étaient des estimations précises. Ce point est discutable pour certaines
d’entre elles et il semblerait intéressant d’approfondir l'incidence d’éventuelles

mauvaises estimations (analyse de stabilité).

4.2) Intérét de la démarche

La mise en évidence de leffet des parasites sur la survie au sein des
populations naturelles est un probléme complexe car ces populations sont
généralement ouvertes et les individus peuvent changer de statut parasitaire au
cours de leur vie. L'utilisation des statistiques associées aux données de CMR

multi-états telle que proposée ici permet une approche rigoureuse de ce type de
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situation et pourrait donc étre utilisée pour d'autres types de parasites en
populations sauvages. Un autre intérét de ces modeéles est qu’ils estiment tous les
taux de transition entre les états parasitaires. Ils fournissent ainsi les parameétres
nécessaires pour la réalisation de différents modéles d’hypothéses (basés sur des
équations différentielles) permettant de prendre en comptes des parameétres

difficilement accessibles par d’autres démarches.

Les modéles populationnels que nous avons développés ne concernent que la
population de I’Arquebuse. Or, le Merle est une espéce ubiquiste que l'on retrouve
dans presque tous les milieux. Nous aborderons au cours du prochain chapitre,
I'incidence du milieu de vie (structuration spatiale) sur le fonctionnement de la

relation hote-parasite.

-69 -



CHAPITRE Il

Structuration spatiale de la
relation Merle noir - parasites :
mise en évidence et

facteurs explicatifs




1) Introduction

Les écologues ont longtemps prété peu d’attention a la distribution spatiale des
populations (Hanski, 1999). Cependant, le développement de modéeles de
métapopulations (Levins, 1968 in Hanski, 1999) a progressivement conduit a
mettre en évidence son importance. De plus, I’hétérogénéité spatiale de ’habitat est
renforcée par 'action humaine En effet, '’homme fragmente et réduit les habitats
naturels au profit de surfaces agricoles et urbanisées. Ainsi, en France, les surfaces
anthropisées et urbaines (habitats, infrastructures, batiments divers, équipements
sportifs ou de loisirs) représentent 8% du territoire national. Les superficies de ces
zones artificielles sont passées de 38 000 km? a 43 000 km? en huit ans (1992-
2000), soit une augmentation annuelle de 1,6% (Institut francais de

I'environnement, 2005).

Ces modifications ont permis a certaines espéces de s’implanter durablement
avec des effectifs parfois importants dans des habitats nouveaux comme le milieu
urbain (Luniak et al, 1990 ; Vuorisalo et al, 2003). L¢tude des populations
urbaines semble particuliérement intéressante car, de par ses spécificités, le milieu
urbain impose des contraintes parfois trés différentes du milieu d’origine.
Cependant, ces populations urbaines ont longtemps été sous étudiées par les
écologues. Ainsi, chez les oiseaux, 75% des 101 études portant sur le milieu urbain
ont été réalisées au cours de ces vingt derniéres années (Marzluff et al., 2001). De
plus, parmi ces études, la plupart s’attachent a décrire les communautés, les
études intra-spécifiques et populationnelles demeurant largement minoritaires (37
études seulement pour la période 1900-2000 ; Marzluff et al.,, 2001). Ces travaux
semblent insuffisants pour comprendre la complexité du fonctionnement des

populations urbaines et a fortiori, la relation avec leurs parasites.

Nous chercherons au cours de ce chapitre a identifier des différences inter-

habitats dans la distribution des parasites mais aussi a déterminer de possibles
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facteurs explicatifs. En effet, les variations spatiales de la relation hoéte-parasite
peuvent s’interpréter en termes de modifications des facteurs écologiques (comme
par exemple différents facteurs abiotiques) ou par d’autres facteurs (comme une
résistance locale des populations).

Mieux appréhender l'incidence des facteurs du milieu sur la présence de parasites
au sein des villes est essentiel pour comprendre le fonctionnement des populations
(voir par exemple Robert et al, 2003). Cette démarche, visant a préciser les
conséquences de 'anthropisation sur les relations héte-parasite, est aussi en lien
avec les problématiques de santé publique. En effet, 'augmentation du nombre
d'animaux sauvages dans les villes accroit nettement la fréquence des contacts avec
I’'hnomme et les animaux domestiques. Or, parmi les causes de développement des
maladies dites émergentes figure le franchissement de la barriére spécifique,
franchissement favorisé par le contact récurrent avec des animaux qui servent de
réservoir de maladies infectieuses. C’est par exemple le cas de la Fievre de Corée
(virus Hantaan) transmise par les rongeurs ou le cas du virus du SRAS qui a sauté
la barriére d'espéce probablement d'un animal comestible a 'homme (Institut
Pasteur, 2005). Le probléme est d’ailleurs renforcé chez les oiseaux car, en plus
d’étre abondants, ils présentent la particularité de pouvoir facilement se disperser
dans les différents milieux et sont donc potentiellement capables d’introduire des

parasites en milieu urbain.

Le Merle représente de ce point de vue, une espéce modeéle trés intéressante. En
effet, on observe chez cette espéce des densités jusqu’a dix fois plus forte en milieu
urbain alors que la colonisation du milieu urbain est récente (XIXéme siécle)
(Isenmann, 2000). Bien qu’aucune relation de cause a effet n’ait été établie, il
existe des disparités dans les prévalences parasitaires au sein de chaque habitat. Il
semble que la prévalence en parasites sanguins soit plus faible en ville (Grégoire,
2003), mais cette étude ne compare qu’un site urbain a un site forestier et ne peut
donc réellement différencier l'effet site de l'effet habitat : les tendances qui s’en
dégagent demandent donc a étre confirmées. De plus, les méthodes de détection
optique utilisées conduisent a une forte sous estimation des prévalences qui

semblent dépendante du niveau d’infestation (Jarvi et al., 2002 ; Waldenstrom et
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al., 2002). Nous avons donc développé une méthode d’analyse moléculaire qui
permet d’améliorer la détection. Nous discuterons ce qu’implique l'utilisation de
cette nouvelle méthode pour notre compréhension du fonctionnement spatial de la
relation hote-parasite. Enfin, une étude récente a montré a ’échelle de la région de
Bourgogne, que les populations urbaines présentent une quasi absence de tiques
alors que plus de 70% des individus forestiers sont infectés (Grégoire et al., 2002).
Nous chercherons a étudier a plus grande échelle s’il est possible de mettre en
évidence une structuration des prévalences parasitaires en tiques et si ces
variations peuvent s’expliquer par des résistances locales des populations ou par

des différences de structure du milieu.

2) Variabilité inter-habitat des parasites
sanguins

2.1) Mise en évidence d’une variabilité

2.1.1) Matériel et méthodes

a) Obtention des données

Les données utilisées dans ces analyses correspondent a des captures réalisées
de mars a juillet entre 1998 et 2002. Seuls les individus adultes et yearling ont été
pris en compte. En cas de captures multiples d’un individu, une seule donnée a été
aléatoirement conservée. Les prévalences et les intensités en parasites ont été
déterminées par lecture de frottis sanguins (voir matériel et méthodes général).
Quatre sites ont été pris en compte :

- deux sites en habitat urbain a Dijon (parcs de ’Arquebuse et de la Coulée verte)
- deux autres sites au sein du massif forestier des Crochéres, situé a environ 30

km a l'est de Dijon (Crochéres partie « Auxonne » et partie « Dole »)

Afin de nous affranchir d’un effet potentiel d'une structuration temporelle entre

les sites de capture, les données retenues ont été choisies pour que les dates de
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capture soient comparables entre les différents sites (Kruskall-Wallis : ddl = 3 ; Chi?

=4,53; p =0,21).

De plus, deux autres sites ont été étudiés ponctuellement dans la région
lyonnaise. L'un correspond a un parc urbain situé sur le campus de la Doua a
Villeurbanne et l'autre est un site forestier situé a environ 35 km de Lyon,
appartenant a la fondation Pierre Vérots. Toutefois, les faibles effectifs obtenus et le
caractére ponctuel de ces captures ne nous ont pas permis d’intégrer les données
de la région lyonnaise dans nos analyses. Ces données ne nous serviront donc qu’a

titre d’illustration.

b) Analyse statistique

Pour analyser la structuration spatiale des prévalences, nous avons utilisé un
modeéle de régression logistique. Les facteurs habitat et site ont été hiérarchisés en
considérant que chaque type d’habitat se subdivise en deux sites. Les analyses ont

été réalisées avec JMP 5.0.1 ( SAS Institute Inc.).

2.1.2) Résultats

Entre les quatre sites de capture, les proportions de chaque sexe, de yearling et
d’adultes ne difféerent pas significativement (respectivement : Chi* de Pearson =
0,985 ; p = 0,805 | Chi? de Pearson = 2,038 ; p = 0,916 ). Les données ont donc été
regroupeées.

Pour Plasmodium, la prévalence en parasites est plus importante au sein des
habitats forestiers que dans les habitats urbains (Chi? de Wald = 4,195;ddl =1 ; p
= 0,038 ; Figure 11 A, page 75). En revanche, au sein de chaque habitat, les sites
ne différent pas les uns des autres (Chi? de Wald = 1,180 ; ddl =2 ; p = 0,554).

Pour Haemoproteus, aucun patron n’est observé que ce soit entre habitats
(Chi? de Wald = 2,520 ;ddl=1; p=0,112; Figure 11 B, page 75) ou entre sites au
sein de ces habitats (Chi? de Wald = 0,231 ; ddl =2 ; p = 0,891).
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Si I'on compare les résultats obtenus en Bourgogne avec ceux obtenus dans la

région lyonnaise, on observe pour Plasmodium une structuration entre habitat

urbain et forestier qui semble similaire (Figure 12 A, page 76). Pour Haemoproteus,

aucune différence ne semble se manifester entre les deux sites (Figure 12 B, page

76).

DIJON A

Crocheres

Auxonne® %

Dole

Lyon Besancon

DIJON B

Crocheres

Auxonne® @

Dole

Lyon Besancon

Figure 11 : Prévalence en parasites sanguins des genres Plasmodium (A) et Haemoproteus (B) pour
chacun des quatre sites de la région de Bourgogne. La partie gris clair représente la proportion
d’individus sains alors que la partie gris sombre représente les individus parasités. La taille des
cercles est proportionnelle a 'effectif considéré. Les deux sites urbains de I'agglomération dijonnaise
correspondent a la « Coulée verte » et « Arquebuse » alors que les sites forestiers sont « Crochéres

Dole » et « Crochéres Auxonne ».
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Figure 12 : Comparaison des prévalences en parasites sanguins des genres Plasmodium (A) et
Haemoproteus (B) entre les sites de la région Bourgogne et ceux de la région lyonnaise. « ville »

correspond aux deux sites urbains bourguignons alors que « forét »

correspond aux deux sites
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forestiers bourguignons. « Lyon campus » est un site urbain situé a Villeurbanne alors que « Lyon
FPV » est un site forestier situé a 35km de Lyon au sein de la Fondation Pierre Vérots.

2.2) Importance de la méthode de détection des
parasites

Pour compléter notre travail sur la variabilité spatiale, nous avons voulu vérifier
I'importance de la méthode de détection utilisée sur les patrons de distribution
spatiale. Pour cela, en collaboration avec S. Bentz (ATER, Université de Bourgogne),
nous avons mis au point une méthode de détection moléculaire que nous avons

ensuite comparée a la méthode traditionnelle par détection visuelle.

2.2.1) Matériel et méthodes

a) Définition des types moléculaires de parasites

Un sous échantillon de vingt prélévements représentant la plus grande diversité
possible de morphotypes déterminés par lecture de frottis (notamment les
différentes espeéces de Plasmodium et d’Haemoproteus déterminées visuellement ;
voir Figure 4, page 19) a été sélectionné pour analyser la diversité génétique. Ces
échantillons ont été séquencés pour (i) vérifier la concordance entre la variabilité
morphologique et la variabilité moléculaire (définition de types moléculaires) et (ii)
définir des enzymes de restriction permettant de caractériser chacun des types

moléculaires.

b) Extraction de ’ADN

L’ADN est isolé a partir de 400ul de sang conservé dans du tampon de
conservation (Queen’s lysis buffer ; Seutin et al, 1991). Les échantillons sont
incubés avec 20uL de protéinase K (10mg/mL) a 55°C pendant deux heures.
Ensuite, une premiére extraction est faite avec une solution alcoolique de phénol-
chlorophorme-isoamyl (25:24:1). Une seconde extraction a lieu dans une solution

alcoolique de chloroform-isoamyl (24:1). L’ADN est ensuite précipité dans une
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solution d’é¢thanol a 95%, additionnée avec 1/10 d’acétate de sodium 3M (pH=5,5),
lavé deux fois avec de ’éthanol a 70% et repris dans 50 pL d’H»O.

c) Détermination des primers et conditions de réalisation des
PCR*

Les primers sont déterminés grace a un alignement des séquences réalisé en
utilisant le logiciel BioEdit (Hall, 1999) et grace a 80 séquences du cytochrome b
publiées pour les espeéces de Plasmodium, Haemoproteus et Leucocytozoon et
obtenues sur des hoétes aussi difféerents que les mammiféres, les oiseaux et les
« reptiles » (banque de données « Entrez Nucleotides » disponible sur le site du NCBI
< http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi’db=Nucleotide>). Nous avons
défini deux primers : HaemoFmod (5' TTACAAGGTAGCTCTAATCCTTT 3'), qui est le
méme que HaemoF (Perkins & Schall, 2002) mais qui est un petit peu plus court a
I'extrémité 3' et CytbHaeR (5' TTGTGGTAATTGACATCCAAT 3)).

Pour obtenir un controle de la qualité de I’ADN utilisé, nous avons aussi
déterminé des primers spécifiques de I'ADNr 18S du Merle noir (OisF18 : 5
GTGAAACTGCGAATGGCTCAT 3' et OisR18 : 5' CAAGATCCAACTACGAGCTTT 3)).
Pour vérifier 'absence dune éventuelle contamination de nos échantillons, nous

avons intercalé un échantillon blanc (eau sans ADN) tous les 10 échantillons.

L’ADN a été dilué dix fois pour les réactions de PCR. Le « Mix » de PCR a été
réalisé avec Eurobio Taq et les réactifs fournis par le fabricant (Laboratoire
Eurobio). La PCR a été réalisée dans des volumes finaux de 50 pl avec une
concentration de 1,3 mM de MgCL,. Les échantillons ont ensuite été soumis a 35
cycles de 4 minutes (dénaturation: 95°C, 1min ; hybridation: 50°C, 1min ;
€longation 72°C, 2min | T3Thermocycler, Biometra) se terminant par 10 minutes a
72°C. Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorese sur gel

d’agarose a 1,5%.
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d) Définition des types génétiques

* PCR constitue [I'abréviation anglaise de réaction de polymérisation en chaine
(Polymerase Chain Reaction). !

purifiés en utilisant un kit de purification de l'agarose (Fermentas) et envoyés a
Macrogen pour séquencage. Les 20 séquences obtenues étaient constituées de trois
« génotypes ». Ces séquences ont ¢été analysées avec le serveur BLAST
(http:/ /www.ncbi.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) pour examiner le degré de similitude
avec des séquences existantes. Or, les espéces déterminées a partir de la lecture de
frottis (Haemoproteus fallisi, H. minutus, Plasmodium giovanolai et P. vaughani)
n’apparaissent pas dans la base de données de séquences disponibles (banque de
données « Entrez Nucleotides»). Nous ne pouvons donc confirmer nos
déterminations optiques avec les génotypes. Cependant, nous pouvons rapprocher

nos séquences des autres séquences connues.

Le premier des trois génotypes correspond aux deux morphotypes
d’Haemoproteus identifiés visuellement (H. fallisi et H. minutus). Cette séquence est
trés proche de celles du genre Haemoproteus et ne présente que 4 différences parmi
les 400 bases alignées avec Haemoproteus sp. haplotype HLW1 (AY099042.1) et
Haemoproteus sp. haplotype 22 (AF465574.1).

Le second génotype correspond au morphotype de Plasmodium vaughani. La
séquence ressemble a celle de Plasmodium sp. souche OZ35 (AY540217.1) puisqu’il
n’y a que 12 bases différentes sur 400.

Enfin, le troisiéme génotype avait été identifié visuellement comme Plasmodium
giovanolai. La séquence que nous avons obtenue se rapproche de six autres
séquences de Plasmodium (7 bases différentes sur 400) : Plasmodium relictum isolat
ATCC (AY733089.1), Plasmodium sp. issu de Larosternai (AY099036.1), Plasmodium
relictum souche ATCC (AY099032.1), Plasmodium relictum isolat jb3 (AY733088.1),
Plasmodium sp. haplotype 56 (AF465556.1) et Plasmodium sp. E2 (AY640145.1).
Dans la suite de ce travail, nous parlerons pour chacun des trois types génétiques

de Haemoproteus sp., Plasmodium sp. 1 et Plasmodium sp. 2 respectivement.
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Pour chacun de ces types, une carte de restriction a été établie sous Bioedit et a
permis de choisir des endonucléases permettant de les discriminer :

- Munl est spécifique du type Haemoproteus.

- si Munl ne coupe pas la séquence, Bsrdl permet de distinguer Plasmodium
sp. 1 et Plasmodium sp. 2,

- enfin, Sspl coupe toujours les séquences mais selon des patrons spécifiques.
Elle est utilisée systématiquement en complément des deux enzymes précédentes
pour confirmer les résultats et minimiser ainsi les risques d’erreur vis-a-vis d’autres
espéces de parasites qui pourraient étre présentes.

L’utilisation de ces trois endonucléases permet donc d’identifier par PCR-RFLP*
chacun des trois génotypes. Dans la suite de ce travail, nous ne distinguerons
cependant pas Plasmodium sp. 1 et Plasmodium sp. 2 car cette distinction n’a pas
pu étre réalisée pour la méthode visuelle. Nous parlerons donc plus généralement

de Plasmodium.

e) Analyses statistiques

Un sous échantillon de 85 individus répartis au sein des milieux urbains et
forestiers a été pris en compte. Pour comparer l’efficacité de la détection par PCR a
celle par lecture optique, nous avons utilisé un test des signes. De plus, en
considérant que la PCR diminue le seuil de détection (approchant ainsi la « vraie »
prévalence), nous avons calculé pour la méthode de détection optique la sensitivité
(la probabilité de détection visuelle du parasite sachant, par PCR, que l'individu est
infecté) et la spécificité (la probabilité de ne pas détecter visuellement le parasite

sachant, par PCR, que l'individu n’est pas infecté).

Pour les deux genres de parasites sanguins et pour chacune des méthodes de
détection, nous n’avons pas trouvé d’influence significative du sexe ou de 'année de
capture. Les données seront donc regroupées pour les analyses. De méme, aucune

interaction n’a été détectée entre les différents genres parasitaires et nous avons

* Le sigle RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism ou Polymorphisme de
Longueur des Fragments de Restriction) évoque la méthode qui consiste a utiliser des
endonucléases pour digérer les produits de I'amplification par PCR, afin d’en révéler le
polymorphisme.
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donc traité chaque genre séparément. Toutes les analyses ont été réalisées en
utilisant JMP 5.0.1 (SAS Institute Inc.).
2.2.2) Résultats

a) Comparaison des deux méthodes

La méthode par PCR améliore de maniére significative la détection des parasites
(Test des signes: n = 85; p < 0,0001). Cette amélioration semble générale
puisqu’elle concerne les deux genres de parasites ainsi que les individus bi-infectés
(Figure 13).

Cette amélioration de la détection a été quantifiée par le calcul de la sensitivité
de la méthode de détection optique. D'une maniére générale, 69,9% des individus
portant au moins un des parasites (détection par PCR) sont réellement détectés
comme infectés par détection optique. Si I'analyse est menée pour chaque situation
parasitaire, le niveau de détection par la méthode visuelle chute, en particulier pour
les individus bi-infectés (Tableau 10, page 82). La spécificité de la détection visuelle
reste en revanche bonne que ce soit d'une maniére générale (87,5%) ou pour

chaque situation parasitaire (Tableau 10, page 82).
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Figure 13: Nombre d’oiseaux infectés par des parasites pour chaque genre de parasites et pour les
individus bi-infectés selon la méthode de détection utilisée. A indique les valeurs de p obtenues par un

oGOt

Tableau 10: Prévalence estimée par PCR et par lecture optique de frottis sanguins. La sensitivité et la
spécificité de la lecture optique par rapport a la PCR sont aussi indiquées (n = 85).

tact dac cinnac comnarant lac darv maéthodes
teStaEeSSIghe RpPa e S-GethhetRoGes:

Prévalence Prévalence par Sensitivité de la  Spécificité de la
par PCR frottis sanguins méthode par méthode par
(vraie) (estimation) frottis frottis
Haemoproteus 40% 24,7% 61,7% 85,7%
Plasmodium 71,76% 45,88% 58,5% 95,1%
Bi-infection D850 5,88% 26,3% 100%

b) Variabilité spatiale des prévalences avec chacune des
meéthodes

A partir de 'analyse des frottis sanguins, aucune différence significative n’a été
observée entre les sites urbains et forestiers pour la prévalence en Haemoproteus.
La méme comparaison effectuée cette fois avec les données issues de PCR ne
montre pas non plus de différence significative, mais il existe une tendance a
observer des prévalences plus fortes en forét (Figure 14, page 83).

Pour Plasmodium, les résultats sont inversés. L’analyse des frottis sanguins
montre une prévalence plus forte en forét alors que l'analyse par PCR ne montre

aucune différence significative entre les deux sites (Figure 14, page 83).

Ces résultats s’expliquent par une amélioration de la détection, différente selon
les habitats. Ainsi, pour Haemoproteus, la PCR augmente significativement la
détection en forét mais pas en ville. A l'inverse, pour Plasmodium, la PCR augmente

beaucoup plus fortement la détection en ville qu’en forét.
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Figure 14: Nombre d’oiseaux infectés pour chaque genre de parasites selon le site de capture et la
méthode de détection utilisée. Les rectangles blancs représentent les sites urbains et les rectangles
gris, les sites forestiers. A indique les valeurs de p obtenues par un test des signes comparant les
deux méthodes et B celles obtenues par un test du Chi2.

3) Structuration spatiale des prévalences
en tiques

3.1) Matériel et méthodes

3.1.1) Obtention des données

Nous avons analysé ici uniquement les données nationales issues de la
collaboration avec le CRBPO (voir Grégoire et al., 2002 pour une analyse des
données locales). En complément, pour chacun des 56 sites de capture, nous avons
pu obtenir des descriptions du milieu qui correspondent a l'occupation du sol selon
la nomenclature CORINE LAND COVER (Institut francais de l'environnement,

2005). Ce programme repose sur une nomenclature standard selon cinq grands
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types d'occupation du territoire, eux-mémes subdivisés en sous catégories.
L’utilisation de modéles SIG a permis de déterminer pour chaque site la proportion

de ces différentes catégories (R. Julliard, com.pers.).

3.1.2) Analyses statistiques

Pour les individus capturés plusieurs fois, seule une des captures a été retenue,
au hasard, pour figurer dans les analyses. Les données en prévalence ont tout
d’abord été analysées pour vérifier I'existence d'un effet station en utilisant une
régression logistique. Nous avons également pris en compte dans nos analyse 1’age
(yearling vs adulte), le jour de capture (nombre de jours depuis le premier mars), et

la station de capture.

Nous avons comparé les prévalences en tiques sur les Grives musiciennes et les
Merles noirs (dans les stations ou les effectifs de Grives et de Merles sont
supérieurs a dix) avec un test de Kolmorov-Smirnov. Pour simplifier les
descriptions des milieux, nous avons réalisé une ACP sur ces stations. Les axes ont
été interprétés en terme de description globale de structuration du milieu. Les
coordonnées factorielles de chaque station représentent donc une mesure de cette
description globale pour chacune des stations. Ces valeurs ont par la suite été
utilisées pour réaliser une régression logistique avec les prévalences observées au
sein de ces stations. En dehors de ’ACP réalisée avec ADE4 (Thioulouse et al.,

1997), les analyses ont été réalisées avec JMP 5.0.1 ( SAS Institute Inc.).

3.2) Résultats

3.2.1) Mise en évidence d’une structuration spatiale

Les prévalences en tiques ne variant ni entre années (Voir Chapitre 1 : Chi? =
3,29 ;ddl = 2 ; p = 0,19), ni entre males et femelles (Voir Chapitre 1 : Chi? = 1,48 ;

ddl =1 ; p = 0,22), ces parametres n’ont pas €té pris en compte dans ’analyse

-84 -



La prévalence présente une relation quadratique avec le jour de capture
(Tableau 11). En plus de cette variation temporelle, la prévalence varie entre

station.

Tableau 11 : Variabilité de la prévalence en tiques en fonction de I'dge des hétes et de paramétres
spatiotemporels (n=650). p correspond a la probabilité déterminée a partir du Chi? de Wald du modéle
logistique.

ddl Chi? de Wald P
Jour il 24,38 <0,0001
Station 55 265,76 <0,0001
Age 3 18,43 0,004

Nous avons ainsi pu établir une carte de France des prévalences observées
(Figure 15, page 86). On constate sur celle-ci que les tiques semblent plus rares sur
la cote atlantique et au nord du bassin méditerranéen. Cependant, la variabilité des
prévalences n’est pas totalement explicable par des critéres géographiques, puisque
des stations proches peuvent présenter des prévalences trés contrastées, comme
par exemple dans le département des Yvelines ou deux stations distantes de 25 km

présentent des prévalences tres différentes (40% et 82%).

Afin de tenter de vérifier si ces différences de prévalences chez le Merle sont
imputables a des phénomeénes de résistance locale, nous les avons comparées aux
prévalences en tiques chez la Grive musicienne pour quelques stations. Aucune
différence n’a pu étre mise en évidence entre les deux distributions (Kolmogorov :

diff maxi = 0,222 ; Chi? = 0,889 ; p > 0,999 / Figure 16, page 86).
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Figure 15 : Prévalence en tiques pour les différents sites analysés. La partie gris clair représente la
proportion d’individus sains alors que la partie gris sombre représente les individus parasités. La taille
des cercles est proportionnelle a I'effectif considéré. Seuls les sites ot n>10 sont représentés.
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Figure 16: Prévalence en tiques chez les Merles (barres blanches) et chez les Grives musiciennes
(barres grises) au sein des neuf stations ayant des effectifs de Grives supérieurs a 10.
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3.2.2) Influence des facteurs abiotiques de
I’environnement ?

Deux axes factoriels ont été retenus pour l'analyse par ACP des stations
(surfaces occupées selon le code CORINE LAND COVER ; Figure 17, page 88) :

- laxe factoriel 1 oppose essentiellement des zones urbanisées (11),
industrielles ou commerciales et des réseaux de communication (12) a des zones de
Foréts (31). Il peut donc étre globalement interprété comme un axe d’urbanisation.

- laxe factoriel 2 oppose des milieux a végétation arbustive et/ou herbacée
(32) et des espaces ouverts, sans ou avec peu de végétation (33) a des zones
agricoles prairiales et hétérogénes (23 et 24) et peut donc étre globalement
interprété comme un axe opposant les milieux agricoles aux milieux semi naturels
non forestiers.

La prévalence en tiques est liée négativement a 'axe 1 (Chi* de Wald = 7,24 ; p =
0,007), indiquant une diminution des prévalences en tiques sur les oiseaux si le
milieu s’urbanise. Pour 'axe 2, la relation est elle aussi négative (Chi? de Wald = -
11,92 ; p = 0,0006), ce qui indique que les prévalences sont plus fortes dans les

zones agricoles prairiales que dans les zones semi naturelles non forestiéres.
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Facteur 2 : 13.3%

Facteur 1 : 15.8%

Figure 17 : Représentation des descripteurs de milieu dans le plan factoriel 1-2 de 'ACP. Les
pourcentages indiqués pour chaque axe représentent le pourcentage de la variance expliqué par cet
axe. Les nombres associés aux fleches indiquent des catégories d’habitats selon la nomenclature
CORINE LAND COVER. Le premier chiffre indique les cinq grands types d’occupation possibles d’un
territoire (1. Territoires artificialisés, 2. Territoires agricoles, 3. Foréts et milieux semi naturels, 4.
Zones humides, 5. Surfaces en eau). Au sein de chacun de ces grands types, diverses sous
catégories ont été définies (v11. Zones urbanisées, v12. Zones industrielles ou commerciales et
réseaux de communication, v13. Mines, décharges et chantiers, v14. Espaces verts artificialisés non
agricoles, v21. Terres arables, v22. Cultures permanentes, v23. Prairies, v24. Zones agricoles
hétérogenes, v31. Foréts, v32. Milieux a végétation arbustive et/ou herbacée, v33. Espaces ouverts,
sans ou avec peu de végeétation, v41. Zones humides intérieures, v42. Zones humides maritimes, v51.
Eaux continentales, v52. Eaux maritimes)
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4) Discussion

4.1) Parasites sanguins

L’analyse par lecture optique de frottis sanguins ne nous permet pas de mettre
en évidence de différences d’infestation par Haemoproteus entre les sites étudiés.
En revanche, il existe une structuration spatiale des prévalences en Plasmodium
car les oiseaux sont moins infectés dans les sites urbains que dans les sites
forestiers. De plus, les quelques données issues de la région lyonnaise présentent
également le méme type de différences entre habitats et semblent donc montrer que
cette structuration est généralisable. L’existence de structuration de ce type entre
habitats urbains et forestiers avait déja été suggérée par Grégoire (2003) mais avec
un faible échantillon et en ne comparant qu'un seul site par habitat. Plus
généralement, ces résultats rejoignent un certain nombre de données sur la
variabilité spatiale des prévalences en Haemosporidae chez les oiseaux (Bennett et
al., 1982 ; Merila et al., 1995 ; Sol et al., 2000).

Une hypothése permettant d’expliquer cette différence inter-habitat des
prévalences en Plasmodium passerait par une hétérogénéité dans la distribution des
vecteurs comme cela a été noté dans le cas du Pigeon biset (Columba livia) chez qui
les variations de prévalence en Haemoproteus semblent s’expliquer par la
distribution du vecteur hématophage (Hipoboscidae ; Sol et al., 2000). De méme, a
Hawai, la distribution altitudinale de certaines espéces d’oiseaux semble pouvoir
s’expliquer par rapport a la présence ou non des moustiques vecteurs de
Plasmodium relictum (Atkinson et al.,, 1995). En adaptant cette hypothése, la plus
faible pression parasitaire subie par les individus urbains pourrait étre 1'un des
facteurs expliquant les fortes densités des populations de Merles en ville (bien que
nous n’ayons pu formellement identifier I'impact de ces parasites sur la survie (voir
Chapitre 2)).

Le fait que, contrairement a Plasmodium, Haemoproteus ne présente pas de
structuration spatiale peut également s’expliquer par le fonctionnement des
populations de vecteurs. En effet, les vecteurs principaux de Plasmodium sont des

moustiques (Culicidae) alors que pour Haemoproteus, ce sont des mouches
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hématophages (Ceratopogonidae et Hippoboscidae) qui sont treés différentes
notamment dans leur dispersion, leur reproduction, leurs exigences écologiques et
leur spécificité vis-a-vis de leur hote (Valkitinias, 2005). Toutefois, d’autres
explications sont également envisageables, comme une variabilité de tolérance ou

de résistance chez les Merles entre les populations urbaines et forestiéres.

Malgré son intérét, cette étude basée sur des lectures de frottis sanguins
présente une limite importante du fait de la faible sensitivité de ces lectures (Jarvi
et al., 2002 ; Waldenstrém et al, 2002 ; Valkitnias, 2005). De récents travaux
menés sur ce sujet ont montré que, méme avec un effort de lecture trés important,
les infections de faible intensité sont trés mal détectées (Jarvi et al., 2002). Cette
mauvaise détection est problématique pour ce type d’analyse spatiale puisqu’elle
peut conduire a interpréter une variation d’intensité comme une différence de
prévalence. Nous avons donc mis au point une méthode moléculaire par PCR, plus
efficace quels que soient les parasites et les sites concernés - méme si
laugmentation est moins drastique que dans d’autres études (Jarvi et al., 2002 ;
Waldenstrom et al., 2002). Cette méthode confirme en méme temps que

I'identification visuelle des deux genres de parasites est acceptable.

Au-dela de l'augmentation globale des prévalences, la prise en compte de la
structuration spatiale montre que l'augmentation n’est pas homogéne entre les
habitats urbains et forestiers. Pour Haemoproteus qui ne présentait aucune
différence entre habitats, 'analyse par PCR montre une plus forte prévalence en
ville, mais cette différence demeure toutefois non significative. A l'inverse, pour
Plasmodium, le contraste de prévalence observée entre ville et forét par lecture de
frottis devient non significatif quand on utilise la PCR. Il semble donc que les
populations urbaines ne présentent pas de plus faibles prévalences en Plasmodium
mais plutét des intensités plus faibles qui conduisent a sous estimer fortement la

prévalence par lecture optique.

Si I'on considére que lintensité parasitaire est largement dépendante de la

capacité immunitaire des individus, ce patron s’interpréte plus en terme de
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condition des individus que de distribution des vecteurs. L’influence de la condition
de I’hote sur la capacité a maintenir une intensité parasitaire basse a déja été mise
en évidence, notamment chez des oiseaux migrateurs (Gylfe et al, 2000). Ces
différences en intensité parasitaire pourraient donc étre la résultante d'un milieu
urbain plus favorable a 1’hote qui, bien que présentant les mémes risques
d’exposition aux parasites, fournirait aux oiseaux les ressources nécessaires pour
lutter plus efficacement contre les parasites. Toutefois, cette interprétation n’est
que 'une des hypothéses possibles. On peut bien str envisager qu'une plus faible
intensité en Plasmodium dans le milieu urbain provienne d'une moindre abondance
du vecteur dans cet habitat et par conséquent d'une fréquence réduite des

infestations.

D’une manieére plus générale, notre étude souligne la variabilité inter-habitat des
parasites (du moins en intensité), mais aussi le danger de n’utiliser que des lectures
optiques pour ce type d’études spatiales. D’autres analyses sont nécessaires pour
appréhender avec plus de précisions le fonctionnement spatial de la relation Merle-

parasite sanguin.

4.2) Tiques

La forte variabilité entre stations est un résultat notable, étant donnée 1'échelle a
laquelle le travail a été réalisé. La distribution des infestations semble partiellement
explicable par les variations climatiques et géographiques. Ainsi, les faibles
prévalences observées pour les stations du Sud de la France correspondent aux
données sur la répartition de Ixodes ricinus (faible présence en climat

méditerranéen ; Delaye, 1998).

Cependant, la variabilité observée est parfois forte entre des sites
géographiquement proches. Pour mieux comprendre ces variations, nous avons
comparé les prévalences observées chez le Merle et chez la Grive musicienne pour
neuf sites. Les valeurs observées au sein de chaque site pour ces deux espéces sont

toujours trés proches. Ce résultat semble donc exclure l’existence de phénomeénes
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de résistance locale des populations de Merles puisqu’il supposerait alors que les
populations de Grives musiciennes présentent les mémes résistances que le Merle,
ce qui parait peu probable. Il semble beaucoup plus vraisemblable que le patron de
distribution observé soit lié a des variations du risque d’exposition . La variabilité
de ce risque entre sites peut provenir de différences environnementales. En effet, les
tiques nécessitent des conditions précises pour survivre durant leurs phases libres
(Gray, 1998). Elles sont en particulier sensibles a la dessiccation, mais aussi a
l'excés d'humidité qui peut survenir durant l'hiver dans les zones largement

inondées (Gray, 1998).

Pour tenter d’identifier de maniére synthétique des facteurs environnementaux
qui expliqueraient plus précisément une variabilité d’infestation, nous avons réalisé
une ACP sur les données environnementales de chaque station de capture (données
issues des descriptions d’habitats par le programme CORINE LAND COVER). Ce
travail nous a permis de montrer que la prévalence en tiques diminue avec
lartificialisation du milieu. Ce résultat rejoint ainsi les données de Grégoire et al
(2002) qui montrent une quasi absence de tiques sur les individus urbains. Cette
relation est peut étre liée a la diminution de la densité en hoétes au sein de ces
milieux. En effet, les tiques ont besoin d’au moins un repas de sang par stases pour
compléter leur cycle (Delaye, 1998), repas réalisés en général sur trois hotes
différents. Or, si la densité des Merles est plus forte en milieu urbain, celle des
mammiféres de taille moyenne (qui constituent les hotes finaux préférentiels) est
beaucoup plus faible en milieu urbain qu’en forét (Doby et al., 1994 ; Ostfeld et al.,
1996). L’artificialisation du milieu pourrait ainsi diminuer la capacité des tiques a
compléter leur cycle. Outre la diminution du nombre d’hoétes, le milieu urbain
présente des caractéristiques microclimatiques et environnementales différentes qui
pourraient ne pas permettre la reproduction et la survie des tiques (Randolph &

Storey, 1999).

La prévalence en tiques est également plus faible au sein des milieux semi
naturels (notamment arbustifs a tendance forestiére) qu’au sein des milieux

agricoles et prairials. Ceci peut paraitre surprenant puisqu’il semble que le milieu
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forestier constitue un milieu favorable aux tiques. Gray (1998) rapporte en effet que
les tiques sont plus abondantes en forét de feuillus (en particulier les foréts de
chéne ou de hétre) ou en forét mixte. Cependant, sous certaines conditions, on peut
également rencontrer de fortes densités dans certains prés si les précipitations sont
abondantes, le couvert végétal important et si le bétail peut jouer le role d’hote
notamment pour les stades adultes Gray, 1998). Cette forte prévalence au sein des
milieux agricoles s’explique peut étre également par un choix des tiques plus
orienté sur les oiseaux. En effet, outre la présence de tiques dans le milieu, la
prévalence observée sur une espece hote dépend du choix fait par les tiques. Ce
choix de I’hote est soumis a de nombreuses influences et notamment a la hauteur
de la strate herbacée et a ’hnumidité (Mejlon & Jaenson, 1997 ; Mawby & Lovett,

1998) qui différent entre milieux prairials et forestiers.

Cette analyse souligne le rbéle des caractéristiques environnementales sur la
prévalences en tiques. D’un point de vue général, nos résultats mettent en avant le
role « protecteur » de 'urbanisation du milieu vis-a-vis du risque d’étre infecté par ce
parasite. Cependant, la structuration spatiale est probablement largement modifiée
lors de la période de migration des Merles. Ainsi, sur les iles d’Ouessant et de
Noirmoutier, les Turdidae en nidification ne portent pas de tiques, mais en automne,
les iles sont envahies de migrateurs porteurs de tiques. (Julliard, com. pers.). De
méme, des suivis réalisés en migration par 'ONCFS ont révélé de fortes prévalences
en tiques méme au sein de zones résidentielles largement urbanisées (Boutin,
données non publiées). Il semble donc qu’en dehors des saisons de reproduction, les
Merles dispersent largement les tiques, mais que limplantation de ces derniéres ne
soit possible que pour certaines conditions de milieu. Ce rdle de dispersion des
Merles lors des migrations peut avoir un impact trés important sur le
fonctionnement des populations de tiques. En effet, on sait que la structuration
génétique des males d’Ixodes ricinus est plus forte que celle des femelles a 1’échelle
locale, ce qui pourrait s’expliquer par des choix d’hétes différents selon le sexe (les
males préféreraient les oiseaux et donc disperseraient plus que les femelles; de
MeeUs et al., 2002). Ce type d’influence des oiseaux sur les populations de tiques a

déja été montré par des analyses génétiques pour Ixodes uriae sur les colonies
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d’oiseaux marins. Elles montrent l’existence de « races » de tiques, notamment en
fonction des espéces hotes utilisées : ces études permettent de mieux comprendre le
fonctionnement hote-parasite a large échelle spatiale (Boulinier et al., 2001 ; Mc Koy
et al., 2001 ; 2002 ; 2003a et b). Il semble donc particulierement intéressant
d’étudier le sexe et la diversité génétique des tiques notamment en relation avec les

migrations d’oiseaux.
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1) Présentation des meécanismes de la
sélection sexuelle

Selon Darwin (1839), la sélection naturelle est un processus qui conduit a la
conservation des variations accidentellement produites uniquement quand elles
avantagent l'individu. Si ce principe permet d’expliquer une grande partie de la
diversité des formes naturelles, il existe fréquemment des traits (couleurs,
morphologies...) dont 'extravagance ne semble pas explicable. Dés 1859, Darwin
(1859, 1871) propose un processus spécifique, appelé sélection sexuelle, qui
suppose que ces caractéres extravagants assurent un succes reproducteur plus
élevé qui contrebalance le désavantage en terme de survie. Il existe deux formes de
sélection sexuelle : la compétition entre individus du méme sexe (sélection intra-
sexuelle) et le choix du partenaire par les individus de 'autre sexe (sélection inter-
sexuelle).

La sélection intra-sexuelle concerne souvent les males qui entrent en
compétition pour l'accés direct ou indirect aux femelles. Elle favorise bien str les
caractéres qui assurent directement les capacités combatives des males tels que
des organes de combat ou une taille corporelle relativement importante (Andersson,
1994). Mais elle favorise aussi des signaux qui forment des « armes dissuasives »
tels que les couleurs ou les chants. En effet, ces signaux pourraient avoir une
fonction de menace envers les compétiteurs, en signalant la présence et/ou la
qualité de I’émetteur (Rohwer, 1982 ; Butcher & Rohwer, 1989 ; Andersson, 1994).

La sélection inter-sexuelle s’appuie généralement sur le choix des femelles pour
des males présentant des caractéres attrayants (Mgller, 1994). 1l existe deux types
de modéles de sélection inter-sexuelle. Tout d’abord, les modéles de choix
arbitraire considérent que certains traits morphologiques des males sont favorisés
parce qu’ils correspondent a un biais sensoriel chez les femelles (Ryan, 1990). Par
la suite, ce processus peut étre renforcé par un déséquilibre de liaison entre les
alleles codant pour la préférence et les alleles codant pour le trait qui permettrait
un renforcement simultané du trait et de la préférence (Lande, 1981 ; Kirkpatrick,

1982 ; Pomiankowski et al., 1991).
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A l'opposé, les modéles du signal honnéte considérent que la préférence des
femelles se fait selon des critéres qui représentent la qualité du male (Zahavi,
1975). Ainsi le niveau d’expression dun caractére sexuel secondaire dun male
serait un signal honnéte de sa qualité propre dont la femelle peut tirer bénéfice.
Cette qualité peut étre génétique (Zahavi, 1975 ; Hamilton & Zuk, 1982 ; Kodrick-
Brown & Brown, 1984 ; Iwasa et al., 1991) ou indiquer des ressources matérielles
(territoire, alimentation...) non directement héritables (Heywood, 1989 ; Hoelzer,

1989 ; Price et al., 1993, Lozano, 1994)

2) Les parasites comme facteur explicatif

Parmi les différents modeéles basés sur le principe du signal honnéte, celui dit de
«Hamilton-Zuk » (Hamilton & Zuk, 1982) est I'un de ceux qui ont généré le plus de
travaux (Bennett & Owens, 2002). Ce modéle propose que les parasites, via les
colts qu’ils imposent aux individus, soient la garantie de I’honnéteté du signal.

Selon ce principe, la mise en place d’ornementations chez une espéce devrait
étre liée a la pression parasitaire qu’elle subit ; les espéces aux ornements les plus
développés seraient ainsi les plus parasitées. Il pourrait donc exister une
association positive entre des caractéres soumis a sélection sexuelle (brillance du
plumage, complexité du chant...) et la prévalence en parasites. Ces prédictions ont
suscité une multitude de travaux, certains vérifiant, d'autres contredisant les
résultats attendus (Hamilton & Zuk, 1982 ; Pagel & Harvey, 1988 ; Read & Weary,
1990 ; Mogller et al, 2000 ; Badyaev & Hill, 2003). Aujourd’hui, au niveau
interspécifique, le débat est loin d’étre achevé comme le souligne Bennett et Owens,
(2002) : « Both the potential explanatory power and the analytical problems of

Hamilton and Zuk’s original paper are legendary » .

Le modele d’Hamilton-Zuk peut aussi s’appliquer de maniére intra-spécifique,
ce qui permet de supprimer la part de complexité liée aux méthodes comparatives
(Mgller, 1990). Au sein d'une méme espéce, les individus génétiquement les plus
sensibles aux parasites devraient étre ceux chez qui les traits sexuels secondaires

sont les moins développés (Meller, 1990). Parmi les différents traits sexuels
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secondaires, les colorations dépendantes des caroténoides semblent
particuliérement pertinentes dans ce cadre théorique. En effet, la pluralité de leurs
fonctions (immunostimulant, antioxydant, pigmentaire) permet d’évoquer des

meécanismes physiologiques potentiels a la base de ce modeéle (Lozano, 1994).

3) Role des caroténoides dans les
processus de sélection sexuelle liés aux
parasites

Les caractéres sexuels secondaires liés aux caroténoides sont trés nombreux
chez les animaux méme si les caroténoides doivent étre ingérés avec la nourriture
(Goodwin, 1984) et ne sont apparemment pas disponibles ad lbitum (Hill, 2000).
Une fois absorbés, ils assurent a la fois un role de pigments pour des caractéres
sexuels secondaires et posséde aussi une action dimmuno-stimulante et
antioxydante (Encart 3). Lozano (1994) fut le premier a exprimer clairement l'idée
selon laquelle ces caractéristiques des caroténoides permettent de réaliser un lien
direct entre la condition d’un individu et le développement du signal sexuel. De
nombreux travaux soutiennent l'idée selon laquelle les signaux caroténoides-
dépendants refletent ’état de santé et la capacité de résistance des individus aux
parasites (revue de Mgller et al., 2000 ; Préault, 2003). Cependant, un nombre non
négligeable d’é¢tudes trouvent une relation positive, ou une absence de relation,
entre l'intensité de la coloration et la charge en parasites (par exemple : Burley et
al.,, 1991 ; Weatherhead et al., 1993 ; Seutin, 1994 ; Dufva & Allander, 1995 ). Ces
résultats en désaccord avec les prédictions théoriques peuvent s’expliquer par le
fait que le statut infectieux des individus n’est pas une représentation fidéle de leur
résistance aux parasites. Ainsi, un individu sain peut tout simplement ne pas avoir
€té exposé au parasite et donc ne pas avoir eu a lutter (Norris & Evans, 2000). De
plus, l'utilisation d’approches corrélatives n’autorise guére d’interprétation non

équivoque.
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L’utilisation de challenges immunitaires permet de contourner partiellement ces
difficultés. Ces challenges consistent en linjection d’antigénes « neutres» qui
provoquent une réaction immunitaire sans présenter de pathogénicité. La mesure
de la réponse immunitaire d’'un individu face a ce nouvel antigéne est considérée
comme une mesure objective de son immunocompétence (Norris & Ewans, 2000). 11
faut cependant attendre 2003 pour que deux études publiées conjointement
apportent la premiére démonstration expérimentale de l'existence d’'un compromis
entre fonctions immunitaires et signal sexuel (Blount et al.,, 2003 ; Faivre et al.,
2003a). Blount et al., (2003) montrent que la supplémentation en caroténoides
accroit la coloration des becs et la réponse immunitaire a médiation cellulaire chez
des males de Diamants mandarins. Faivre et al., (2003a) observent quant a eux une
diminution de la couleur du bec de Merles noirs soumis a un challenge immunitaire
provoquant une réponse humorale.

Ces travaux suggeérent que le lien entre lintensité du signal et
I'immunocompétence est quelque chose de relativement général puisqu’il existe
pour différentes espéces d’oiseaux et différents types de challenges immunitaires.
Cependant, I'utilisation de challenges immunitaires pour tester
I'immunocompétence a été récemment discutée et d’autres approches plus
générales pourraient étre mise en oeuvre (Adamo, 2004). De plus, certains facteurs
environnementaux (dont la disponibilité en ressource ou encore le contexte social)
peuvent avoir une incidence sur la physiologie des individus en général et sur les
mécanismes d’allocation des caroténoides en particulier. Ces aspects méritent
d’étre pris en compte et nous testerons plus précisément comment les caroténoides
stimulent le systéme immunitaire ainsi que leur incidence sur la résistance
parasitaire des individus (Chapitre 4). En outre, on ignore pour l'instant l'incidence
de facteurs externes sur ce trade-off. Nous étudierons au cours du chapitre 5
comment le contexte social dans lequel vit un individu peut modifier 1’allocation des
caroténoides (cet aspect sera abordé en intégrant linfluence d'un challenge

immunitaire).
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Encart 3 : Les différentes fonctions des caroténoides

-Role pigmentaire

Les caroténoides représentent un groupe de plus de 600 pigments colorés constitués
d’hydrocarbures sous forme oxygénée (xanthophylles) ou non (caroténes) (Olson & Owens,
1998). Ces pigments sont synthétisés par les algues, les bactéries, les champignons et les
plantes (Goodwin, 1984). En plus de leur abondance chez les végétaux, ils ont un role
pigmentaire extrémement fréquent au sein du régne animal notamment chez les poissons,
les reptiles et les oiseaux (voir pour une revue Moller et al., 2000 et Préault, 2003).

-Fonctions physiologiques

Outre leur role de pigments, les caroténoides interviennent dans de nombreux processus
physiologiques (Bendich, 1993a ; Chew, 1993, 1996 ; Olson & Owens, 1998 ; Mgller et al.,
2000). Si la plupart des études ont été conduites chez les mammiféres, nous disposons
aujourd’hui d’informations relatives a d’autres classes d’animaux, comme les poissons et les
oiseaux qui semblent confirmer ces résultats (Amar et al.,, 2000 ; Mgller et al., 2000) dont
certains présentent un intérét particulier dans une perspective de compromis évolutif.

Tout d’abord, les caroténoides ont la propriété de neutraliser les radicaux libres. Les
radicaux libres sont des molécules qui contiennent un électron non apparié. Ils sont
potentiellement dangereux, car leur nature trés réactive les fait se combiner aléatoirement
avec d’autres molécules de l'organisme (lipides, protéines, ADN...), provoquant ainsi
I'inactivation ou linhibition de leurs fonctions (Barja et al., 1994 ; Collins & Horvathova,
2001 ; Nordberg & Arnér, 2001). Les radicaux libres sont produits naturellement par le
métabolisme, mais pour limiter leurs dommages, les organismes possédent un systéme de
protection. Ce systéme comporte des enzymes (la superoxyde dismutase, la catalase et la
glutathione peroxydase principalement) mais également des molécules protectrices qui
piegent les radicaux libres et les neutralisent (Beckman & Ames, 1998). C’est notamment le
cas des caroténoides dont la longue chaine poly-insaturée permet de piéger les radicaux
libres (Faure et al., 1999).

Les caroténoides présentent également un effet immunostimulant (Hughes, 1999 ;
Krinsky, 2001). En effet, les caroténoides permettent d’accroitre la prolifération des
leucocytes et stimulent l’activité des cytokines (Bendich, 1993b ; Chew, 1993 ; Edge et al.,
1997 ; Mgller et al., 2000). De plus, l'efficacité des cellules du systéme immunitaire dépend
en grande partie de la présence d’acides gras polyinsaturés qui assurent la fluidité des
membranes plasmiques. Ainsi, la perte de fluidité membranaire diminue la capacité des
lymphocytes a répondre a un challenge immunitaire (Bendich, 1993b). Cependant, ces
acides gras sont particuliérement sensibles aux attaques radicalaires qui dégradent leurs
propriétés. Cette fragilité est renforcée par les taux importants de radicaux libres produits
par certaines cellules immunitaires. Par leur capacité a neutraliser les radicaux libres, les
caroténoides permettent de maintenir l'intégrité des acides gras et donc lefficacité du
systéme immunitaire.
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CHAPITRE IV

Carotenordes, iImmunocompétence,
radicaux libres et parasites
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1) Introduction

Le role central des caroténoides dans plusieurs mécanismes physiologiques a
conduit a mettre en place récemment des études expérimentales (Blount et al,
2003 ; Faivre et al., 2003a et b ; McGraw & Ardia, 2003). Les résultats obtenus sont
considérés comme trés probants pour soutenir le principe du signal honnéte de
qualité dans le cadre de la sélection sexuelle (Horak & Saks, 2003).Ce
raisonnement nécessite cependant de considérer que les mécanismes d’action des
caroténoides sont les mémes chez toutes les espéces (Hill, 1999). Lozano (2001)
affirme ainsi que les propriétés mises en évidence sur quelques espéces seraient
générales car elles correspondraient aux propriétés antioxydantes de ces molécules
intrinséquement liées a leur nature chimique. Par leur capacité a neutraliser les
radicaux libres, les caroténoides permettraient de protéger les membranes
cellulaires des leucocytes et donc lefficacité du systéme immunitaire (Bendich,
1993Db). De plus, les caroténoides provoqueraient une augmentation du nombre de
leucocytes en assurant une durée de vie plus longue de ces cellules et/ou une
augmentation de leur production (Chew & Soon Park, 2004). Cependant, avant de
conclure a la généralité de l’action des caroténoides, d’autres travaux sont
nécessaires. En effet, l'essentiel des travaux concernent des mammiféres chez qui
les concentrations en caroténoides sont trés différentes d’autres groupes, ce qui
peut modifier leurs propriétés (Hill, 1999). De plus, les mammiféres ne présentent
pas de signaux colorés par les caroténoides. Enfin, les mesures du statut
antioxydant utilisées dans ces études ne sont jamais exhaustives. Dans ce
contexte, il peut €tre intéressant de tester chez les oiseaux si une augmentation de
la disponibilité en caroténoides s’accompagne bien a la fois d’'un accroissement des

aptitudes immunitaires et du statut antioxydant.

Au-dela de l’existence d’'un mécanisme commun, les caroténoides ne peuvent
constituer un lien direct entre immunité et signaux colorés que si leur action
immunostimulante présente une magnitude suffisante. Les différences de réponse
immunitaire entre des individus ne peuvent pas a priori étre considérées comme
directement représentatives de la résistance a des parasites (Keil et al., 2001 ;
Adamo, 2004). Pour démontrer réellement que les individus présentant des signaux

colorés intenses sont plus immunocompétents, il faudrait montrer sur quelques
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pathogénes que les différences obtenues par challenge immunitaire correspondent a
des différences de résistance parasitaire. A notre connaissance, la seule étude
visant spécifiquement a le démontrer a été menée par Navara & Hill (2003).
Cependant, cette étude (qui utilise des individus infectés par Mycoplasma
gallisepticum) n’a pu mettre en évidence des différences de réponse immunitaire et
donc ne peut vérifier la relation avec la résistance parasitaire. Ainsi, l'intérét de
prospecter de la maniére la plus directe possible le lien entre réponse a un

challenge immunologique et résistance parasitaire reste entier.

Au cours de ce chapitre, nous nous proposons d’explorer ’existence du trade-off
immunité/coloration chez le Merle noir. Le trade-off a déja été clairement suggéré
pour cette espéce en testant la réponse immunitaire humorale (Faivre et al. 2003a).
A l'aide d’'un protocole expérimental différent et en testant la réponse immunitaire a
meédiation cellulaire, nous tenterons de vérifier si ce trade-off s’applique pour les
différentes composantes du systéme immunitaire. Nous testerons également si les
deux mécanismes fréquemment évoqués pour expliquer l'action immunostimulante
des caroténoides, a savoir une augmentation de la résistance radicalaire et du
nombre de leucocytes, semblent étre des explications possibles. Enfin, nous
vérifierons si les différences d’immunocompétence mise en évidence par challenge

immunitaire reflétent la résistance des individus aux parasites.

2) Matériel et méthodes

2.1) Protocole expérimental

Durant la saison de reproduction 2004, un échantillon de 37 males infectés par
des parasites sanguins (Haemosporidae) a été capturé dans différents parcs urbains
de Dijon. Les individus ont tous été maintenus en captivité plus de quinze jours
avant le début de l'expérience dans des cages individuelles (0.70m x 0.45m x
0.80m) placées dans une voliére extérieure. L'eau et la nourriture (granulés

commerciaux pour turdidés, COFNA) étaient disponibles ad libitum.
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La couleur du bec et la masse corporelle ont été mesurées pour chaque individu.
De plus, chaque individu a subi un prélévement sanguin pour déterminer la
concentration en caroténoides circulants et le statut anti-oxydant. Un frottis
sanguin a également été réalisé pour dénombrer les différents types de leucocytes et
déterminer les intensités en parasites sanguins (voir le « matériel et méthodes »

général).

Les individus ont été répartis en deux groupes en veillant a ce que les durées
passées en captivité soient comparables dans chaque groupe. Durant les cinq
semaines qui ont suivi, le groupe témoin (19 individus) a continué de recevoir le
méme régime alimentaire alors que le groupe test (18 individus) a été supplémenté
en caroténoides tous les deux jours a raison de 60 mL d’une solution d’Oro Glo
liquide (Kemin France SRL, Nantes) diluée au vingtiéme soit (2,64 mg de lutéine et
0,13 mg de zeaxanthine) additionnée de 0,13 mg de f5-caroténes (Roche). A l'issue
de ces cing semaines, les mémes mesures ont été réalisées et 'immunité cellulaire a

été testée.

2.2) Mesure de la couleur du bec

La coloration est mesurée de manieére indiciaire par comparaison avec un
nuancier colorimétrique (gamme colorimétrique Roche établie selon les normes du
systéme trichromatique) échelonné de un (jaune pale) a quinze (orange soutenu).
Des mesures par spectroradiometre ont montré que la valeur indiciaire est un bon
indicateur du degré de saturation en pigments du bec (Faivre et al., 2001). De plus,
les valeurs indiciaires obtenues sont répétables a la fois entre observateurs et pour

un méme observateur (Préault, 2003).

2.3) Dosage des caroténoides circulants

Les caroténoides plasmatiques sont extraits en réalisant une dilution de 10 uL
de plasma dans 190 uL d’éthanol. La solution est ensuite centrifugée 10 min a 1500

g de maniére a obtenir un surnageant épuré des différents débris cellulaires. Pour
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chaque échantillon, deux réplicats de 100 uL sont lus grace a un spectrophotomeétre
a 450 nm.

La concentration en caroténoides est calculée par comparaison avec une gamme
de référence réalisée grace a différentes concentrations de lutéine pure (0,0 - 0,1 -
0,31-0,625-1,25-2,5-5et 10 ug/mlL).

2.4) Test de la réponse cellulaire

La réponse immunitaire a médiation cellulaire est quantifiée par l'injection sous
cutanée de phytohémagglutinine (PHA). Ce test est considéré comme une mesure
fiable de l'immunocompétence dépendante des lymphocytes T (Lochmiller et al.,
1993 ; Merino et al., 1999). La PHA est en effet, un agent mitogeéne qui provoque la
prolifération des lymphocytes T et entraine une cascade de réactions cellulaires
aboutissant a l'inflammation locale de la zone injectée (Lochmiller et al., 1993 ;
Norris & Evans, 2000).

L’épaisseur du patagium de l’aile droite est mesurée a 'aide d'un spessimeétre
d'une précision de 0,0lmm. L’aile est ensuite injectée au niveau de ce patagium
avec 100 uL d’une solution de PHA (Sigma, Réf. L 8754) diluée dans du PBS (10
mg/ml). 24 heures apres cette injection, le patagium est de nouveau mesuré ce qui
permet de quantifier 'inflammation correspondant a la différence entre 1’épaisseur

mesurée 24 heures apres l'injection et ’épaisseur avant l'injection.

2.5) Mesure du statut antioxydant

Le statut anti-oxydant (SAO) individuel a été estimé par le Test KRL (Brevet
Spiral, France). Ce test, initialement con¢u pour les mammiféres, a été adapté
récemment aux caractéristiques des oiseaux (Devevey, 2003). Le principe de
l'analyse consiste a soumettre une solution de sang a une agression de type
oxydatif dans des conditions strictement controlées et standardisées. Le sang est
un tissu qui estime bien la totalité du statut antioxydant d'un individu puisqu’il

contient tous les types d’antioxydants de 'organisme (Stocker et al., 2003).
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Pour chaque individu, 90 ul de sang dilué dans du tampon sont placés a 40°C en
présence d'un Générateur de Radicaux Libres (GRL : 2,2'-
azobis(amidinopropane)hydrochloride)). A cette température, le GRL libére des
radicaux libres (Rojas Wahl et al.,, 1998) provoquant une lyse progressive des
cellules, suivie par mesure de la densité optique (Figure 18). L'attaque par les
radicaux libres mobilise tout I’équipement anti-radicalaire du sang pour résister a
I’agression et cette méthode constitue donc un estimateur de la totalité du statut

antioxydant. Pour chaque échantillon, trois réplicats sont réalisés.

\M_A—J'\k’, 0 Callula sanguine
H -H ﬁ‘ Cellule lysée

MIE -l
_;_'._ﬁ i.TiJ—?ﬁ,_,i L P Attacue radcalaire
Mﬁ'é:é_'_ﬂéﬂx |]:> Flu lumineus

Au début de I'attaque par

i : Apres I'attaque par
les radicaux libres

les radicaux libres

Figure 18 : principe du test KRL : une solution de sang est attaquée par des radicaux libres produisant
la lyse progressive des cellules. Un flux lumineux permet de suivre I'état d’avancement de cette
destruction cellulaire. Le statut antioxydant de I'individu est évalué a partir du temps nécessaire a la
destruction de la moitié des cellules.

3) Résultats

3.1) Caroténoides, couleur du bec et réponse a
un challenge immunitaire

La supplémentation en caroténoides (cinq semaines) provoque une augmentation
de la concentration en caroténoides circulants et de la couleur du bec alors que
dans le groupe témoin, ces deux paramétres diminuent (Figure 19, page 108). De

plus, la réponse inflammatoire des individus injectés avec de la PHA est plus
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importante pour les individus supplémentés (Figure 20 ; Test de Mann-Withney : n =
37;z=-2,412; p = 0,0159). En revanche, la masse ne varie pas au cours de
I'expérience tant pour les supplémentés (Test des signes : p = 0,815) que pour les

témoins (Test des signes : p > 0,999).

1 * *%k% \ 14 - *kk NS

| 12 -
0,51
10
0 - 8 -
-0,51 2
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-1 1 9 -
1,51
1 Z I

-2 - -4 -

Figure 19 : Variation de (A) la coloration du bec (indice colorimétrique) et de (B) la concentration en
caroténoides circulants (ug/ml) pour les males de Merle noir. Les histogrammes colorés en orange
correspondent au groupe supplémenté en caroténoides alors que ceux colorés en gris clair
représentent les valeurs du groupe témoin. Les valeurs représentent les moyennes * l'erreur
standard. Les étoiles indiquent le niveau de significativité de test des signes (différence par rapport a
0) avec NS=p>0,05 ,*=p<0,05 et ***=p<0,001.

Figure 20: Variation de la réponse ]
inflammatoire a une injection de PHA pour 3 7]
les méles de Merle noir. L’histogramme 2 5 -
coloré en orange correspond au groupe I
supplémenté en caroténoides alors que
celui coloré en gris clair représente les 1,5 -
valeurs du groupe témoin. Les valeurs ]
représentent les moyennes +* [l'erreur ]
standard. o0

2 =

1 -
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3.2) Mécanisme d’action des caroténoides

Malgré 'augmentation de la réponse a la PHA, les individus ne présentent pas
d’augmentation de leur statut antioxydant (Test des signes : n = 18 ; p = 0,815). De
plus, le statut antioxydant n’est lié ni au taux circulant de caroténoides a la fin de
l'expérience (Corrélation de Spearman: n = 37 ; Rho = 0,255; p = 0,156) ni a
I'intensité de la réponse immunitaire (Corrélation de Spearman : n = 37 ; Rho = -
0,96 ; p = 0,564)
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Le groupe d’individus supplémentés en caroténoides ne présente pas non plus
d’augmentation du nombre de cellules du systéme immunitaire par rapport au

groupe témoin (Tableau 12).

Tableau 12 : Comparaison du nombre de cellules du systéeme immunitaire pour les individus témoins
et supplémentés. Les probabilités sont obtenues par un test de Mann-Withney.

Moyenne Moyenne z probabilité

Témoins (n=19) | Supplémentés (n=18)

Lymphocytes 683 57,88 -0,92 0,355
Eosinophiles 10,07 9,83 0,00 >0,999
Hétérophiles 5,86 11,19 -1,09 0,276
Leucocytes totaux 79,36 78,9 -0,58 0,564

3.3) Immunocompétence et résistance
parasitaire

Les individus supplémentés ne présentent pas de modification de l'intensité en
parasites sanguins (Test des signes : Plasmodium : n = 16 ; p = 0,302 / Total : n =
16 ; p = 0,210). De plus, l'intensité parasitaire finale n’est pas liée a la coloration du
bec (Corrélation de Spearman : Plasmodium: n = 37 ; Rho = 0,016 ; p = 0,926 /
Total: n = 37 ; Rho = -0,019; p = 0,911) ou a lintensité de la réponse face a
I'antigéne (Corrélation de Spearman : Plasmodium : n = 37 ; Rho = - 0,124 ; p =

0,499 / Total : n = 37 ; Rh6 =-0,127 ; p = 0,488).
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4) Discussion

Les individus supplémentés en caroténoides présentent une forte augmentation
du taux de caroténoides circulants et de la couleur du bec. La supplémentation
augmente également la réponse a meédiation cellulaire face a l'injection de PHA.
Notre étude permet de confirmer 'importance des caroténoides qui constituent un
lien entre l'intensité d’un signal coloré et la réponse immunitaire. La démonstration
de ce lien avait déja été réalisée chez le Diamant mandarin pour la réponse a
meédiation cellulaire (Blount et al.,, 2003) et pour la réponse a médiation humorale
chez le Merle (Faivre et al., 2003a). Cependant, au sein de chaque espéce, les
différentes réponses du systéme immunitaire ne sont pas toujours corrélées
positivement (Faivre et al.,, 2003b ; Mallon et al., 2003). De plus, les relations entre
ces réponses peuvent étre différentes d’'une espéce a I'autre notamment parce que le
systéme immunitaire a évolué face a des pressions parasitaires contrastées. Les
relations mises en évidence au sein de chacune de ces espéces peuvent donc
masquer des relations inverses sur d’autres composantes du systéme immunitaire.

A notre connaissance, la mise en évidence dun compromis d’allocation des
caroténoides se basant sur différents types de réponses immunitaires n’a été
réalisée que sur une seule espéce d’oiseaux : le Diamant mandarin (Blount et al.,
2003 ; Mc Graw & Ardia, 2003). Nos résultats associés a ceux de Faivre et al
(2003a) montrent pour une seconde fois que les caroténoides peuvent induire une
augmentation de la réponse la réponse immunitaire au sein de la méme espéce. La
concordance des résultats pour des tests indépendants, utilisant des protocoles
difféerents et testant différents compartiments du systéme immunitaire constitue un
indice fort en faveur d'un effet positif général des caroténoides sur le systéme

immunitaire.

Le statut antioxydant ne présente pas d’augmentation chez les individus
supplémentés et n’est pas corrélé a l'intensité de la réponse immunitaire. L’absence
d’effet de la supplémentation sur le statut antioxydant total a déja été montrée avec
différentes doses de caroténoides chez les Diamants mandarins (Alonso-Alvarez et
al., 2004). 11 semble donc que la valeur du statut antioxydant ne soit pas
uniquement limitée par la concentration en caroténoides circulants. De plus, les

individus supplémentés ne présentent pas d’augmentation du niveau de base de
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cellules du systéme immunitaire et la réponse immunitaire a la PHA n’est pas
corrélée aux dénombrements leucocytaires. Nos résultats ne permettent donc pas
de vérifier que les deux mécanismes évoqués en général pour expliquer leffet
immunostimulant des caroténoides expliquent bien 'augmentation de la réponse

immunitaire a médiation cellulaire.

Le mode d’action des caroténoides au sein d'un organisme est trés complexe.
Les relations entre caroténoides et immunité ont été étudiées de maniére intensive
chez ’homme sans parvenir a cerner complétement le role et le mode d’action des
caroténoides (Hughes, 1999). Nos résultats soulignent que les mécanismes
frequemment évoqués en  écologie évolutive pour expliquer [P'action
immunostimulante des caroténoides ne semblent pas clairs. D’autres mécanismes
d’actions doivent donc expliquer le rbéle des caroténoides sur le systéme
immunitaire comme l’altération de la cascade a acide arachidonique et la
stimulation du facteur kappa B qui sont des mécanismes suspectés chez '’homme
(voir Hughes, 1999).

Au cours de notre expérience, nous voulions tester la signification biologique
d’'une réponse immunitaire plus forte face a un antigéne. Les individus
supplémentés ne présentent pas de modification significative de l'intensité en
parasites sanguins. De plus, lintensité parasitaire finale n’est pas liée a la
coloration du bec ou a lintensité de la réponse face a l'antigéne. Ces résultats
relativisent la reéalité biologique dune amélioration de limmunocompétence
apportée par les caroténoides. En effet, ’hypothése implicite selon laquelle les tests
dimmunocompétence sont corrélés a la capacité de résistance aux parasites
(Norris & Evans, 2000) n’est ici pas vérifiée. Ce résultat rejoint un certain nombre
de travaux qui ne parviennent pas a mettre en évidence un lien entre mesure
immunitaire et résistance parasitaire (Keil et al.,, 2001 ; Navara & Hill, 2003). Bien
sUr, ces résultats ne peuvent présager de la résistance face a d’autres parasites qui
n’ont pas été étudiés et notamment avec les parasites de groupes taxonomiques
¢éloignés qui sont régulés de maniére différente par le systéme immunitaire (Roitt et
al.,, 2001). Ainsi, des lignées de poulets (Gallus domesticus) sélectionnées pour
produire une réponse humorale plus forte face a un challenge (SRBC), présentent

une résistance plus forte face a certains parasites (Mycoplasma gallisepticum,
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Ornithonyssus sylvarium, virus Splenomegalia et virus de Newcastle) et une
résistance égale ou plus faible face a d’autres (Escherichia coli, Streptococcus aureus

et Eimeria necatrix) (Gross et al., 1980).

Les caroténoides semblent présenter une ressource clef pouvant garantir que les
signaux colorés représentent honnétement la résistance parasitaire des individus
(Horak & Saks, 2003). Cependant, le mode d’action et la réalité biologique de
I’'amélioration de I'immunocompétence ne sont pas bien compris aujourd’hui et nos
résultats illustrent la complexité de ces aspects. Il semble pourtant nécessaire
d’éclaircir ces différents points pour conclure a l'existence et a la généralité du role
des caroténoides. De plus, les travaux actuels négligent l'influence de facteurs
externes de variabilité alors qu’on peut imaginer que l’allocation des caroténoides
est optimisée en fonction des couts et bénéfices selon le contexte environnemental.

Nous aborderons cette hypothése en testant le role du contexte social.
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CHAPITRE V

InfFluence du contexte social
sur 1’allocation des
caroténordes

- 113 -



1) Introduction

Les animaux subissent en permanence linfluence du milieu dans lequel ils
vivent. Celui-ci est bien sur constitué de divers parameétres physico-chimiques mais
aussi des autres étres vivants et des congéneéres. Face a ces contraintes, les
animaux doivent optimiser leur comportement (Danchin et al, 2005). Ainsi, il
existe des preuves d'une modulation de nombreux comportements en fonction du
contexte social (McGregor, 2005). Chez le Diamant mandarin, les males produisent
des chants plus puissants quand ils sont en présence de conspécifiques (Cynx &
Gell, 2004). Au-dela de ce type de modification comportementale, le contexte social
peut influencer le fonctionnement physiologique des individus, comme chez le
Hamster (Mesocricetus auratus) chez qui il modifie 'effet de 'ocytocine (Harmon et
al., 2002).

En fait, si des colts et/ou des bénéfices sont associés a un signal, I’émission de
celui-ci devrait, en toute logique, étre optimisée en fonction des contraintes
extérieures. Ainsi, chez le poisson combattant du siam (Betta splendens), la
présence d'un individu spectateur peut modifier les comportements manifestés par
deux males en interaction (Doutrelant et al., 2001). Si le spectateur est une femelle,
les males vont augmenter la fréquence des comportements qui ont aussi une utilité
pour les interactions male-femelle au détriment des comportements utilisés
uniquement pour les interactions male-male. On peut de méme s’attendre a ce que,
chez les oiseaux dont les males présentent un signal coloré choisi par les femelles
lors de la reproduction, le contexte social modifie ’expression de ce signal si celui-ci
est couteux. C’est notamment le cas pour l'expression des signaux caroténoides
dépendants dont l'intensité est obtenue au détriment de leur utilisation pour les
autres fonctions physiologiques. Cependant, a notre connaissance, leffet du
contexte social sur l'intensité des colorations n’a jamais été testée.

Nous avons choisi d’utiliser des Diamants mandarins (Taeniopygia guttata) car
ils constituent un modele biologique particulierement intéressant pour aborder ce
sujet. Espéce sociale qui vit et se reproduit en communauté (Zann, 1996)
socialement monogame, les couples de Diamants mandarins se forment en général
pour la vie en conditions naturelles et en captivité. Ces caractéristiques en font
donc un excellent modéle pour tester 'influence de ’environnement social sur les

traits liés a la reproduction. D’une part, cette espéce est étudiée par de nombreuses
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équipes, ce qui a permis d’acquérir de solides connaissances sur sa biologie. On
sait que, les males de cette espéce présentent un bec dont la coloration, variant de
l'orange au rouge sombre, influence les femelles dans le choix de leur partenaire
sexuel (les femelles choisissent les males qui présentent les becs les plus rouges
(Burley & Coopersmith, 1987 ; Collins & Ten Cat, 1996 ; Blount et al.,, 2003).
D’autre part, la couleur du bec des males est liée a la présence de caroténoides et
cette coloration est affectée par ’activation du systéme immunitaire (Alonso-Alvarez
et al., 2004 ; McGraw & Ardia, 2003 ; Blount et al., 2003 ). Enfin, il a été
récemment démontré que les males de cette espéce utilisent les informations
émises par leurs conspécifiques pour ajuster leur comportement envers les
femelles : ceci renforce I'idée que le contexte social est un paramétre trés important

chez cette espéce (Vignal et al., 2004).

2) Méthodes

2.1) Déroulement de ’expérience

Les Diamants mandarins adultes ont été maintenus en contrélant le cycle de la
lumiére (13L : 11D) et la température (22 += 2 °C). La nourriture (mélange
commercial de graines) et ’eau sont fournies ad libitum.

Les individus ont été répartis dans des cages individuelles (0.6 x 0.4 x 0.4 m)
séparées en deux compartiments. Dans cette expérience, nous avons maintenu les
males de Diamants mandarins dans deux contextes sociaux :

- un groupe de males choisis au hasard (n = 24) a été placé avec des femelles
(n = 24) dans un contexte social « mixte »,

- un autre groupe de males (n = 24) a été placé avec d’autres males (n = 24)
dans un contexte social « monosexe ».

De plus, au sein de chaque piéce, deux ensembles de cages sont placés face a
face, ce qui implique que chaque oiseau voit et entend plusieurs congéneres. La
communication inter et intra-sexuelle est donc possible pour le groupe mixte alors
que seule la communication intra-sexuelle ’est dans ’'autre groupe.

Deux répétitions ont été réalisées pour chacun des groupes (i.e., deux piéces

avec un contexte social « mixte » et deux autres avec un contexte « monosexe » ). Au
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cours de l'expérience, la moitié des males de chaque groupe a été traitée chaque
semaine avec une solution de lipopolysaccharides (LPS) de E. coli qui mime une
attaque parasitaire, alors que l'autre moitié constituait un groupe témoin et a été
traitée avec une solution saline (PBS).

Au début (jour O) et a la fin de l'expérience (jour 21), la couleur du bec a été
mesurée en utilisant le nuancier colorimétrique (Dulux) et le sang a été collecté
pour mesurer la concentration en caroténoides. L’expérience a été répétée quelques
semaines plus tard avec d’autres individus, en utilisant 24 oiseaux par groupe (au
total n = 96). Cependant, trois males sont morts dans chaque groupe réduisant la

taille de I’échantillon a 90.

2.2) Analyse de la couleur du bec

La couleur du bec a été évaluée en utilisant un nuancier colorimétrique sous
condition de lumiére standardisée. Nous avons utilisé une gamme spécifique
(Dulux) a neuf niveaux, allant du rouge clair au rouge sombre, établie par Blount et
al. (2003) : les informations en italique indiquent la teinte, le numeérateur la
luminosité et le dénominateur la saturation. (1 (69YR 34/780), 2 (56YR 28/778), 3
(44YR 26/756), 4 (34YR 20/708), 5 (31YR 18/648), 6 (I16YR 16/594), 7 (19YR
13/558), 8 (09YR 11/475), 9 (14YR 10/434)).

Pour chaque individu, la couleur du bec a été estimée indépendamment par
trois observateurs et les scores obtenus sont répétables entre observateurs (p <
0,001 ; n = 96). Nous avons donc utilisé la moyenne des mesures comme score

individuel de la couleur du bec.

2.3) Analyse des caroténoides circulants

Les échantillons de sang (150 a 200 ul) sont collectés au niveau de la veine
brachiale en wutilisant des capillaires héparinés. Le sang est immédiatement
centrifugé (4000 rpm, 4°C, 15 min) et le plasma est conservé a -80°C pour
permettre le dosage des caroténoides plasmatiques (= circulants). L’extraction des

caroténoides est réalisée en deux étapes :
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- Premiére étape : 15 ul de plasma et 3200 ng de standard interne (astaxanthine)
sont placés dans 200 ul de méthanol pur. La solution est alors centrifugée (4000
rpm, 4°C, 10 min) et le surnageant est conservé.

- Seconde étape : le culot est additionné de 200 uyl de MTBE (Methyl Tertio
Buthyl Ether) et il est de nouveau centrifugé (4000 rpm, 4°C, 10 min).

Le surnageant obtenu est ajouté au premier et la solution ainsi obtenue est
évaporée. Enfin, on la dilue avec 50 ul de solution de MTBE et de méthanol (v :v

50/50) et on 'analyse par HPLC (high-performance liquid chromatography).

Les analyses précédentes ont montré que la pigmentation du bec des Diamants
mandarins est due a quatre types de pigments caroténoidiques : lutéine,
zeaxanthine, anhydrolutéine and f3-cryptoxanthine (McGraw & Ardia, 2003). Les
concentrations plasmatiques de ces quatre pigments sont fortement corrélées
(toutes les probabilités sont inférieures a 0,001 ; McGraw & Ardia, 2003) et nous
avons donc considéré uniquement la concentration totale en caroténoides.

Pour des raisons techniques, 'analyse par HPLC n’était pas utilisable pour le
réplicat réalisé quelques semaines plus tard. Nous avons donc utilisé une technique
de colorimétrie dont les résultats sont fortement corrélés a ceux obtenus par HPLC
chez cette espéce (Alonso-Alvarez et al., 2004). Cette méthode consiste a diluer 20
pl de plasma dans 180 pl d’éthanol absolu. Cette solution est homogénéisée par
vortex, puis centrifugée a 1500 g pendant 10 minutes pour précipiter les protéines.
Un volume de 100pl de surnageant est ensuite utilisé pour étre analysé par un
spectrophotomeétre qui permet de déterminer la densité optique de la solution pour
une longueur d’onde de 450 nm. La concentration en caroténoides est calculée par
rapport a une courbe étalon construite a partir de concentrations croissantes de

lutéine pure (0,0 ; 0,1 ; 0,31 ; 0,625 ; 1,25; 2,5; 5 et 10ug/mL).

3) Résultats

Une analyse de variance en mesures répétées montre que le contexte social
(temps x contexte social : Fig5 = 20,63 ; p < 0,0001) et le traitement immunitaire
(temps x traitement immunitaire : Fi85 = 6,02 ; p = 0,016) affectent la couleur du
bec. Les deux expériences donnant les mémes résultats (pas d’effet significatif du

réplicat), nous avons donc regroupé les données.
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Les males injectés avec du PBS en contexte monosexe et ceux injectés avec du
LPS en contexte mixte maintiennent une couleur de bec similaire tout au long de
I'expérience (toutes les probabilités sont supérieures a 0,1 ; Figure 21). Les oiseaux
en contexte monosexe injectés avec du LPS ont une couleur du bec qui diminue
(Fi122 = 12,65 ; p = 0,0019) alors que ceux injectés avec du PBS en contexte mixte

ont une couleur de bec qui s’intensifie (Fi122 = 8,65 ; p = 0,0078 ; Figure 21).
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Changement de couleur du bec

Mixte Monosexe

Contexte social

Figure 21 : Changement de couleur du bec au cours de I'expérience (couleur du bec au jour 21 moins
valeur au jour 0). Les histogrammes représentent la moyenne + erreur standard. Les rectangles gris
représentent les valeurs des males injectés avec une solution saline (PBS) et les rectangles noirs, les
males injectés avec une solution de lipopolysaccharides d’E. coli (LPS).

Un patron plus complexe a été obtenu pour les caroténoides plasmatiques
puisque les deux expériences présentent des différences pour certains résultats.
Ceci se traduit par un effet significatif du replicat au sein des effets traitements
(temps x traitement immunitaire x replicat : F1720= 4,28 ; p = 0,0421) et du contexte
social (temps x contexte social x replicat : Fi72 = 10,64 ; p = 0,0017). Nous avons

donc décidé d’analyser séparément les deux réplicats.

La premiére expérience montre que, comme pour la couleur du bec, les males
injectés avec du PBS en contexte monosexe et ceux injectés avec du LPS en
contexte mixte maintiennent leur concentration en caroténoides circulants (toutes

les probabilités sont supérieures a 0,08 ; Figure 22 A, page 119). Les oiseaux en
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contexte monosexe injectés avec du LPS ont une concentration en caroténoides
circulants qui diminue (Fi19 = 12,34 ; p = 0,0066) alors que ceux injectés avec du
PBS en contexte mixte ont une concentration en caroténoides circulants qui
augmente (F1,11 = 9,02 ; p = 0,012 ; Figure 22 A).

L’analyse de la seconde expérience montre que le traitement immunitaire
modifie ’évolution du taux de caroténoides circulants. Les oiseaux injectés avec du
LPS ont significativement moins de caroténoides que les individus PBS (temps x
traitement immunitaire : Fi3 = 6,05; p = 0,0199; Figure 22 B). Cependant,
contrairement a la premiére expérience, le contexte social ne modifie pas I’évolution

des caroténoides circulants (Fi130= 1,29 ; p = 0,2654 ; Figure 22 B).
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Figure 22 : Changement de la concentration en carotenoides (ug/ml) au cours de l'expérience

(couleur du bec au jour 21 moins valeur au jour 0). A et B se référent aux réplicats de I'expérience.
Les histogrammes représentent la moyenne + erreur standard. Les rectangles gris représentent les
valeurs des males injectés avec une solution saline (PBS) et les rectangles noirs, les males injectés
avec une solution de lipopolysaccharides d’E. coli (LPS).
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4) Discussion

Nos résultats montrent un effet négatif des challenges immunitaires sur un
signal sexuel. Ce résultat a déja été observé sur d’autres oiseaux présentant un
signal sexuel caroténoides-dépendant (Faivre et al., 2003a ; Alonso-Alvarez et al.,
2004). Ces résultats sont en accord avec les prédictions de la théorie d’allocation
des ressources (Stearns, 1992) qui prédit que l’allocation d’une ressource a une
fonction (systéme immunitaire) ne peut se faire qu’aux dépends d’une autre
fonction (trait sexuel secondaire).

De plus, les concentrations en caroténoides plasmatiques suivent les
changements de couleur du bec dans au moins une des deux expériences. La
diminution des caroténoides circulants suite a un challenge immunitaire a déja été
observée chez le Canard colvert (Anas platyrhynchos) (Peters et al, 2004) et le
Diamant mandarin (Alonso-Alvarez et al., 2004). Les caroténoides circulants étant
supposés jouer un réle protecteur important (Mortensen et al., 1997 ; Chew & Soon
Park, 2004 ; Hill, 1999 ; Olson & Owens, 1998 ; Lozano, 1994, 2001), leur
diminution témoignerait d’un couit a la réponse immunitaire. Nos résultats
semblent donc indiquer lexistence d’un mécanisme proximal en relation avec
I’hypothése selon laquelle les signaux sexuels refletent ’état de santé des individus
(Lozano, 1994)

Nous avons également montré que le contexte social (présence ou non de
femelles) peut modifier 'expression d’'un signal de sélection sexuelle caroténoides-
dépendant (couleur du bec). De plus, ce contexte module également l'effet du
challenge immunitaire. L’allocation des caroténoides aux différentes fonctions
semble donc rapidement répondre a des changements de conditions
environnementales. L’activation du systéme immunitaire consomme des
caroténoides qui auraient été alloués au signal sexuel et correspondent donc a une
contrainte sur l'expression du trait. Cependant, en présence de femelles, les males
semblent capables de réaliser une modification en allouant plus de caroténoides au
bec. Puisque la couleur du bec est un critére utilisé par les femelles pour choisir
leur partenaire reproducteur, la flexibilité d’allocation des caroténoides chez les
males pourrait étre adaptative. Ainsi, en présence de partenaires reproducteurs
potentiels, les males seraient capables de réaliser une modification adaptative de

I’allocation des caroténoides.
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D’un point de vue mécanistique, nos résultats posent la question de savoir si le
contexte social peut modifier ou non le taux de caroténoides circulants. Ainsi, les
différences entre les deux réplicats suggérent que les mécanismes gouvernant les
changements de caroténoides circulants sont complexes et non totalement élucidés.
Il est ainsi bien connu que l'environnement peut affecter le systéme endocrinien et
le niveau d’hormones circulantes (Nelson, 2000). Ceci laisse penser que le contexte
social pourrait influencer l’expression des caractéres sexuels secondaires via un
controle hormonal de l’allocation des ressources clefs vers les signaux. Les
hormones pourraient étre responsables d’une telle signalisation biochimique, mais
on maitrise trés mal les mécanismes liant hormones, absorption et conversion des
caroténoides et l'expression des signaux sexuels caroténoides-dépendants (Furr &

Clark, 1997).
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Discussion et
conclusion



1) Synthése des principaux résultats

Nous avons mis en évidence diverses relations entre la présence de parasites
(Haemosporidae et tiques) et divers indicateurs de condition des individus (Chapitre
1). Ces résultats semblent indiquer un effet pathogéne de ces parasites Nous avons
également montré que les populations de milieu urbanisé présentent des
prévalences parasitaires plus faibles que celles vivant en milieu forestier (Chapitre
3). Ces deux résultats laissent penser que les fortes densités de Merles observées en
ville (Luniak et al.,, 1990 ; Isenman, 2000) s’expliquent au moins en partie par la

diminution des colts parasitaires au sein des milieux urbains.

D’autres explications sont néanmoins possibles car les relations que nous avons
mises en évidence entre la présence de parasites et la condition des individus ne
sont que corrélatives. On peut ainsi considérer que la présence de parasites n’est
pas la cause mais le reflet de ’état des individus. (Un individu pourrait étre « faible »
non pas parce qu’il serait parasité, mais avoir été parasité parce qu’il était faible, et
donc, peu capable de se défendre). D’'un point de vue spatial, le milieu urbain
pourrait constituer un biotope plus favorable (Luniak et al.,, 1990), dans lequel les
Merles seraient donc physiologiquement plus « résistants » et donc moins parasités.
L’utilisation de méthodes de détection moléculaire (Chapitre 3) semblerait confirmer
que les différences interhabitat sont des différences d’intensité parasitaire qui

peuvent s’interpréter en terme de résistance des Merles a l'infection.

Nos résultats ne permettent pas de totalement clarifier les effets parasitaires.
Ainsi, pour les Haemosporidae, il existe des relations entre parasite et condition des
individus (Chapitre 1) mais n’avons pu identifier d’effets sur la survie (Chapitre 2).
I1 semble aujourd’hui nécessaire de mettre en place des études expérimentales
(infestations controlées...) afin de mieux comprendre et de quantifier la

pathogénicité de ces parasites chez le Merle.
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Le role des parasites au sein de la sélection sexuelle a également été abordé. Nos
résultats confirment le role des caroténoides comme lien entre 'immunité des males
et I'intensité de leurs signaux colorés. Cependant, ils soulignent aussi une certaine
complexité du processus :

- d'une part, il semble bien que le contexte social module cette relation
(Chapitre 5). Cette modulation remet partiellement en cause l'idée selon laquelle les
caroténoides constituent un mécanisme universel garant de ’honnéteté des signaux
(Lozano, 1994).

- d’autre part, Lozano affirmait en 2001 que les effets immunostimulants des
caroténoides étaient quelque chose d’universel car ils reposent sur la propriété
biochimique qu’ont les caroténoides de neutraliser les radicaux libres. Pourtant, en
supplémentant des individus en caroténoides, nous avons obtenu une
augmentation de la réponse immunitaire et de la concentration en caroténoides
dans le sang sans que la moindre augmentation de la résistance des cellules
sanguines aux radicaux libres n’ait été détectée (Chapitre 4).

- enfin, la relation entre les mesures de I'immunité par challenge immunitaire
et la résistance aux parasites n’est pas démontrée (Chapitre 4 ; Adamo, 2004).

D’une maniére générale, on considére souvent que les études expérimentales
constituent in se une méthodologie plus recommandable que les études
corrélatives. Cependant, la transposition au milieu naturel peut étre compliquée
par les méthodologies utilisées (Chapitre 4) et par les contraintes propres aux
systémes naturels qui sont parfois négligées (Chapitre 5). Il semble important de
développer des approches qui utilisent de « vrais parasites » pour confirmer les
résultats obtenus avec des challenges immunitaires et donc le réle clef des

caroténoides au sein des processus de sélection sexuelle.
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2) Perspectives

De par la diversité des approches utilisées, ce travail est porteur de tres
nombreuses perspectives dont un grand nombre a déja été évoqué. Nous ne
présenterons que trois thémes qui sont bien entendus des perspectives directes de
ce travail, mais qui nous semblent aussi pouvoir conduire a des développements

prometteurs pour la compréhension de la relation héte-parasite.

2.1) Comment les Haemosporidae agissent-ils
sur leur hotes ?

Depuis les travaux d’Hamilton-Zuk (1982), les études wutilisant les
Haemosporidae se sont multipliées (Atkinson & Van Riper III, 1991). Un grand
nombre d’entre elles se basent sur la prévalence déterminée par lecture optique de
frottis sanguins. Cette méthode présente l’avantage d’étre facile a réaliser, peu
couteuse et de fournir une estimation des intensités parasitaires. Cependant, divers
travaux récents ont souligné son faible niveau de détection, ce qui conduit a sous
évaluer fortement les prévalences pour des infections de faible intensité (Jarvi et al.,
2002 ; Waldenstréom et al., 2002) : ceci peut poser des problémes d’interprétation
des résultats. Ainsi, nous avons montré que l’amélioration de détection des
parasites pouvait varier selon ’habitat, conduisant a une mauvaise interprétation
des patrons spatiaux (Chapitre 3). De la méme maniére, on peut penser que les
effets mis en évidence en terme de prévalence par lecture de frottis sanguins sont
faussés par l'existence de nombreux « faux négatifs », c’est-a-dire des individus

considérés comme sains alors qu’ils sont parasités.

En fait, l'effet des Haemosporidae pourrait étre beaucoup plus lié a leur
intensité parasitaire qu’a leur simple présence (Atkinson & Van Riper III, 1991 ; Sol
et al.,, 2003). Ceci parait d’autant plus logique que les études expérimentales qui
montrent un effet des parasites le détectent pour de fortes intensités (Valkitinas,

2005). Pour mieux cerner comment ces parasites interagissent avec leur hote, il
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semble particulierement intéressant de mettre au point des méthodes moléculaires
de détection quantitative (PCR quantitative) qui permettraient de mieux comprendre
comment ces parasites agissent sur leur hotes et de mettre en évidence de possibles

effets seuils.

2.2) Urbanisation, parasites et santé publique

Notre travail a permis de mettre en évidence le role de la modification du milieu
(urbanisation) sur la parasitémie en tiques et en Haemosporidae (Chapitre 3). Ce role
protecteur des villes vis-a-vis du risque parasitaire s’explique par les caractéristiques
spécifiques du milieu urbain. Cependant, le développement du milieu urbain
s’accompagne d’'un accroissement des espaces verts (jardins, squares, parcs...) qui
deviennent également de plus en plus « naturels ». Jusqu'a récemment, la plupart
des parcs urbains recevaient a peu prés le méme traitement, axé sur le maximum de
surfaces gazonnées, uniformes, régulierement tondues et traitées. Désormais, la
gestion de ces zones se veut moins uniforme et interventionniste comme par exemple
a Montréal : «...aujourd’hui, dans le paysage montréalais, des parcs agrémentés
d'arrangements floraux sophistiqués cotoient des espaces ou s'affirme la nature
dans toute sa simplicité » (Ville de Montréal, 2001). Il serait intéressant de vérifier si
les démarches visant a « faire rentrer la nature en ville » conduisent a créer des
nouveaux sites au sein desquels les parasites pourraient accomplir leur cycle dans

des zones a forte densité humaine.

Dans le cas du Merle, il est fort probable qu’a chaque migration, les individus
apportent au sein du milieu urbain des tiques dont certaines porteuses de la
maladie de Lyme (car le Merle semble constituer un réservoir de cette maladie ;
Humair et al., 1998). Actuellement, il semble que les tiques ne se maintiennent pas
car le milieu ne leur permet pas de survivre. Mais la politique de la « nature en ville »
pourrait bien modifier la situation. Il est probable que ce type de modification soit en
cause dans 'augmentation depuis le milieu des années 90 du nombre de pathologies

vectorielles a tiques (George & Chastel, 2002). De plus, le role des oiseaux dans la
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dispersion et le maintien de cette maladie a déja été suggéré a grande échelle pour
expliquer son existence en Irlande (Gray et al.,, 2000 ; Kirstein et al, 1997). 1l
conviendrait de développer les études visant a comprendre et a identifier les facteurs

responsables de la dispersion et de l'implantation des tiques.

2.3) Role des caroténoides dans les processus
de sélection sexuelle

Bien que de nombreux modéles biologiques montrent une relation entre le
développement des ornements des males et les parasites -ou I'immunocompétence-
(par exemple Andersson, 1994 ; Mgller, 1994 ; Hamilton & Poulin, 1997),
I’hypothése d’Hamilton-Zuk reste sujette a controverse. Récemment, des travaux
ont permis de mettre en avant un mécanisme basé sur les caroténoides qui pourrait
relier directement certains signaux sexuels et Iimmunocompétence (voir
introduction de la seconde partie), et ce de maniére universelle.

Nous avons cependant montré que la présence ou non de partenaires potentiels
pouvait moduler 'allocation des caroténoides au bec chez les males de Diamants
mandarins (Chapitre 5). Des études du méme type menées sur d’autres especes
d’oiseaux permettraient de confirmer la généralité de cette modulation. Cette
démonstration est d’importance car, si ’allocation des caroténoides aux différentes
fonctions est modulable, on peut se demander quel est I'intérét évolutif du maintien
d’une couleur de bec élevée en dehors des périodes de reproduction.

D’un point de vue plus mécanistique, les hormones associées a la reproduction
pourraient constituer le lien physiologique permettant de favoriser le maintien de la
couleur durant les périodes ou celle-ci présente un avantage direct. Une expérience
récente chez le canard a d’ailleurs montré que les individus qui investissent dans
une réponse immunitaire ont a la fois une diminution dans la concentration en
caroténoides circulants et en testostérone (Peters et al, 2004). Ce meécanisme
hormonal pourrait ainsi constituer un lien avec la théorie du handicap

d’immunocompétence (voir Folstad & Karter, 1992 ; Roberts et al, 2004). La
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réalisation d’expériences qui contrdlent a la fois l'apport en caroténoides et les

niveaux d’hormones semble donc prometteuse.
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Annexe 1 :

Réalisation et analyse de frottis sanguins

aviaires

Réalisation

Les échantillons sanguins sont prélevés en utilisant des microcapillaires pré-
héparinés sur la veine brachiale. Pour réaliser le frottis, on place une goutte de
sang (0.1 pl) sur une lame porte-objet nettoyée (a et b). Une lamelle couvre-objet est
appliquée a un angle de 30-35° de maniére a toucher la goutte de sang qui coule le
long du bord (c). La lamelle est ensuite poussée le long de la lame, avec un
mouvement régulier, ni trop lent, ni trop rapide (d). Les globules rouges d’oiseau
étant nucléés, la réalisation de cet étalement est une étape clef qui doit étre réalisée
avec minutie pour obtenir un frottis exploitable (Bennett, 1970). Si elle est bien
réalisée, elle produit un frottis mince, régulier et entiérement contenu sur la lame (il

ne doit pas en déborder) (e).
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Fixation et coloration

Les frottis sont séchés a l'air et fixés dés que possible (et au maximum sous
quatre jours) dans du méthanol a 100 % pendant trois minutes (Bennett,
1970).Plus la fixation aura été tardive, moins les contrastes de coloration seront
importants. Les frottis sanguins sont ensuite stockés dans un milieu froid et sans
poussiére jusqu'a coloration.

Ils sont colorés 45 minutes dans une solution de Giemsa (Sigma) composée d'un
meélange de 10 mL de colorant avec 190 mL d’eau distillée (voir Campbell, 1995
pour une liste des colorants utilisables). Aprés 45 min, chaque lame est rincée par
un léger filet d’eau tamponée (pH=7). Une fois débarrassés des impuretés de
surface, ces frottis sont mis a sécher puis stockés dans une boite spéciale les

préservant de la poussiére et de la lumiére.

Bennett GF, 1970. Simple techniques for making avian blood smears. Canadian Journal of Zoology
48:585-586.
Campbell TW, 1995. Avian hematology and cytology. Ames: lowa State University Press.
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INTRODUCTION

More than half of the species on earth are parasitic (Price 1980), but until recently, the influences of parasites on
the behaviour, ecology and evolution of wild hosts had been largely overlooked. Over the past two decades,
biologists have become increasingly aware of the multiple ways in which parasites can significantly impact their
hosts (Combes 2001). In the avian literature, hematozoa are one of the more frequently parasitic models used
(Atkinson & Van Riper III 1991, Bennett et al. 1991). Empirical studies have highlighted avian malaria
infections as important factors in the evolution and dynamic of populations. For instance, some studies have
shown a relation between hematozoa infection and reproduction investment (e.g. Norris et al. 1994, Oppliger et
al. 1997, Dawson & Bortolotti 2001). In addition, these parasites may affect survival in the wild (Dawson &
Bortolotti 2000, Horak et al. 2001). Despite the growing appreciation of the importance of these parasites, the
mechanisms mediating costs of infections in natural populations are often unclear. Several studies have recently
emphasized the importance of examining these mechanisms in natural populations to better understand parasite
pathogenicity and potential parasite effects on host life-history (Ots & Horak 1998, Hatchwell et al. 2001, Booth

& Elliot 2003).

In addition, the impact of multiple infections by hematozoa has been frequently overlooked since most studies
consider only a single genus or species of infection. However, many hematozoa species co-exist in the same host
and multiple infections may occur frequently (Richie 1988, Atkinson & Van Riper III 1991, Cox 2001). The
impact of these mixed infections is poorly understood in birds. Parasite taxa may interact within hosts either
through the host immune system, resource competition or other mechanisms (Richie 1988, Cox 2001, Read &
Taylor 2001). For example, in lizards, Plasmodium agamae facilitates infection by P. giganteum (Schall &
Bromwich 1994). Conversely, P. falciparum infections can suppress growth of P. vivax in humans (Paul et al.
2003). These interactions could also have a substantial impact on pathogenic effects. Experimental studies on

rodent malaria P. chabaudi have shown that mixed-clone infection can result in higher virulence (Taylor et al.

- 148 -



1998, but see de Rood & Read 2003). Taken together, these results are somewhat ambiguous and warrant further

investigation (Read & Taylor 2001).

Here, we investigate host-parasite interactions between two hematozoa genera and the European blackbird
(Turdus merula). This species is frequently parasitized by several genera of blood parasites and is therefore a
useful model for such a study (Hatchwell et al. 2000). In this study, we investigated the interactions between two
hematozoan genera Haemoproteus and Plasmodium in an urban blackbird population. Patterns of variation in
host body condition and hematological parameters with parasite presence/absence and intensity were studied, to
examine parasite pathogenicity and potential effects on host life-history. Finally, we investigated potential

effects of blood parasites on breeding success.

MATERIALS AND METHODS

General methods and host sampling

From 1998 to 2002, adult (two years and older) birds were captured using mist nets between March and July in
the Botanical Garden of Dijon (France, 47°19’N, 5°02°E). Sex was determined according to plumage
characteristics as described in Cramp (1988) and Svensson (1992). Individuals were weighed (£0.1g) and the
right tarsus measured using dial calipers (mean of two measurements £0.02mm). Each bird was ringed with a
unique numbered metal ring (Museum National d’Histoire Naturelle-CRBPO). In addition, a unique
combination of coloured rings was assigned to each individual for the study of reproductive success (Faivre et
al. 2001). The number of eggs laid and number of fledglings produced per breeding season were recorded for
breeding birds. For individuals trapped more than once, one capture event was randomly chosen for analyses.

Capture date correspond to the number of days elapsed since March 1%,
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Parasite detection and haemotological parameters

Blood samples were collected from the brachial vein using sterile needles and heparinized capillary tubes. Blood
smears were fixed in 100% methanol for 3 min and stained with Giemsa solution (Sigma) for 45 min. They were
examined under a light microscope at 1000x magnification under oil immersion for parasite and cell counts. The
number of white and parasitized cells in each smear was determined on the basis of the examination of 10 000
erythrocytes (Hatchwell et al. 2000). Blood parasites were identified using descriptions of Valkitinas (2005). In
most cases, parasites were identified to genus level, due to the difficulty in (i) identifying species from blood
stages alone (Bennett et al. 1993) and (ii) the number of infected erythrocytes (infection intensity) was low. All
leucocytes types were identified and counted following Campbell and Dein (1984), the three most common

types (lymphocytes, heterophils and eosinophils) being retained for analysis.

Statistical analyses

A comparison between theoretical (N;) and observed (N,) number of co-infected individuals is used to detect
positive or negative association between parasites (Rhode 1981, Fernandez & Esch 1991). If double infection
occurs at random, the theoretical number of co-infected host is N, = Npypp, where N is the total number of host,
pu and pp represent the prevalence of Haemoproteus and Plasmodium respectively. In the same way, a
theoretical intensity is obtained from the sum of observed mean intensities for the two single-genus infections.

For each method, a chi-square test was used to compare observed and theoretical values.

General Linear Models were used to investigate the potential effects of parasites on leucocytes and body
condition. To reach normality, the number of leucocytes was log-transformed prior to analysis. Residuals from
the regression of body mass on cubed tarsus length were taken as a body condition index. The effects of blood
parasites infection on each leucocyte type were considered with year, host sex and sample date as a covariate.
Analyses of the different types of leucocytes and body condition were conducted separately. All analyses used
general linear modelling with a step-wise elimination of non-significant variables to produce the final model.
When parasite prevalence was considered, all two-way interactions were included, yet when parasite intensity

was considered, the small sample size allowed us only to test factors alone.
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Egg and fledgling numbers were standardized to a mean of 0 and a standard deviation of 1 for each year (Faivre
et al. 2001). Differences in reproductive performance between parasitized and uninfected birds were tested using
a Mann-Whitney test (Siegel & Castellan 1988).

Analyses were performed using Statistica 6.0 (StatSoft Inc.).

RESULTS

Three genera of blood parasites were found : Leucocytozoon, Plasmodium and Haemoproteus. However,
Leucocytozoon genus was uncommon (prevalence = 3.8%), so we restricted analyses to the two more prevalent

genera, Plasmodium and Haemoproteus (table 1).

Interaction between parasite genus

We found no significant difference between observed and theoretical numbers of each infectious status (Chi-
square = 1.178, P = 0.277). We also found no significant difference between observed and theoretically

predicted intensities (Z =1.42, P = 0.155).

Leucocytes and parasite infection

Only Plasmodium infection and the interaction between Plasmodium and Haemoproteus affected the number of
lymphocytes (respectively F; 74 = 17.32, P < 0.001 and F; ;74 = 4.63, P = 0.033). Individuals parasitized by
Plasmodium or by both genera had a higher lymphocyte count than other individuals. Eosinophil count was
higher in birds infected by Plasmodium (F; 7, = 9.71, P = 0.002). Furthermore, no factor influenced the number
of heterophils. Among the other factors included in the analysis, only sex seemed to affect significantly
eosinophils (F; ;7 = 4.77, P = 0.030), which were more numerous in males (females: mean = 57.5, standard
error = 4.7; males: mean = 50.0, standard error = 4.2). In addition, no effect of Plasmodium or Haemoproteus
intensities was detected on the number of leucocytes (We only found the same type of sex effect on the number

of eosinophils : F; 76 =7.54, P =0.007).
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Body condition and parasite infection

Only Plasmodium affected significantly the body condition (F;;3; = 6.15, P = 0.014). Surprisingly, this
difference was induced by a better condition of individuals infected by Plasmodium (Fig. 2). In addition, sex was
the only other factor affecting body condition (Fy 1,0 = 10.63, P = 0.001) which was higher in females (mean =
2.39, standard error = 0.90) than in males (mean=-1.02, standard error = 0.85). Finally, analyses considering
parasite intensity detected a negative effect of Plasmodium on host body condition (F;ss = 8.91, P = 0.004)

whereas Haemoproteus do not affected body condition (F; 5= 0.007, P = 0.933).

To investigate further the positive association between Plasmodium infection and body condition, we examined
the effect of infectious status on reproductive success. Indeed, parasites may affect investment in reproduction,
which is associated with body condition (Golet & Irons 1999). However, there was no difference between
uninfected (17 females and 22 males) and parasitized groups (20 females and 17 males), either in the number of
eggs laid (females: Z = -0.32, P = 0.75; males: Z = -1.05, P = 0.29), or in the number of fledgling produced

(females: Z=0, P = 1; males: Z=-0.71, P = 0.48).

DISCUSSION

This study found that blood parasites affect the number of leucocytes and body condition. The global
prevalence detected is comparable with that conducted in Oxford, U.K. by Hatchwell et al. (2000). However,
relative prevalences detected here strongly differ with those reported in this previous work. This difference
probably highlights the high spatial variability that may occurr in host-parasite interactions due to variation in
vector abundance, host resistance or other ecological factors (Atkinson & Van Riper III 1991, Tella et al. 1999,

Merilé et al. 1995, Sol et al. 2000, Eisen & Wright 2001, Bensch & Akesson 2003).

Only Plasmodium affects was associated with elevated leucocyte counts through an increase in lymphocyte
and eosinophil counts in infected birds. Lymphocytes increase may be caused by the host investment in specific

immunity, which includes a step characterised by lymphocytes proliferation (Abbas et al. 1994). A positive
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association between lymphocyte number and malaria has been reported in other birds species, such as Hawaiian
crows (Massey et al. 1996), great tits (Ots & Horak 1998), or cirl bunting (Figuerola et al. 1999). In addition, the
higher number of eosinophils showed by infected birds may indicate the activation of the non—specific
component of the immune system (Walsh 1999). These association between Plasmodium infection and immune
cell number suggests that this parasite may cause serious damage to the host, as the detection of such an
association is possible only if it has a greater impact than other concurrent diseases (Ots & Horak 1998).
However, eosinophils are non-specific immune cells implicated not only in parasite resistance but also in
inflammatory, allergic processes and in tissue necrosis. Thus, proliferation of these cells may also reflect an
individual in a generally poor state of health (Campbell & Dein, 1984) and consequently with low

immunocompetence that may therefore have increased host susceptibility to Plasmodium infection.

In our examination of hematological parameters, host body condition was positively related to Plasmodium
infection. This result is somewhat surprising as experimental studies have detected a weight loss in Plasmodium
infected individuals (Atkinson et al. 1988, 1995, Atkinson & Van Riper III 1991). Several hypotheses may be
proposed to explain this effect. First, as shown in several studies, parasites may reduce host investment in
reproduction (Richner et al. 1993). As reproduction is costly and frequently associated with weight loss
(Gorman & Nager 2003), birds infected by Plasmodium should reduce their reproductive investment and could
benefit by allocation resources to self-maintenance. However, such an explanation remains unlikely because we
detected no difference between the reproductive components of uninfected and parasitized birds. Second, we
hypothesize that our results may suggest a selective effect of Plasmodium through the increased mortality of
individuals with poor body condition and therefore a lower capacity to resist to parasites. Negative effects of
parasites on host survival have been already observed in the black-browed albatross (Bergstrom et al. 1999) and
the red grouse (Hudson et al. 1998). This view is supported by the negative correlation between Plasmodium
infection intensity and host body condition observed in this study, which suggests a cost inflicted on these birds
unable to resist parasite infection. Third, the host physiological response to Plasmodium may increase body mass
and therefore body condition. Ots & Horak (1998) found a weight gain in urban infected great tits and
interpreted it as an advantage of being thin. In this hypothesis heavier birds can suffer from more cost and have

an advantage to lose weight for reduce flight cost (Freed 1981, Norberg 1981, Gosler et al. 1995). Infected birds
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may suffer from increased investment in parasite resistance and are therefore unable to maintain an optimal
weight. This hypothesis seems to have been examined indirectly by Svensson et al. (1998), who induced an
experimental stimulation of the immune system of blue tits Parus caeruleus and observed a resultant weight

gain.

In this study, we showed that Plasmodium infection in blackbirds is associated with an increased investment
in immune response and a higher body condition, whereas birds infected by Haemoproteus do not significantly
differ from uninfected ones. Despite the inability of correlational studies to imply causation, our results present
further evidence to support the established view that avian Plasmodium is more pathogenic than Haemoproteus
(Atkinson & Van Riper III 1991). We detected no association (neither positive, nor negative) between
Haemoproteus and Plasmodium infections, both in terms of prevalence and intensity. These results suggest a
lack of interaction between the two genus of parasites in the host, contrary to the study of Hatchwell et al. (2000)
which detected fewer co-infected individuals than expected in a blackbird population in Oxford, U.K. Such a
difference may depend on the potentially interacting parasite species involved and their relative frequencies

(Richie 1988).

According to the classical view that the short-term intra-host competition favours selection for the increased
virulence of competing species (Mosquera & Adler 1998), co-infected individuals should present at least the
sum of clinical signs associated with infection by each genus only. In fact, we found no difference between co-
infected individuals and individuals uninfected or infected by Haemoproteus for body condition and eosinophils
number. For lymphocyte count, the presence of Haemoproteus was associated with a decrease in Plasmodium
effects. Whatever the proximal mechanisms involved, it seems likely that Plasmodium does not have the same
effect on blackbirds when coexisting with Haemoproteus, suggesting a potential competitive interaction that is
not detected if only parasite prevalence and intensity are considered. Moreover, this interaction seems to lead to
a decrease of the pathogenicity and consequently does not favour an increase in virulence. Further investigation

of such a scenario may be particularly important to our understanding of the evolutionary consequences of
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multiple host-parasite interactions. Further studies, particularly experimental, are required to elucidate avian

host-parasite interactions and parasite interactions within the host.
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Table 1. The observed and theoretically predicted numbers of infected blackbirds, with prevalences and

intensities of hematozoan parasites. Intensity corresponds to the mean number of infected erythrocytes per

10000. Theoretical data are obtained by negative binomial adjustement; n represents the number of individuals

(see Methods).
Observed Theoretical
n Prevalence Intensity n Prevalence
Heathy 78 43.09 % 0 82.02 45.31 %
Plasmodium sp. 69 38.12% 11.16 64.98 35.90 %
Haemoproteus sp. 23 12.71 % 6.57 18.97 10.48 %
Co-infection 11 6.08 % 12.45 15.03 8.30 %
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Figure 1. Infection status of blackbirds and leucocyte number: (a) lymphocytes and (b) eosinophils. Leucocytes
counts were determinated by the examination of 10 000 red blood cells. Untransformed data are displayed with

means *+1SE.
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Figure 2. Infectious status of blackbirds and host body condition. The residuals from the regression of body

mass on cubed tarsus length were taken as an index of body condition. Untransformed data are displayed with

means *+1SE.
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Social context modulates the trade-off
between immune activation and a carotenoid-
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Carotenoid-based sexual signals have attracted considerable attention in the last decade since allocation of
carotenoids to secondary sexual traits is assumed to reduce immune function and antioxidant defenses. If
a signal is used by females as a cue to choose a mate, we might expect that in the presence of females,
males could up-regulate the expression of the signal, diverting carotenoids from other physiological
functions. Here, we tested this hypothesis and found that the social context modulates the expression of a
carotenoid-based sexual trait and the cost induced by an immune injures in a passerine bird. To our
knowledge, this is the first report of the effect of social context on the expression of a morphological sexual

trait and its trade-off with immune activation.

According to the indicator models of sexual selection, sexual advertisements should honestly reflect the
phenotypic and/or genetic quality of their bearers (1). The main assumption of these models is that signals must
be costly to be honest, and that individuals have to face trade-offs between the expression of the signal and other
traits (2, 3). A potential cost is that resources allocated to secondary sexual traits may be diverted from immune
defenses and reduce individual resistance to parasites (4, 5). Because carotenoids have multiple functions (6, 7)
and are assumed to be a limiting factor for most vertebrates (8, 9), carotenoid-based sexual traits have often been
put forward as classical examples of honest advertisements, possibly indicating male quality in terms of immune
functioning and antioxidant defenses (10, 11). In agreement with this view, recent works have shown that an
experimental activation of the immune system reduces the expression of carotenoid-based sexual traits,
suggesting a shift in the allocation of carotenoids between sexual signalling and the immune/detoxification
system (12, 13). However, the plasticity of carotenoid allocation to competing functions has been poorly
investigated, and particularly, the environmental modulation of carotenoid allocation to sexual signals and the
immune defenses. Social context may be a crucial environmental parameter that should modulate the allocation
rule of carotenoids. Social environment is known to influence individual behaviors in different contexts (the
search for food, aggressive interactions, sexual display) with fitness consequences for both signalers and
receivers, thus representing, an important force in the evolutionary process (14-17). It is straightforward to
imagine that if a signal is used by females to choose a mate, in the presence of females, males should up-regulate
the expression of the signal, diverting carotenoids from other physiological functions. Surprisingly, the effect of

social context on the expression of carotenoid-based sexual traits has never been experimentally investigated.
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Similarly, we still ignore if and how the social environment modulates the investment of carotenoids to sexual
advertisements under immune challenge.

We tested this hypothesis in the zebra finch (Taeniopygia guttata). Male zebra finches exhibit a colored bill that
ranges from orange to dark red, and females have been shown to prefer males with redder bills in several studies
(18-20). Bill color in zebra finches, is a carotenoid-dependent trait (13, 19, 21), whose expression has been
shown to be affected by the activation of the immune system (13). Finally, it has recently been reported that
male zebra finches use information provided by conspecifics to adjust their behavior towards female partners,
reinforcing the idea that social context is an important environmental characteristic for this species (17).

In this experiment we maintained male zebra finches under two social contexts: one group of randomly chosen
males (n = 24) was housed together with females (n = 24) in a mixed social context, whereas another group of
randomly chosen males (n = 24) was housed with other males (n = 24) in a male-only social context. Each social
context treatment was repeated twice (i.e., two rooms with a female social context and two rooms with a male
social context; the four rooms were of equal size resulting in equal densities). Therefore, inter- and intra-sexual
communication was possible in the mixed social context, whereas only intrasexual communication occurred in
the male-only social context. During the experiment, half of the males from both groups were injected weekly
with a lipopolysaccharide solution (LPS) of E. coli, whereas the other half of males were injected with a
phosphate buffered saline solution (PBS) for control. At the beginning (day 0) and at the end (day 21) of the
experiment, bill color was measured by comparison with a color chart that varies from 1 (yellow-orange) to 9
(dark red), and blood was collected for carotenoid assessment in the plasma by using high-performance liquid
chromatography (HPLC) and colorimetry techniques. The experiment was repeated a few weeks later using
different individuals, giving a sample size of 24 birds per group (total n = 96). However, three males died in
each of the two experiments reducing the overall sample size to 90.

A repeated measurement analysis of variance showed that both the social context (time x social context, Fy g5 =
20.63, p < 0.0001) and the immune treatment (time X immune treatment, F, g5 = 6.02, p = 0.016) affected bill
color. The two repeated experiments gave the same results: the replicate by immune treatment, replicate by
social context, and the replicate as a main effect, were not statistically significant (all p’s > 0.15). In particular,
PBS individuals in the male-only social context and LPS individuals in the mixed social context maintained

similar bill color throughout the experiment (all p’s > 0.1; Figure 1). Conversely, birds in the male social
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context, injected with LPS, showed a significant decrease in bill color (F; 2, = 12.65, p = 0.0019), whereas birds
in the mixed social context, injected with PBS, exhibited a redder bill at the end of the experiment (F, ,, = 8.65,
p = 0.0078; Figure 1).

A more complex pattern was found for plasma carotenoids, because the two replicated experiments provided, to
some extent, different results. This heterogeneity between replicates translated into a statistically significant
replicate by immune treatment interaction (time x immune treatment x replicate, F, 7, = 4.28, p = 0.0421) and
replicate by social context interaction (time x social context x replicate, F; 7, = 10.64, p = 0.0017). We therefore
decided to analyze the two experiments separately. The analysis of the first experiment showed that, as for bill
color, PBS individuals in the male-only social context and LPS individuals in the mixed social context
maintained similar values of circulating carotenoids throughout the experiment (all p’s > 0.08; Figure 2A).
However, birds in the male social context injected with LPS showed a significant decrease in plasma carotenoids
(F10=12.34, p = 0.0066), whereas birds in the mixed social context injected with PBS had higher concentration
of plasma carotenoids at the end of the experiment (F;;; = 9.02, p = 0.012, Figure 2A). The analysis of the
second experiment revealed that the immune treatment affected the change in the amount of circulating
carotenoids, with LPS-injected birds having significant fewer carotenoids than PBS individuals (time x immune
treatment, F; ;0= 6.05, p = 0.0199, Figure 2B); however, in contrast to the first experiment, the social context did

not affect the change in the amount of circulating carotenoids (F; ;0= 1.29, p = 0.2654, Figure 2B).

We showed that the social context, through the presence or the absence of females, can affect the expression of a
carotenoid-based sexual signal and can modulate the effect of an immune insult on such an expression. A
negative effect of immune challenge on sexual signals has been previously observed in birds exhibiting
carotenoid based signals (12, 13). In accordance with the principle of resource allocation (22), our results show
that allocation of carotenoids to one function (immune system) cannot be achieved without diverting carotenoids
from another function (secondary sexual trait). In addition, changes in the amount of plasma carotenoids
paralleled changes in bill color, at least in one of the two repeated experiments. Plasma carotenoid reduction
after immune challenge has also been observed in male mallards (Anas platyrhynchos) (23) and zebra finches
(13). Because carotenoids have an important rule in self-maintenance (6-11), such results underline a proximal
mechanism supporting the idea that sexual signals mirror the health status of the bearer (10). However, our

results show that the allocation pattern of carotenoids to the different functions can be rather plastic and rapidly
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responds to changes in environmental conditions. Whereas the activation of the immune system diverts
carotenoids from the signal, and can, in this sense, be seen as a constraint on the expression of the trait: males
seem to adaptively respond to the social context they are facing, by up-regulating the amount of carotenoids
allocated to the bill when females were present. Since bill color is used by females as a cue to choose a mate
(18-20), the observed flexibility may be adaptive for the males because the presence of females can indicate an
opportunity to mate and breed soon. From a mechanistic point of view, our results open the question whether
circulating carotenoids may be controlled by the social context. Indeed, the discrepancy between the two
experiments suggests that the proximal mechanisms that govern the changes in circulating cartenoids are
complex and far from being elucidated. It is well known that social environment may affect the endocrine
system and the level of circulating hormones (24). This suggests that social context may influence the expression
of secondary sexual traits via an hormonal control system that might regulate the use of key resources and insure
the plasticity of the signal. Once ingested and absorbed, carotenoids can be stored in tissues, such as the liver,
and can be released from tissues back into the plasma (25). Although, hormones might be likely candidates for
such biochemical signalling, the mechanism underlying the release of stored carotenoids is still unknown, and
more generally, the mechanisms linking hormones, carotenoid absorption and conversion, and the expression of

carotenoid-based sexual signals are far from conclusive (25).
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Figure 1. Change in bill color during the three weeks of the experiment (bill color values at day 21% minus
values at day 0). The histograms represent the mean + SE. The open bars represent values from males injected
with PBS and black bars, males injected with LPS.
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Figure 2. Change in plasma carotenoids (pg/ml) during the three weeks of the experiment (plasma carotenoid
values at day 21* minus values at day 0). A) and B) refer to the two replicated experiments. The histograms
represent the mean + SE. The open bars represent values from males injected with PBS and black bars, males
injected with LPS
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Methods

Adult zebra finches (Taeniopygia guttata) were housed under controlled daily light cycle (13L: 11D) and
temperature (22 + 2 °C). Food (a commercial seed mix) and water were provided ad libitum. Individuals were
maintained in 0.6 x 0.4 x 0.4 m cages separated in two compartments. In mixed conditions, each male was caged
in one compartment with a female in the other one. Males kept with males only were caged in one compartment
with a male as a neighbor. In addition, cages were placed opposite each other. Therefore, each male saw and
heard several neighbors (males and females or males only). Two rooms were used for mixed conditions, whereas
two other rooms contained only males. Neither initial bill color, nor initial carotenoid concentration differed
between rooms (all p’s > 0.9). Challenged birds were injected intraperitonealy with 100 ul of a LPS solution
(0.01 mg/0.1 ml) and control males received 100 pl of a PBS solution by the same way.

Blood samples (150 to 200 pl) were collected from brachial vein by using steril needles and heparinized
capillaries. Blood was immediatly centrifugated (4000 rpm, 4°C, 15 min) and plasma was stored at — 80°C.
Before using high-performance liquid chromatography (HPLC), plasma carotenoids were extracted by two steps.
First 15 pl of plasma were added with 200 pl of pure methanol plus an internal standard (astaxanthine) before
centrifugation (4000 rpm, 4°C, 10 min), and supernatant was recovered. Second, the residue obtained from the
first extraction was added with 200 pl of MTBE (Methyl Tertio Buthyl Ether) before centrifugation in the same
conditions. The supernatant was recovered and added with the supernatant issued from the first extraction before
complete evaporation. Then, the extracted carotenoids were diluted in 50 pl of a MTBE plus methanol solution
(v:v 50/50) and the solution was analysed by HPLC. Previous analyses have shown that bill pigmentation is due
to carotenoids, and have identified four main pigments in zebra finch plasma: lutein, zeaxanthin, anhydrolutein
and B-cryptoxanthin (1). Plasma concentrations of the four types of carotenoids were highly correlated (all P’s <
0.001) as previously shown in other studies (1). Thus, we have considered only total concentrations of
circulating carotenoids for subsequent analyses. For technical reasons the HPLC was not available to measure
circulating carotenoids for the second experiment. We therefore used a colorimetry technique known to provide
values highly correlated to those obtained by HPLC (2). Briefly, 20 pl of plasma were diluted in 180 pl of
absolute ethanol. The dilution was mixed in a vortex and the flocculent protein was precipitated by centrifuging

the sample at 1500 g for 10 minutes. We examined the supernatant in a spectrophotometer and determined the
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optical density of the carotenoid peak at 450 nm. Carotenoid concentration was determined from a standard

curve of lutein.

Bill color was assessed using a Dulux Trade Colour chart (Dulux) under the same light conditions. A specific
scale, ranging from less red to redder colors, was used: 1 (69YR 34/780), 2 (56YR 28/778), 3 (44YR 26/756), 4
(34YR 20/708), 5 (31YR 18/648) 6 (16YR 16/594), 7 (19YR 13/558), 8 (09YR 11/475), 9 (14YR 10/434),
where the first number and letters indicate the hue, the numerator is the brightness, and the denominator is the
saturation (3). For each individual, bill color was measured independantly by three observers and bill color

scores were repeatable through observers (p < 0.001 n = 4). Therefore, we retained the mean values as individual

score.
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	Les Haemosporidae sont des protozoaires parasites appartenant au phylum Apicomplexa (Atkinson & Van Riper III, 1991). Ce sont des parasites qui possèdent un large spectre d’hôtes (reptiles, oiseaux et mammifères). Ils  présentent un cycle de développement où alternent les phases sexuées et asexuées réalisées dans des cellules des tissus et du sang de leur hôte (Valkiũnas, 2005). 
	 
	Chez les oiseaux, on rencontre trois genres parmi ces parasites (Plasmodium, Haemoproteus et Leucocytozoon). Environ 68 % des espèces d’oiseaux examinés présentent au moins l’un de ces genres (Atkinson & Van Riper III, 1991). Le genre le plus fréquent est Haemoproteus (67 % des espèces infectés) puis vient Plasmodium (41,5 % des espèces infectés) et enfin Leucocytozoon (39 % des espèces infectés) (Atkinson & Van Riper III, 1991). Ces trois genres d’Haemosporidae sont distribués sur l’ensemble du globe à l’exception de l’Antarctique (Valkiũnas, 2005).  
	En général, la plupart des espèces de Plasmodium peuvent se transmettre à des oiseaux appartenant à différents ordres. En revanche, les espèces d’Haemoproteus et de Leucocytozoon sont plus spécifiques et se transmettent rarement entre oiseaux d’ordre différent (Valkiũnas, 2005).  
	Le cycle parasitaire est complexe (Figure 3, page 17). A chaque étape, le parasite est exposé aux moyens de défense de l'hôte. Cependant, une bonne partie du cycle est complétée à l'intérieur des cellules de l'hôte, ce qui limite l’exposition aux défenses immunitaires de celui-ci. De plus, il existe différents stades où il y a multiplication asexuée du parasite, ce qui permet d'augmenter ses chances de survie. Enfin, il semble que la rupture des érythrocytes qui libère les mérozoïtes dans le sang soit fréquemment synchronisée, ce qui conduit à la libération d’un nombre important de parasites et donc « submerge » le système immunitaire de l’hôte (Valkiũnas, 2005). Chez l’homme, ce sont ces ruptures synchrones et cycliques des érythrocytes qui entraînent les « crises de paludisme » (Malaguarnera & Musumeci, 2002). Ce mécanisme est cependant beaucoup moins connu chez les oiseaux (Atkinson & Van Riper III, 1991). 
	Figure 7 : Présentation des zones observées pour détecter la présence de tiques dans le cadre du suivi national. Les flèches indiquent les zones à examiner pour évaluer la présence de tiques. 
	Encart 3 :  Les différentes fonctions des caroténoïdes 


