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Résumé

Les larves de Diptéres nécrophages se développant sur un cadavre font face a de fortes
pressions de sélection. Nous démontrons comment cet environnement extréme aurait favorisé
I'apparition de stratégies comportementales efficaces et originales, basées sur des mécanismes

comme la régulation thermique mais également la socialité.

Ce travail pose en premier lieu les bases du comportement de régulation thermique des larves
de Dipteres Calliphoridae. En effet, celles-ci sont confrontées a un environnement thermique tres
hétérogene, dans lequel elles vont sélectionner la zone la plus appropriée a leur activité métabolique.
Bien que différentes espéces exploitent la méme ressource au méme moment, nous avons observé
que les larves de Lucilia sericata, Calliphora vomitoria et Calliphora vicina ont chacune une
température préférentielle de développement. De plus, nous démontrons que ces larves sont en
recherche constante de leur température préférentielle (thermorégulation), et qu’elles adaptent leur
alimentation a la température du milieu. Ce premier volet d’expérimentations illustre ainsi le réle
prépondérant de la température dans le comportement des larves. En second lieu, ce travail
s'intéresse a la dimension sociale des larves nécrophages, et plus particulierement au comportement
d'agrégation. Nous avons démontré chez Lucilia sericata un fort effet attractif et rétentif des
congéneres, rendant manifeste une prévalence de la socialité sur la régulation thermique. Les résultats
sont cependant drastiquement différents dans des conditions hétérospécifiques, ou la formation du
groupe varie selon les températures préférentielles et les cinétiques d’agrégation de chaque espéce.
Ainsi, la température sélectionnée par un groupe hétérospécifique émerge d'un compromis entre les
comportements de thermorégulation et d'agrégation. Enfin, ce travail analyse I'effet-de ces stratégies

comportementales sur le développement des individus.

Nous montrons que le comportement de thermorégulation et |'action des congéneres
affectent la température sélectionnée par les larves, et donc, leur développement. De tels résultats
démontrent I'existence de véritables stratégies comportementales individuelles et collectives de
développement, reposant sur I'optimisation de parametres multiples permettant aux larves de se

développer au mieux dans cet écosysteme extréme qu’est le cadavre en décomposition.
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Abstract

On a cadaver, necrophagous dipteran larvae suffer from strong selection pressures during their
development. The premise of this thesis is that such an extreme, competitive and constraining
environment would have favored the emergence of efficient developmental strategies, based on
mechanisms such as thermal regulation but also sociality. This PhD work is divided into three parts.
The first part focuses on the thermal behavior of Calliphorids larvae, which are confronted with a
heterogeneous thermic environment on the corps, in which they select the most appropriate area for
their metabolic activity. Firstly, this part shows that larvae have a preferential developmental
temperature, which is different according to the species (Lucilia sericata, Calliphora vomitoria and
Calliphora vicina), although they exploit the same resource at the same time. Secondly, this part
demonstrates that the larvae are always in search of this preferential temperature and thirdly, that
they adapt both their displacement and their food intake according to the temperature of the
nourishing substrate. This first part of experiments demonstrates that the temperature parameters
have a strong effect-on larval behavior. The second part of this work focuses on the social dimension
of larval behavior by analyzing the influence of congeners, mainly through their active aggregation
behavior. We show for Lucilia sericata a strong attractive and retentive effect of the group, making
obvious that sociality prevails over thermal regulation. However, these results are radically different
under heterospecific conditions where the group formation strongly depends on preferential
temperatures as well as aggregation kinetics of each species. Finally, the third part of this work
analyzes the effects of temperature and congeners on the development of individuals and shows that
both the behavior of thermoregulation and the action of congeners impact the temperature selected
by larvae, and therefore, their development. These results indicate the existence of individual and
collective behavioral development strategies based on the optimization of multiple parameters that

allow larvae to develop ideally in this extreme ecosystem of a decaying corpse.
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Avant-propos

Les mouches, insectes de I'ordre des Diptéres, sont de petits animaux rarement appréciés dans
notre quotidien. Au vu des moyens déployés par ’homme pour s’en débarrasser, nous considérons ces
bestioles plut6t comme une vermine infame que comme une source d’intérét et d’attrait. Bien qu’il
soit de I'ordre de I’humain de dénigrer facilement les espéces qui le dégoutent, il est de l'ordre de
I’entomologiste de décrire ces especes sous un jour attractif et d’en présenter toute la beauté.
Cependant, provoquer I'extase devant un insecte nécrophage dont I'une des espéces phares est la
fameuse mouche a merde est certainement une entreprise délicate. Cette mouche, qui aime a se
repaitre de feces, dont la descendance, ces larves grouillantes que I'on appelle asticots, se nourrissent
en s’y baignant de toutes chairs en décomposition, est pourtant le sujet de ce travail. Aussi repoussant

que fascinant.

Je vais tenter de vous montrer que ces mouches, utilisées dans de nombreux domaines comme
la médecine et la justice, ne sont pas que des nuisibles préts a se jeter sur le premier morceau de
viande venu. Elles sont la Fin et le Début. D’une grande importance en écologie, leurs larves sont des
« éboueurs entomologiques bénévoles » [1] qui permettent le recyclage des animaux morts,
produisant la matiere nécessaire aux plus petits organismes a la base de toute chaine alimentaire.
Cette action de recyclage nécessite une certaine ruse pour exploiter au mieux les cadavres avant leur
disparition compléte. Les larves de Dipteres nécrophages se sont ainsi adaptées au cours de
I’évolution, particulierement en développant des stratégies sociales. C'est selon ce point de vue, qui
méle adaptabilité et socialité, que j'ai abordé I'étude de ces insectes. En étudiant leur développement
ainsi que leur comportement, nous sommes plus a-méme de comprendre leur réle écologique ainsi
que les stratégies évolutives leur permettant d’exploiter efficacement ce qui n’était avant eux plus que

matiére morte.
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Introduction

« Les mouches bourdonnaient sur ce ventre putride,
D’ol sortaient de noirs bataillons
De larves, qui coulaient comme un épais liquide

Le long de ces vivants haillons. »

Charles Baudelaire

Une charogne, Les Fleurs du Mal
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Cette thése s’intéresse aux stratégies développementales des larves de Diptéres (i.e. asticots).
Ayant pour habitat un environnement extréme, affecté par de multiples pressions de sélection, nous
avons postulé que ces larves avaient développé des stratégies adaptatives originales et efficaces

basées sur la thermorégulation ainsi que la socialité.

Les Dipteres Calliphoridae

Généralités

Dans le Regne animal, les insectes appartiennent a I’'Embranchement des arthropodes. lls
caractérisent une Classe constituant plus de 70% de la biodiversité, subdivisée en 30 Ordres dont
I’Ordre des Diptéres [2]. Ces derniers représentent les « mouches vraies » et forment I'un des Ordres
le plus important avec environ 122 000 espéces en Europe. La plupart de ces insectes ont un réle
majeur au sein des écosystemes avec une action de pollinisateurs, parasites, prédateurs ou encore de

décomposeurs. Cependant, certaines especes ont aussi un effet dévastateur sur la population humaine

comme vecteurs de nombreuses maladies telles que la malaria, la dengue ou encore la fievre jaune.

Les Dipteres sont caractérisés par leurs ailes postérieures réduites a I'état de balanciers
(haltéres) : ils ne présentent donc qu’une seule paire d’ailes membraneuses fonctionnelle qui donne
son nom a cet Ordre « a deux ailes » [3]. Deux sous-Ordres sont définis: les Nématoceres, qui
regroupent entre autre les tipules ainsi que les moustiques, et les Brachyceres, représentés par les
syrphes, les taons, les drosophiles ou encore les Calliphoridae. Ces dernieres, communément appelées
« mouches vertes et mouches bleues », sont une Famille de Brachycéres calyptéres! cyclorrhaphes?
représentant environ 1000 espéces caractérisées par un abdomen de couleur métallique [4].

Principalement détritiphages, nécrophages ou coprophages, ces insectes sont également les premiers

colonisateurs des carcasses animales et humaines [5].

Les mouches Calliphoridae ont colonisé tous les continents. Elles sont massivement
représentées parmi la faune liée aux cadavres et jouent un role écologique trés important dans le
recyclage de la matiére organique [4]. Elles sont majoritairement attirées par les cadavres de

mammiféres mais peuvent aussi coloniser d’autres cadavres tels que ceux des poissons [6].

La saisonnalité et les micro climats affectent fortement leurs populations [7]. La répartition

des especes est donc trés dépendante des latitudes [8], de I'altitude [9] ou des types de climats [10].

! Calyptére : adjectif et nom commun caractérisant 'expansion thoracique recouvrant les balanciers des Diptéres.
2 Cyclorrhaphe : pseudo-taxon faisant référence a I'ouverture circulaire de la pupe lors de I’émergence de I'adulte.
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Les trois espéces utilisées dans ce travail de these sont tres présentes en France et en Europe et sont
de globalement trés communes [7], [11], [12]. Lucilia sericata®, la mouche verte aux yeux rouges, est
présente dans la majorité des biotopes et est visible dans nos régions principalement au printemps et
en été [7]. Lorsque les conditions sont favorables, dont une température ambiante supérieure a 14 °C,
elle va coloniser rapidement les cadavres [13]. Espece ubiquiste, L. sericata se développe aisément sur
les cadavres de petits comme de gros mammiféres [6]. Calliphora vomitoria* est une espéce de couleur
bleu foncé, plus trapue que L. sericata [3]. Plutot rurale [6], C. vomitoria se rencontre tant en périodes
froides que chaudes [7] ou elle va coloniser les corps plus tardivement [13]. Mieux adaptée aux
carcasses de grande taille [6], elle n’est pas trés bonne compétitrice et est réputée favoriser des
colonisations conspécifiques [6]. Enfin, la troisieme espéce étudiée dans ce travail est Calliphora
vicina®, une autre mouche de couleur bleue, plus adaptées aux petits cadavres, aux zones urbaines et
sub-urbaines ainsi qu’aux températures plus fraiches [6], [14]. En effet, il n’est pas rare d’observer une
activité de cette espece en plein hiver [7] ou dans des conditions de froid extréme [15]. Dans les cas
de faibles température, elle sera majoritairement seule colonisatrice, mais elle peut aussi coloniser les
corps en méme temps que d’autres espéces [6]. Dans nos régions frangaises et d’Europe occidentale,

ces trois especes peuvent occuper simultanément le méme cadavre [11].

Les Calliphoridae sont des insectes holométaboles, c’est-a-dire a métamorphose compléte : le
stade larvaire est morphologiquement et comportementalement différent de I’adulte (Figure 1). Les
mouches Calliphoridae adultes, d’'une taille allant de 6 a 14 mm, consomment principalement du
nectar, qui couvre leurs besoins en sucre. La consommation d’autres nutriments, tels que certaines
vitamines ou encore des sels minéraux, ne semble pas primordiale au stade adulte car les larves
acquierent ces nutriments lors de leur développement [2], [16]. Dans le cas ou il leur serait nécessaire
d’en consommer, les adultes peuvent se nourrir de miellat ou de sucs végétaux. Cependant, les
femelles anautogenes [2] ont besoin d’un apport protéique pour permettre la maturation des ceufs.
Chez les Calliphoridae, cet apport implique la consommation de matiéres animales en décomposition
ou encore de feces, permettant ainsi, aprés quelques jours, une maturation compléte des ceufs. Une
fois gravides, les femelles recherchent un cadavre pour y pondre leur ceufs, au nombre d’environ 200
par ponte pour 'espéce Lucilia sericata [17]. Elles sont attirées rapidement apres la mort [18] et sur
de trés longues distances [19], principalement par des composés riches en ammoniac ainsi que des

phéromones [20] et des composés sémiochimiques.

3 Lucilia sericata : Calliphoridae, Meigen, 1826.
4 Calliphora vomitoria : Calliphoridae, Linnaeus, 1758.
5 Calliphora vicina : Calliphoridae, Robineau-Desvoidy, 1830.
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A I'éclosion, les myriades d’ceufs laissent place a autant de larves d’un blanc crémeux, qui
passent par trois stades durant lesquels elles se nourrissent du cadavre, pour finalement atteindre une
taille variant, selon les espéces, de 8 a 23 mm. Cette étape est cruciale : il est en effet nécessaire pour
les larves d’atteindre une masse critique permettant de finaliser le développement durant les phases
post-alimentation [21]. Cette masse critique dépend en particulier de la qualité nutritive du milieu. On
observe ainsi des différences entre les régimes alimentaires, ol les muscles sont préférés au foie ou
aux intestins [11], [22], [23]. Pour se nourrir, les larves utilisent leur crochets buccaux ainsi que deux
organes sensoriels : 'organe dorsal pour I'olfaction et I'organe terminal pour la gustation [24]. Elles
peuvent ainsi sélectionner les odeurs d’intérét [25] dans I'énorme bouquet odorant qu’est le cadavre
[26].

Une fois la masse critique atteinte, les larves peuvent se métamorphoser. Elles changent de
comportement et arrétent de se nourrir pour trouver un endroit propice a la poursuite de leur
développement. Durant cette phase, appelée post-feeding, les larves vont généralement fuir le
cadavre de fagon radiale pour fouir les sols meubles et rechercher des abris afin de se protéger durant
le stade pupe [27]. Une fois le lieu propice sélectionné, la larve va s'immobiliser et réaliser une derniére
mue dont I'exuvie se rigidifiera pour former le cocon (puparium). Le stade pupe est immobile et dure
environ 45 % du développement ; il s’Tachéve avec I'émergence de I'imago [28]. La durée de ce cycle
dépend de deux parameétres principaux : I'espéce et la température. C'est cette relation qui est utilisée
en entomologie médico-légale pour I'estimation de la date du déces. Ces durées sont connues pour la

plupart des especes nécrophages et pour un grand nombre de températures [29].

Adulte

Muc imaginale

Larves L

Figure 1 : Cycle de développement des Calliphoridae. J. Boulay. D’aprés Aubernon et al., (2014) [27].
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Entomologie médico-légale

L'utilisation des insectes nécrophages pour dater le déces, ou entomologie médico-légale, a
été formalisée par Bergeret en 1855 [19]-[20]. Basée en premier lieu sur la théorie de développement
successif des insectes sur le corps, cette science utilise aujourd’hui principalement la corrélation entre

température et développement des larves pour dater le déces [32]-[33].

Cette relation permet, pour une espece donnée, de définir le pourcentage de développement
par unité de temps en fonction de la température. En effet, en connaissant les conditions
environnementales durant le développement des larves, et notamment la température, 'expert peut
calculer I’dge de ces individus et en déduire un Intervalle Post-Mortem minimum® (IPMm). En fonction
des conditions climatiques et de I'accessibilité au cadavre, il pourra estimer le délai de colonisation du
cadavre [13] et ainsi estimer la période du déces [32]. Cependant, les méthodes de calcul peuvent
différer selon les experts : certains se basent sur le cycle complet de développement alors que d’autres

considerent plutét la taille des larves [28], d’ou d’éventuelles divergences [34].

Depuis quelques années, les publications relatant des parametres a prendre en compte dans
le cadre d’expertises entomologiques se sont multipliées, sans réellement apporter d’outils pratiques
permettant d’appliquer ces recommandations. Ces études démontrent notamment le réle de facteurs
abiotiques sur le développement des larves [35]—-[37]. De plus, ces travaux sont majoritairement
focalisés sur la physiologie du développement, omettant souvent de considérer le comportement des
larves comme un facteur de variabilité [28]. Dans ce contexte, une vision d’ensemble replagant les

insectes dans leur milieu de vie semble nécessaire pour réellement améliorer I'expertise [38].
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O Greenberg et al., (1991) [4] <> Marchenko (1988) [42]
Greenberg (1991) [40] <> Tarone et al., (2006) [43]
& Kamal (1958) [41] Grassberger and Reiter (2001) [28]

Figure 2 : Effet de la température de développement sur I’'émergence de I'imago chez Lucilia sericata selon différentes études.

5 IPMm : Temps entre la date de découverte du cadavre et la date de la premiére ponte, date 3 laquelle, la
personne était déja décédée.
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Tableau 1 : Synthese non exhaustive de différents protocoles expérimentaux pour I'étude du développement de Lucilia
sericata. Ces protocoles considerent différents parameétres tels que la température, le nombre d’'individus, le substrat

nourricier ou encore la souche de I'espéce, dans des conditions hétéro ou conspécifiques.

Température
(°C)
26.66

25

25

25

25
16, 26, 36

24 et 25

7.5, 10, 12.5,
15, 17.5, 20,
22.5, 25, 27.5,
30,32.5

8, 10, 18, 25,
30, 35, 37
5,13,29 et 5
329

10, 12, 15, 18,
24,30

15, 17, 19, 20,
21, 22, 25, 28,
30, 34

25

Nombre
d'individus
100, 200,
500, 1000,
2000, 3000,
16000

10, 50, 100,
200, 350,
500

20, 30, 50,
150, 300,
650, 750
10, 50, 100,
250, 500

100, 125,
250
100

20

12

50, 100 ou
200

50

100

100

100, 500,
1000, 5000

Substrat

Viande de boeuf
(140g)

Mélange d'agar
sang de cheval et
levures

Foie de porc (15g)

Muscle de boeuf
(100g)

Muscle de boeuf
(100g)

Coeur de boeuf
haché (125g)
Viande de beeuf

Foie de boeuf
(10g)

Muscle de beeuf
(20g)

Viande de porc
(40g)

Muscle de beeuf

Foie de boeuf
(250g)

Foie de boeuf
(100g)

Foie de boeuf
(4kg)

L'écosysteme cadavérique

Souche

Canada

Royaume-Uni

Royaume-Uni et

Espagne

France

France

USA

Inde
USA

Equateur
Allemagne
France

Autriche

France

Australie

Facteurs

Compétition

Compétition

Compétition

Compétition

Compétition

Population

Population

Température

Température
Température
Température

Température

Toxiques

Température

Condition

Conspécifique

Conspécifique
Conspécifique et
hétérospécifique
Conspécifique
Hétérospécifique
Conspécifique

Conspécifique

Conspécifique

Conspécifique
Conspécifique
Conspécifique

Conspécifique

Conspécifique

Conspécifique

Référence

(44]

[45]

[46]

(47]

(48]

(49]

(50]
(51]

(52]
(53]
(54]

(28]

(36], [37]

[55]

Tout organisme vivant fait partie de la biocénose’ composant son écosystéeme®. A sa mort, sa

carcasse va influer significativement sur cet environnement [56]. De nombreux animaux tels que les

charognards [57] et les détritivores vont coloniser le cadavre et se nourrir de cette nécromasse® [38].

Les composés de dégradation des tissus ainsi que les feces de ces colonisateurs vont apporter aux

bactéries et aux champignons des nutriments essentiels et enrichir les sols en composés organiques

7 Biocénose : Ensemble des organismes, de leurs comportements et interactions dans un espace écologique.
8 Ecosystéme : Communauté d’étres vivants en interaction avec son environnement (biotope).

9 Nécromasse : Ensembles des organismes non-vivants disponibles (ici animaux).
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tels que I'azote [58]. Cet enrichissement du milieu agit directement sur les plantes environnantes qui
ont en retour une action sur les herbivores et la microfaune. Le cadavre peut donc étre considéré
comme un écosysteme a part entiere, accueillant des organismes qui profitent de ce milieu pour
s’alimenter [12], chasser [59], se reproduire [60] ou s’abriter [61]. Comme dans tout écosystéme, ony
observe des pressions de sélections affectant plus ou moins la colonisation, le développement ou
encore la survie des organismes qui s’y trouvent [63], [64]. Milieu attractif pour les espéeces I'exploitant
ainsi que leurs prédateurs [64], le cadavre et son environnement associé présentent donc des

contraintes biotiques et abiotiques qui ont une action forte les organismes qui I'exploitent [65].

La carcasse

Le cadavre passe par plusieurs stades de décomposition [63]. Son apparition dans
I’environnement va notamment, du fait du panel d’odeurs dégagées [26], attirer des insectes
nécrophages [16]. Ainsi, on observe en premier le stade frais, propice a la ponte des Dipteres
Calliphoridae. S’ensuit le stade de décomposition « gonflé », durant lequel on observe une forte action
bactérienne produisant de grosses quantités de gaz. L’activité des insectes notamment, induit la
rupture des enveloppes, ce qui provoque I'expansion des fluides corporels. On observe ensuite les
stades de décomposition active et avancée, olu les insectes sont nombreux, produisant des
dégagements d’ammoniac. Enfin, le stade sec, qui se poursuit jusqu’a la disparition complete de la
carcasse, est le temps ou l'activité fongique est a son maximum du fait de la libération antérieure
d’ammoniac [61]. Les stades de décomposition peuvent étres altérés par plusieurs parameétres,
notamment la taille de la carcasse [66], ainsi que les conditions climatiques, saisonniéres [67] ou
environnementales [68]. Selon le type de carcasse, notamment en fonction de la taille et I'espece, la
colonisation varie en nombre et diversité des colonisateurs [69]. La présence de fourrure ou de poils
affecte par exemple la ponte des adultes [70] ainsi que I'activité microbienne [71]. Le type méme de
cadavre (espéce animale) est déterminant: une étude a d’ailleurs démontré que les larves de la
mouche Calliphora vicina se développaient moins bien (individus plus petits) sur des cadavres de

poisson que sur ceux de mammiferes [72].

Facteurs abiotiques

L’environnement agit tres fortement sur les populations d’insectes. Ainsi, les larves d’une
méme espéce peuvent présenter des tailles et des vitesses de développement différentes selon leur
micro-habitat [73]. A I'échelle du cadavre, la dégradation est facilitée par de fortes chaleurs, une
exposition au soleil permettant la colonisation de la carcasse par une plus grande diversité d’insectes

[75], [76]. Les précipitations facilitent quant a elles la prise alimentaire des larves en liquéfiant les tissus
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[76]. Cependant, ces actions climatiques réduisent la durée d’exploitation du cadavre, ce qui affecte
directement les chances de survie des organismes s’en nourrissant [53]. D’autres facteurs abiotiques
comme I'humidité [77], la vitesse du vent [78] ou encore la composition du sol [62], [79], ont un effet
sur la décomposition. Tous ces facteurs agissent souvent simultanément, facilitant ou entravant la
survie des colonisateurs. On observe ainsi que les bactéries et les insectes sont fortement affectés par
la température, notamment concernant leur croissance et leur métabolisme [28], [77]. Cependant, la
prolifération bactérienne est facilitée par I'"humidité mais également par de fortes températures,
températures qui jouent sur la dessiccation [77]. Les organismes décomposeurs peuvent ainsi subir
des pressions contraires : ils se doivent de jongler avec ces parametres abiotiques pour lesquels ils sont
particulierement sensibles [15], [62]. Aujourd’hui, I'écologie du cadavre n’étant que peu étudiée [38],

ces interactions entre les facteurs abiotiques et biotiques restent mal comprises [80].

Facteurs biotiques

Sur le cadavre, les organismes sont aussi affectés par les autres individus exploitant cette
ressource [38], [81] notamment via la prédation, la compétition inter et intra-spécifique ou encore le
charognage [32]. Parmi ces pressions, on observe par exemple les interactions entre insectes et
bactéries, ou la présence de différentes espéces bactériennes peut favoriser I'attraction des Dipteres
ainsi que la ponte des femelles [82]. Bien que certaines bactéries comme Escherichia coli*® puissent
8tre nocives pour les Diptéres [83], d’autres espéces comme Proteus mirabilis'! sont bénéfiques pour
les Calliphoridae. En présence de cette bactérie, on observe en effet une élévation du pH du milieu qui
limite les bactéries pathogénes [84]. Cependant, certains Coléoptéres colonisant plus tardivement les
cadavres peuvent éliminer P. mirabilis via des sécrétions spécifiques, ce qui leur confére un avantage
sur les asticots [84], [85]. Les bactéries peuvent aussi avoir une action moins spécifique, via un effet
dit de « spoiling », grace auquel elles rendent la nourriture inapte a la consommation pour les insectes

ou les mammiferes charognards [86].

On observe également d’autres interactions plus directes entre les organismes décomposeurs.
Les larves de Chrysomya rufifacies*? ou le Staphylinidae Creophilus maxillosus®® sont ainsi de gros
prédateurs de larves de Calliphoridae [87], [88]. Ces comportements de prédation peuvent modifier
drastiquement le processus de décomposition, comme cela a également été démontré en présence de

certaines fourmis [89]. Enfin, le cadavre étant une ressource limitée dans le temps, la compétition est

10 Escherichia coli : Enterobacteriaceae, T. Escherich, 1885.
11 proteus mirabilis : Enterobacteriaceae, Hauser, 1885.
2 chrysomya rufifacies : Calliphoridae, Macquart, 1842.
13 Creophilus maxillosus : Staphylinidae, Linnaeus, 1758.
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souvent une des pressions les plus fortes s’exercant sur les individus, les larves de Calliphoridae

cherchant toutes un acces simultané a la méme ressource éphémere.

Toutes ces pressions de sélection, qu’elles soit biotiques ou abiotiques, on un véritable effet
sur les organismes exploitant la carcasse [47], [53], [86]. Pour survivre et exploiter efficacement cette
ressource, les insectes nécrophages doivent donc minimiser ces pressions notamment en limitant le

temps passé sur le cadavre.
Ecologie comportementale et stratégies de développement

L’écologie comportementale associe aux actions des individus une valeur adaptative. Selon
cette idée, 'expression de tel ou tel comportement se traduirait par des traits d’histoire de vie'* de
meilleure qualité qui in fine conféreraient une meilleure valeur sélective® (fitness) aux individus
concernés [38], [91]. On observe donc I'existence de stratégies dites évolutives, qui sont autant de
réponses aux contraintes propres a chaque situation. Cependant, bien que parfois étonnamment

complexes, ces stratégies ne sont pas « réfléchies » et sont le résultat de la sélection naturelle [92].

Cette approche a vu le jour dans les années 1970, avec notamment la publication d’un livre
fondateur dans cette discipline publié par Krebs et Davis [93]. L'écologie comportementale s’est
rapidement diversifiée, étudiant principalement trois concepts : la nourriture, le territoire et la vie en
groupe. Cette vie en groupe est notamment étudiée chez les grands singes et les insectes eusociaux
(fourmis, termites, etc.). On observe dés lors différents échelons de socialité [94], allant du simple
regroupement a la société vraie, ol la coopération est de mise pour la survie de toute la colonie.
L’organisation de la colonie chez les insectes sociaux est ainsi composée de nombreux individus
interagissant localement pour produire des attributs globaux bien supérieurs a la simple somme des
interactions locales [95], [96]. Chez les insectes nécrophages, I'étude du comportement et des
bénéfices associés s’est surtout portée sur les nécrophores, qui apportent des soins parentaux a leurs
larves [97]. A l'inverse, bien que le comportement des asticots ait été étudié dans le cadre de
I'agrégation [98], [99] ou de leurs réactions face a divers stimuli [100], cette approche écologique est
plutot nouvelle. Pourtant, nous observons chez les larves de Diptéres nécrophages des comportements

particuliers suggérant des stratégies visant a augmenter la fitness des individus.

14 Trait d’histoire de vie : traits biologiques impliqués dans la contribution a la descendance.
15 valeur sélective : fitness, représentant la capacité d’un individu a se reproduire, a partager ses génes.
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Pour faire face aux pressions de sélection propres a I'écosysteme cadavérique, les femelles
Calliphoridae déposent une phéromone de ponte sur le chorion de leurs ceufs [101], créant ainsi une
amplification du signal a mesure que le nombre de femelles venant pondre augmente [102]. Cette
agrégation des pontes limite la perte d’eau et réduit la probabilité de prédation des ceufs. De plus, la
fécondité élevée de ces insectes permet de palier la forte mortalité des stades pré-reproducteurs. Leur
cycle de vie court, leur croissance rapide et leur maturité sexuelle précoce permettent également une
exploitation rapide de la ressource cadavérique. Ces caractéristiques sont typiques des organismes
présentant une stratégie démographique évolutive dite de type r pour reproduction rate [103]. Cette
stratégie, décrite pour la premiére fois par MacArthur et Wilson en 1967, est basée sur la reproduction,
en opposition a une seconde stratégie dite de type K, pour Kapazitidtsgrenze (capacité d’accueil du
milieu), basée sur le soin apporté aux jeunes [104]. Ainsi, dans des habitats ou les ressources vitales
sont imprévisibles et ou les risques sont élevés, les organismes, via la stratégie r, vont miser sur le
grand nombre de descendants [103]. En revanche, dans des milieux ol les conditions de vie sont
prévisibles et ou les risques sont faibles, les organismes, via la stratégie K, vont miser sur des
caractéristiques inverses. Les insectes nécrophages, au sein du régne animal, sont clairement de

stratégie r.

Cependant, lorsque I'on regarde ces caractéristiques a I’échelle de I'écosystéme cadavérique,
cette répartition ne semble pas aussi stricte. Introduites en premier lieu par Grime en 1977, les notions
de stress et de perturbation environnementale montrent que ces stratégies r et K ne sont pas si
clairement définies [105]. C’'est d’ailleurs ce qu’affirmait Pianka en 1970 en présentant des compromis
r/K dans les stratégies des organismes ou la sélection naturelle pousse a passer de stratégie r vers K
[103]. Ainsi, au sein des Diptéres nécrophages, il est possible d’observer deux stratégies bien distinctes
[81]. Les Sarcophagidae étant plus grosses que les Calliphoridae, et pratiquant la larviposition (ponte
de larves de stade 1 et non d’oeufs), elles sont décrites par Denno et Cothran en 1976 comme ayant
une stratégie K, tandis que les Calliphoridae auraient une stratégie r. Cependant, les Sarcophagidae
étant moins bonnes compétitrices que les Calliphoridae, elles adaptent leurs pontes en fonction de la
colonisation du cadavre, qui, en absence de Calliphoridae, peut étre multipliée par 6, ce qui n’est pas
compatible avec une stratégie de type K. Ainsi, déja en 1976, ces auteurs avancaient la notion de
compromis au sein de ces stratégies comportementales [81] et introduisaient les conditions

d’adaptabilité nécessaire a la survie des individus dans des habitats extrémes.
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Les larves de Diptéeres nécrophages présentent ainsi des comportements adaptatifs : les larves
de Lucilia sericata et Phormia regina® se développent plus vite en présence de larves prédatrices telles
que Chrysomya rufifacies [38]. La méme stratégie est employée par les larves de C. macellaria contre
les larves de Chrysomya megacephala®’ [28] [80] ainsi que par les compétiteurs, qui se développent
plus rapidement, atteignant une masse critique précocement et augmentant ainsi leur taux de survie
[106]. Ce développement accéléré est efficace dans ce contexte, car les larves atteignent rapidement
leur masse critique et augmente donc leur survie [21], mais elles deviennent des mouches de petite

taille, qui produisent moins d’ceufs. La valeur de ces stratégies est donc dépendante du contexte.
Le grégarisme

L’agrégation est considérée comme le premier échelon de la socialité [94]. Elle peut étre
passive, notamment en réponse a des facteurs abiotiques et des hétérogénéités environnementales,
ou active, c’est-3-dire en réponse a d’autres individus [92]. Polyphylétique!® et apparue
sporadiquement, la vie en groupe semble étre une réponse évolutive a différentes contraintes
environnementales [107]. Ces contraintes sont notamment liées a la structure de I'habitat, la
prédation ainsi que la recherche de nourriture [92]. L’agrégation peut donc apporter des bénéfices sur
ces trois points majeurs, bénéfices qui dans ce cas [27], supplantent les co(ts liés a la compétition et
aux divers effets déléteres de ce mode de vie [92]. On observe ainsi chez de nombreux oiseaux
grégaires des bénéfices limitant la prédation grace a I'augmentation de la vigilance ainsi que I'effet de
dilution, qui diminuent le risque d’étre prédaté [94]. Le comportement d’agrégation peut étre observé
ponctuellement, par exemple lors de la recherche de nourriture, ainsi qu’a différents stades de
développement [108]. Bien que majoritairement conspécifique, il peut dans certain cas étre

hétérospécifique [99].

Chez les larves de Calliphoridae, I'agrégation est active [98] et résulte de communications
entre individus [98], [100]. Elle est observée au stade larvaire, phase durant laquelle les individus
s’agregent en masses extrémement denses [109]. Les individus de différent stades et souvent de
différentes especes peuvent se regrouper massivement. Cette agrégation des larves est
principalement basée sur des interattractions [110] et des communications indirectes, notamment le
dépot de traces laissées lors des déplacements [98]. On observe ainsi des mécanismes d’attraction et
de rétention des individus par les groupes [98], [99], [100].De par leur physiologie, leurs préférences

nutritionnelles ou thermiques, il arrive que les especes agissent l'une sur l'autre jusqu’a créer une

6 phormia regina : Calliphoridae, Meigner, 1826.
7 Chrysomya megacephala : Calliphoridae, Fabricius, 1794.
18 polyphylétique : Caractéristique de taxons sans ancétre commun récent.
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ségrégation au sein des masses. On observe ainsi, dans certaines conditions extrémes, une expulsion

en marge de I'agrégat de I'espece la moins compétitive [83], [84].

Pour s’orienter face aux ressources telles que de la nourriture [98], des congéneres [99] ou
encore une source de température [113], les larves de Calliphoridae présentent un comportement de
« scanning » (Figure 3). Ces mouvements leurs permettent de sonder localement leur milieu [114]. Via
ce comportement, les larves vont pouvoir comparer les stimuli, qu’ils soient olfactifs ou encore
lumineux, entre leur droite et leur gauche, s’orientant ainsi principalement en fonction des gradients
[115]. C’est d’ailleurs ainsi que les larves fuient la lumiére, orientant a chaque contraction corporelle
leurs organes sensoriels dans le sens opposé [115]. De la méme facon, les larves peuvent suivre des
odeurs [99] ou un gradient thermique [113]: dans ce dernier cas, on observe leur vitesse de
déplacement s’accélérer en corrélation avec I'élévation de température [116], [117]. Ce
comportement d’orientation intervient également dans |'agrégation et permet aux larves de suivre

des signaux déposés au sol et de rejoindre des groupes existants [99].

Bien que le comportement d’agrégation soit relativement bien décrit [60], [98], notamment
grace aux travaux de notre équipe, peu de choses sont connues sur le déplacement des groupes, ni sur
le comportement des larves au sein de celui-ci [113]. Cependant, certains phénomeénes sont connus
chez d’autres espéces grégaires. Ainsi, si les chenilles Malacosoma disstria®® sont, a titre individuel,
parfaitement aptes a discriminer et a sélectionner la nourriture optimale pour leur développement
[96], ce choix est beaucoup plus compliqué lorsqu’elles sont en groupe. En effet, les groupes de
chenilles semblent choisir leur nourriture aléatoirement [96]. En réalité, du fait de I'allo-mimétisme et
de la tendance qu’ont les individus suivants a mimer le comportement du précédent, on observe des
choix stochastiques, entierement dépendants du déplacement du premier individu, survenu avant
méme |’analyse de la ressource [96]. Les comportements sociaux sont donc susceptibles d’affecter
fortement les décisions individuelles, que ce soit pour les déplacements ou la prise alimentaire.
Comme détaillé par la suite, nous avons travaillé sur I'existence de tels mécanismes chez les larves de

Dipteres Calliphoridae.

1% Malacosoma disstria : Lasiocampidae, Jacob Hiibner, 1822.
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Figure 3 : Locomotion et mouvement de scanning d’une larve de Lucilia sericata. D’apres Boulay et al. 2015 [114].

Auto-organisation et émergence

La mise en place de I'agrégation passe par |'auto-organisation. L’auto-organisation est basée
sur des interattractions stochastiques et non déterministes et implique des individus qui n’ont qu’une
connaissance locale de leur environnement [118]. Non prédictible lorsque I'on observe le
comportement des organismes a I'état individuel, elle produit néanmoins de facon reproductible des
structures et des comportements complexes [119]. De ces formations peuvent émerger des
phénomeénes particuliers issus des interactions entre individus et apportant des bénéfices en terme de
développement ou de survie [47], [120], [121]. Par exemple, des individus ayant tendance a suivre les
traces d’individus précédent (stigmergie?®) vont s’attirer mutuellement jusqu’a la formation d’un
agrégat. Le recrutement de nouveaux individus est une boucle de rétrocontréle positif : pour stabiliser
le systéme, des boucles de rétrocontrole négatif existent généralement, notamment via des
phénoménes de saturation ou de compétition. Ainsi, si I'agrégat devient trop gros, les ressources
mangquent et les individus se dispersent. Enfin, I’aléatoire a aussi un réle important dans ces systemes,
générant au niveau collectif des réponses différentes en fonction de I'environnement alors méme que

le comportement individuel reste le méme.

20 Stigmergie : Mécanisme de coordination indirect entre agents.
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Effet Allee

Phénomene densité-dépendant, I'effet Allee est un mécanisme permettant aux individus, en
formant un groupe, d’obtenir des bénéfices du fait de ce groupe. Ainsi, dans I'ensemble, la fitness
individuelle, ol I'un de ses estimateurs, est positivement corrélée a la taille ou la densité de la
population [122]. Au contraire de la compétition, I'effet Allee postule donc une augmentation de la
fitness corrélée au nombre de congénéres. On observe cependant un seuil maximal du nombre
d’individus permettant de maximiser les bénéfices : au-dela de ce seuil, les bénéfices diminuent
(compétition), jusqu’a une valeur critique ou il n’y a plus d’intérét a se regrouper [92]. Chez les espéces
bénéficiant de I'effet Allee, il existe donc théoriquement des tailles optimales de groupe. Cependant,
on observe souvent des groupes de tailles supérieures, ne permettant plus cette maximisation. Chez
les orques par exemple, la taille optimale pour chasser est de 3 individus, cependant, il est plus souvent
observé des groupes de 5 [92]. Par ailleurs, ce principe de formation de groupes peut, dans certains
contextes, aboutir a des comportements qui semblent étre contre-productifs [96], n’orientant pas le
groupe dans la condition lui permettant de maximiser sa fitness. C'est le cas chez la chenille a tente
Malacosoma disstria [96] olu le groupe, par allo-mimétisme, pourra ne pas choisir la source de
nourriture la plus adaptée a son développement, du fait du choix stochastique du premier individu. Le
groupe sera ainsi « piégé », pendant un temps plus ou moins long, avant de faire un choix plus intuitif,
supposant un désavantage uniquement durant une période transitoire. Chez les larves de
Calliphoridae, I'effet Allee a été observé a partir de 250 individus, réduisant dés lors la durée de
développement ainsi que la mortalité [47]. Ce bénéfice collectif serait en fait lié a plusieurs

mécanismes distincts, dont I’exodigestion et le larval-mass effect.

La prise alimentaire des asticots résulte d’'une adaptation du fait de la grande quantité de
larves colonisant au méme moment une carcasse. Ces larves ne peuvent en effet pas ingérer
directement des fragments de chairs du fait de leur appareil buccal non adapté pour la mastication [2].
Elles vont donc liquéfier leur nourriture avant de I'ingérer, grace a des enzymes protéolytiques de type
trypsine, lipases ou encore amylases [60], [123]. Une fois les tissus liquéfiés, la larve peut sucer le
substrat et I'ingérer : cette technique de prise alimentaire est nommeée exodigestion [47]. Lorsqu’elles
sont agrégées, cette exodigestion est amplifiée, permettant a chaque larve de bénéficier de I'action
enzymatique des autres. En rendant la ressource cadavérique plus facilement ingérable, I'agrégation

est donc directement bénéfique pour les larves de Calliphoridae [43], [47], [60].

A ce premier mécanisme, observable pour un faible nombre d’individus, s’ajoute un second
mécanisme a plus grande échelle. Phénomeéne visible a haute densité, nécessitant plusieurs centaines

a plusieurs milliers d’individus [124], le larval mass effect est une augmentation de température
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enregistrée au sein des agrégats de grande taille [125]. La production de chaleur résulte du
métabolisme des larves et est dépendante de la température ambiante ainsi que du volume de la
masse larvaire [126]. Dans des conditions ou la carcasse est assez grande pour supporter une forte
densité larvaire, la température au sein de la masse peut dépasser de 30 °C la température ambiante
et dépasser 45°C [124], [125]. Ainsi, les larves qui se trouvent au sein de cette masse ne ressentent pas
la méme température que des larves isolées, et obtiennent donc des bénéfices avec notamment un
développement plus rapide [113], [127]. Un turn-over est observé au sein des agrégats, permettant

aux larves de ne pas subir trop longtemps les températures extrémes [113].

Thermorégulation

Chez les insectes, beaucoup de comportements sont thermo-dépendants, comme la marche
[117], le vol [128], la recherche alimentaire et la prise de nourriture [129], [130] ou encore la
reproduction [131]. Ainsi, pour ne pas subir les températures trop extrémes et pour optimiser leur
physiologie et activités métaboliques, les insectes effectuent une régulation thermique. En effet, du
fait de leur petite taille, les larves ont un ratio « surface / volume » assez élevé, les rendant incapables
de maintenir leur température corporelle uniquement via leur activité métabolique [132]. Leur
température corporelle, comme tout animal ectotherme, est donc tres fortement liée a la température
ambiante, mais aussi a leur comportement. Cependant, le maintien de la température corporelle est
particulierement important puisque le métabolisme et le comportement sont optimaux sur une

gamme de températures allant, chez les insectes, majoritairement de 20 a 30 °C [2], [130], [131].

Dans cette introduction, nous avons vu que |'agrégation et le déplacement des larves
nécrophages leur permettait de réguler leur température [45], [51], [113]. Phénomeéne discontinu, la
thermorégulation est décrite par May comme un ensemble de mécanismes impliquant des
modifications dans les échanges, la perte et la production de chaleur avec I’environnement [135],
[136]. Grace a ces échanges, les insectes ajustent leur température corporelle via une
thermorégulation soit comportementale, soit endogéne. Du point de vu endogéne, certains insectes
peuvent se réchauffer via notamment des contractions musculaires ou en utilisant leur hémolymphe
pour homogénéiser leur température corporelle a partir de la chaleur de leur thorax. Les Calliphoridae
étant des ectothermes de relativement petite taille, leur thermorégulation sera principalement
comportementale [137] et ce notamment au stade larvaire. En effet, les insectes pourront d’une facon
assez simple se déplacer dans des zones présentant un microclimat [74], [132], [135], modifier leur
posture face aux radiations solaires ou aux courants d’air [120], [124], [138] ou encore en fouissant le

sol pour se protéger [128], [139]. Au sein des masses larvaires, nous observons en effet que les larves
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les plus proches du centre sont soumises a des températures extrémement élevées, dépassant parfois
de plusieurs dizaines de degrés leurs température létale [125], [140]. Les phénomenes d’hystérése,
couplés a I'habituation et a la synthése de protéines de types heatchoc [2], [139], permettent aux
larves de s’affranchir, le temps de la prise alimentaire, de ces températures trop élevées pour leur

organisme.
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« L’égalité, la seule égalité en ce monde,

I’égalité devant I'asticot. »

Jean-Henri Fabre

Souvenirs entomologiques
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Objectifs de la these

Comme nous l'avons vu, cette thése s’intéresse aux stratégies développementales des larves
de Diptéres nécrophages. Ayant pour seul habitat et ressource un environnement extréme et sujettes
a de multiples pressions de sélection, les larves nécrophages de Diptéres Calliphoridae dominent
pourtant cet écosysteme. L’hypothése de ce travail est que pour maximiser leur fitness, les larves
présentent une stratégie de développement optimisée alliant des mécanismes de thermorégulation a

une forme de socialité simple mais extrémement efficace.
Plan

Cette theése comporte 4 chapitres dont les articles associés sont soit publiés, soit en cours de

rédaction pour soumission dans une revue a comité de lecture.

Le premier chapitre étudie la température préférentielle des larves de Diptéeres Calliphoridae.
Le cadavre étant colonisé par différentes espéces, dont certaines ont des niches écologiques tres
différentes, la question s’est posée quant aux préférences thermiques de trois espéces de Diptéeres
nécrophages communes (Lucilia sericata, Calliphora vomitoria et Calliphora vicina). Bien gu’elles
puissent coloniser le cadavre au méme moment, nous mettons en évidence que les larves de stade 3
de ces espéces possedent des températures préférentielles bien distinctes, respectivement 33, 29 et
22 °C. Nous supposons ici que ces températures sont adaptées pour optimiser les activités
métaboliques des larves. Ce chapitre est composé d’un seul article, publié dans Entomologia
Experimentalis et Applicata intitulé : Thermoregulation in gregarious dipteran larvae : evidence of

species-specific temperature selection.

Le second chapitre, composé de deux articles, s’intéresse aux compromis entre socialité et
thermorégulation. Nous avons postulé que les larves devaient concilier la recherche de leur
température préférentielle, de congénéres (pour les bénéfices associés a I'agrégation) et d’une
nourriture de qualité. Le premier article, intitulé : The maggot, the ethologist and the forensic
entomologist: Sociality and thermoregulation in necrophagous larvae (Journal of Advanced Research),
s’intéresse a la réponse des larves de Lucilia sericata face a un environnement thermique variable.
Nous démontrons que la capacité de régulation thermique des larves est nuancée par leur composante
sociale. J'ai en effet pu observer que la présence d’'un agrégat pouvait altérer le comportement
d’optimisation thermique, soulignant ainsi les forts bénéfices développementaux liés a I'agrégation

des larves. Le second article présente ainsi le comportement de prise alimentaire des larves, au niveau
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individuel, face a une source de nourriture a différentes températures. On observe ici clairement un
comportement de thermorégulation, avec notamment des nombres d’allers-venues ainsi que des
durées d’arrét différentes. Pour ce travail, intitulé To eat or get heat: Behavioral trade-offs between
thermoregulation and feeding in gregarious necrophagous larvae et publié dans Insect Science, j'ai
réalisé la partie statistique, I'analyse et la présentation des résultats et ai participé a la rédaction de la

discussion (2" auteure).

Le troisieme chapitre de cette thése s’attarde sur les conséquences développementales
(fitness) des comportements larvaires. En suivant le développement complet des larves dans
différentes conditions de choix entre optimisation thermique et agrégation, nous démontrons que les
larves font des compromis entre ces deux comportements. Ces choix permettent aux larves de
maintenir une durée de développement minimale dans une variété de conditions environnementales,
y compris fortement défavorables (température froide). Ces résultats sont discutés d’un point de vu
fondamental (écologie adaptative), mais également applicatif dans le cadre de [I'expertise
entomologique. Ce travail est toujours en cours et sera soumis prochainement dans Journal of Insect
Physiology sous le titre : Effect of thermoregulation and aggregation on Lucilia sericata development

and fitness.

Le quatriéeme chapitre s’intéresse a la formation de groupes hétérospécifiques dans un
environnement thermique hétérogene. Bien que les différentes especes soient capables de
reconnaitre mutuellement leurs dépots de trace et de former des groupes hétérospécifiques, le fait
que leurs températures préférentielles soient différentes rend difficile I'anticipation du choix final des
larves. Ce chapitre est composé de deux articles dont le premier est une revue introductive sur les
agrégats hétérospécifiques chez les arthropodes. Il montre que la formation de tels groupes n’est pas
rare mais qu’il est encore difficile d’en comprendre le sens, a la limite entre coopération et
compétition. Pour cet article je suis second auteure, ayant pris part a la bibliographie ainsi qu’aux
nombreux réagencements et relectures. Cette revue a été publiée dans Insect Science sous le titre :
Mixed-species aggregations in arthropods. Le second article s’intéresse précisément a la formation de
groupes hétérospécifiques et démontre que le compromis entre socialité interspécifique et
température préférentielle dépend principalement des cinétiques d’agrégation ainsi que de 'ordre
d’arrivée des espéces. Ce travail est encore en cours et s'intitule : Be lonely or feel cold: the cruel
dilemma of interspecific aggregation in blowflies’ larvae. Il sera soumis début 2020 au journal

Behavioral Ecology.

Un dernier article, en annexe de ce manuscrit, a été rédigé sur invitation de la revue

Médecine/Science. Il récapitule a des fins de vulgarisation scientifique tout mon travail en lien avec les
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autres travaux du laboratoire. Ce travail s’intitule : Les larves de Diptéres nécrophages en entomologie

meédico-légale : une histoire de température.

Enfin, ce manuscrit de thése s’achéeve par une discussion générale replacant dans un contexte
écologique et évolutif les résultats que j'ai obtenus. Elle permet de mettre en évidence que les asticots,
qui semblent étre des organismes simples, ne doivent pas étre considérés comme tels. Leurs regles
comportementales, associées aux conditions extrémement variables que peut présenter le cadavre,
aboutissent a des décisions collectives complexes mais qui apparaissent particulierement efficaces

pour exploiter au mieux la ressource cadavérique.
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Chapitre 1 : Températures préférentielles

Thermoregulation in gregarious dipteran larvae: evidence of species-

specific temperature selection

Cindy Aubernon, Julien Boulay, Valéry Hédouin & Damien Charabidzé

Abstract

There is a clear recognition that local temperature controls the development time of blowfly
larvae (Diptera: Calliphoridae). It has been supposed that each species has an optimal development
temperature characterized by a short development time and high survival rate. Accordingly, the
temperature experienced by larvae during their development on a cadaver appears to be strongly
dependent on behavioural regulation. We hypothesized that the temperature selected by larvae may
not only minimize their development time on a cadaver but also may result from a trade-off between
development quality and duration. According to this hypothesis, larvae of each species should select
the highest temperature that allows them to develop normally. Consequently, the use of ambient
temperature or maximum larval mass temperature to estimate the development time of larvae on a
cadaver would be inaccurate. We designed the Thermograde, which is an 80-cm-long linear thermal
gradient setup, to study species-specific preferential temperatures. Experiments were performed
using three species: Lucilia sericata (Meigen), Calliphora vomitoria (L.), and Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy. For each species and replication, 80 young third instars were placed evenly spaced on the
Thermograde along with 500 g of mixed beef liver. The location of larvae in the thermal gradient was
observed after 19 h with fifteen replications per species. The larvae formed aggregations that were
always located at the same species-specific temperatures, which were 33.3 + 1.52 °C for L. sericata,
29.6 + 1.63 °C for C. vomitoria, and 22.4 + 1.55 °C for C. vicina. These results reveal important
information concerning larval preferences and thermoregulation. Our experiments raise questions
regarding the way larvae moved along the gradient and located their preferential temperatures.
Further studies are needed on larval displacement and thermoregulation strategies, which are also

important for post-mortem interval estimation in forensic entomology.
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Introduction

Necrophagous blowfly larvae (Diptera: Calliphoridae) feed on decomposing remains, mostly
on vertebrate cadavers [141]. Like all poikilothermic species, the internal temperature of larvae
depends on the environmental temperature [2] — their physiological processes are directly controlled
by external heat. This is especially true for development speed. Developmental curves generally show
a sigmoidal relationship: the development rate is close to zero at low values, increases linearly over a
medium range of temperatures, and then slows down at higher temperatures until reaching a lethal
point [142]. For necrophagous blowflies, the relationship between temperature and development time
has been well-documented in the context of forensic entomology [28], [143]. Restricting the
development time of necrophagous larvae on a cadaver seems to be essential to prevent food
shortages because of the ephemeral nature of animal carcasses in the field [144]. Furthermore,
because the probability of being predated or parasitized increases with feeding duration on a cadaver,
faster development should limit predation or parasitism and increase larval survival rate [51].
Accordingly, we theorized that larvae would prefer temperatures that speed up their development,

thus minimizing the time they must spend on the carcass.

Various thermoregulation behaviours exist among insects. Because of their poikilothermic
physiology, insects select and move between specific microclimates to adapt their body temperatures
[135]. For necrophagous larvae, a preferential choice for warm areas was reported for larvae growing
on carcasses that had both sunny and shady sides [74]. Conversely, larval escape from overly hot

locations was also observed [111], [125].

This study was designed to (1) test the ability of necrophagous larvae to orientate in a
heterogeneous thermal environment, and (2) compare the temperatures selected by the larvae of
three common blowfly species. For this purpose, we designed a setup we named Thermograde. This
setup consists of a food-supplied linear thermal gradient that allows larvae to move, feed, and grow in
close-to-real conditions, and to choose to stay and feed at a given temperature along the gradient.
Larvae of three common calliphorid species of forensic importance were tested using this setup: Lucilia

sericata (Meigen), Calliphora vomitoria (L.) and Calliphora vicina Robineau-Desvoidy.
Materials and methods

Thermograde

Strains of L. sericata and C. vomitoria were collected in 2014 and 2015 in all seasons, in France

(Verminiere de I'Ouest; 48.424292N, -1.487749W) and the strain of C. vicina originated from Belgium



Chapitre 1 : Températures préférentielles 22

(near Brussels; 50.891047N, 4.392724E). Insects were reared in tulle cages (50 x 50 x 50 cm).
Inbreeding was controlled by monthly introducing 50% wild-type individuals; the flies caught are
reared and kept during several generations. Adult flies (250 + 100) from a single emergence pool were
maintained at 20 + 2 °C with a daylight photoperiod and for a maximum of 30 days. Flies were fed ad
libitum with caster sugar and water. To allow egg-laying, 20 =+ 5 g of mixed beef liver was placed in a
pill-box inside the insectariums. After egg-laying, the eggs were removed and placed at 19 °Cin a MIR-
554 climatic chamber (Sanyo, Moriguchi City, Osaka, Japan) in closed plastic boxes (143 x 105 x 59
mm) with 100 = 5 g of mixed beef liver until reaching the third instar. Corresponding development

times for each species at 19 °C were found in the ForenSeek database [28], [145]-[147].

Experiments were performed under controlled conditions using the Thermograde, an
apparatus we designed to provide a linear thermal gradient (Figure 4). The Thermograde is composed
of a heating shelf and a gutter-like galvanized steel bar (5 x 5 x 80 cm). Fresh mixed beef liver (500 g)
was spread inside the bar to create a 2-cm-high food layer. The heating shelf was placed underneath
the bar to spread the heat along the bar and obtain a linear thermal gradient inside the beef liver. The
shape of this gradient was controlled by changing ambient (i.e., outside the bar) temperature. I-button
temperature recorders (DS1921G Thermochron i-Button, accuracy: £ 0.5 °C; Maxim Integrated, San

Jose, CA, USA) were placed every 5 cm (from 2.5 to 77.5 cm) to monitor the local temperature.
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Figure 4: (A) Thermal gradients used to test temperature preferences of larvae of three blowfly species, Lucilia sericata,
Calliphora vomitaria, and C. vicina. Data points represent the mean (+ SD; n = 15 for each species) temperature inside the
food substrate (beef liver) according to their locations inside the Thermograde and the species studied. (B) Thermic
photograph of the Thermograde for Lucilia sericata as an example. The scale is in °C, the upper bar indicates the temperature

colors, the lower bar indicates the temperatures measured in the Thermograde. R?, factor of determination.
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For each experiment, 80 young third instars were sampled from the rearing box and starved in
a pillbox for 4 h at 19 °C [148]. This number of insects was previously shown to be sufficient to allow
aggregation [98], yet small enough to prevent larval-mass effect and thus heat emission [124], [125].
After starvation, larvae were spread on the beef liver inside the bar in a homogeneous manner (one

larva per cm). Finally, the bar was closed with an opaque black plastic cap (5.5 x 3 x 80 cm).

Experiments were stopped after 19 h. According to developmental data for the three species,
this duration was short enough to prevent larvae from reaching the wandering stage [28], [146], [147].
The cover was removed and the Thermograde was divided into 5-cm sections. The beef liver in each
section was removed and the larvae inside were counted. The temperature values recorded during the
experiment were extracted from the temperature recorders. Fifteen replicates were performed for

each species.

In addition, two control experiments were performed on L. sericata. The first used the
Thermograde without heating (i.e., 20 + 1 °C homogeneous temperature) to test the distribution of
the larvae inside the Thermograde (control 1; six replicates). The second control (control 2) was
designed to ensure that heating had not affected the beef liver’s nutritional value [149], potentially
influencing larvae’s preference. For this purpose, ‘cooked’ liver (i.e., incubated at 37 °C for >19 h) was
used instead of fresh beef liver to create the thermal gradient. By doing this, we obtained the same
thermal gradient created during the regular (non-control) experiments, but with meat previously

exposed to heat. Fifteen replications were performed.

Binary choice experiment

The purpose of this experiment was to test whether the larvae in the Thermograde selected
an area based on local temperature or because of food quality. The setup was composed of two
translucent pillboxes (150 ml, 57 mm diameter, 73 mm high) closed with a screw cap with 1-mm drilled
holes and connected with a 40-mm-long translucent plastic pipe (Figure 5). Fresh beef liver (40 g),
previously heated for 19 h at either 33 or 37 °C, was placed in each pillbox. The quantity of food in the
pillboxes was selected to expect 100% survival according to Ireland & Turner [150]. Twenty larvae
previously starved for 4 h at 19 °C [148] were put inside each of these two pillboxes for a total of 40
larvae per setup. The entire setup was placed in a MIR-554 climatic chamber at 19 °C for 19 h. The
pillboxes and tube were then disassembled and the larvae inside each pillbox were counted. The setup
was kept at 19 °C during all experiments, but the liver was heated to varying temperatures before the
experiments began. Three liver-temperature conditions were tested: 33 vs. 33 °C (i.e., 33 °C control; n

=15), 37 vs. 37 °C (i.e., 37 °C control; n = 15), and 33 vs. 37 °C (n = 15).
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Figure 5: The binary-choice setup. Beef liver was heated at 33 or 37 °C for 19 h before experiments. After the beef liver had

cooled to 19 °C, 20 Lucilia sericata larvae were placed in each side, and the setup was kept at 19 °C for 19 h.

Statistical analysis

A ¥ test was used for the larval distribution and Fisher’s test was used for the distribution of
the aggregates. A Shapiro-Wilk test was performed to analyse the larval distribution in the
Thermograde. ANOVA and post-hoc Tukey’s and Dunnett’s tests were used to compare the mean
survival rate and the mean selected temperature between species. Finally, a z-test was performed to
analyse binary choice for each replication, and Student’s t-test was used to compare the mean number

of individuals. All analyses were done with XLStat 2016 software (Addinsoft, Paris, France) (a = 0.05).

Results

Our setup was designed to allow larval thermal choice under non-stressing rearing conditions.
The repartition of L. sericata larvae in the Control-1 condition significantly differed from a

homogeneous distribution (x2

= 152, d.f. = 7, P<0.0001). During each replication, most larvae
aggregated in a single mass. The location of this mass in the setup differed among replicates, but did
not statistically differ from a random location (Fisher’s test: P = 0.82). In other words, without heating
(i.e., homogeneous temperature), larvae aggregated inside the Thermograde, but the location of the

aggregation was random (Figure 6).

When the heating was turned on, the thermal gradient inside the Thermograde was close to
linear, with a drop of temperature equal to 1.8, 1.8, and 1.7 °C per 5 cm for L. sericata, C. vomitoria,
and C. vicina, respectively (Figure 4A). Some larvae died during experiments. The mean (+ SD) survival
rate was 78.4 + 14.4% for L. sericata, 87.3 + 9.4% for C. vomitoria, and 87.0 + 6.6% for C. vicina. No
difference existed between the survival rates of the tested species and the L. sericata survival rate in
Control 1 (ANOVA: Fy, = 2.12, P = 0.11; Tukey’s procedure: L. sericata vs. C. vomitoria: P = 0.16, L.
sericata vs. C. vicina: P = 0.14, C. vomitoria vs. C. vicina: P = 1.0, L. sericata vs. Control 1: P = 0.79, C.

vomitoria vs. Control 1: P =0.76, C. vicina vs. Control 1: P = 0.74).
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Figure 6: Percentages of larvae per 5-cm section of the Thermograde in each of the six replications (Control 1: temperature

gradient absent).

The results showed that L. sericata, C. vomitoria, and C. vicina’s aggregates (x*> = 549.33-
2015.12, d.f. = 7, P<0.0001) were not randomly located on the thermal gradient (Fisher’s test: L.
sericata: P = 0.01; C. vomitoria: P = 0.002; C. vicina: P<0.0001). Larvae of each species were
preferentially observed in a species-specific location: L. sericata larvae were found located at 33.3
1.5 °C, C. vomitoria larvae were found at 29.6 + 1.6 °C, and C. vicina larvae at 22.6 + 1.6 °C (Figure 7).
These temperature values differed significantly between the three species (ANOVA: Fy, = 144.60,
P<0.0001; Tukey’s procedure: L. sericata vs. C. vomitoria, L. sericata vs. C. vicina, C. vomitoria vs. C.
vicina: all P<0.0001).The larval distributions were normal (Shapiro-Wilk test; L. sericata: W = 0.96, P =

0.45; C. vomitoria: W =0.96, P = 0.29; C. vicina: W = 0.96, P = 0.45) (Figure 8).

C. vicina { ,_m_¢
C. vomitoria { oo oo an o ,_B:l_¢
L. sericata | o wess sssacas I

Temperature (°C)

Figure 7: Box plots representing the location of the larvae according to the temperature gradient inside the Thermograde.
The vertical bar inside the box represents the median, the cross represents the mean, and the dots represent outliers, i.e.,
isolated individuals not located in the aggregation. The lower and upper limits of the box represent the first and third

quartiles, respectively. Whiskers indicate the 1.5 x interquartile range.

Finally, the repartition of L. sericata larvae in Control 2 differed significantly from a
homogeneous distribution (x? = 288.11, d.f. = 7, P<0.0001). Larvae were observed aggregated at a
mean temperature of 33.0 + 1.6 °C (Fisher’s test: P = 0.01), which was not different from L. sericata’s

selected temperature during the raw meat experiments (Dunnett’s procedure: P = 0.91). Survival rate
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was 83.3 + 6.9%, which was also not different from the raw meat experiments (Dunnett’s procedure:

P =0.65).

0.25

02

0.05 \
0 M | —

025

02 —

01 |

0.05 ]
/
A
0

15 25 35

0.25

45

55 15 25 35 45 55

025

—

25 35 45 55 55

Temperature (°C)

Temperature (°C)

Figure 8: Density distributions of larvae of (A) Lucilia sericata, (B) Calliphora vomitaria, and (C) C. vicina inside the

Thermograde according to temperature (°C). (D) Comparison of the three normal distributions.

In the binary-choice experiment, each replicate was divided into one ‘winner’ pillbox (the one
with more larvae inside) and one ‘loser’ pillbox (Figure 9). We determined the winner and loser

pillboxes for each replication by comparing the single proportion with a z-test.
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Figure 9: Mean (+ SD) percentage of larvae (A) over two connected [winner (white) and loser (black)] pillooxes containing
meat previously heated at 33 vs. 33 °C, 37 vs. 37 °C (both controls), or 33 vs. 37 °C, and (B) inside the winner pillbox at 33 or
37°C.

Three replicates (out of 15) were not significant for the 33 °C control, four for the 37 °C control,
and four for 33 vs. 37 °C experiments. These non-significant choices were removed from the analysis.
In the 33 °C control, the 37 °C control, and the 33 vs. 37 °C experiments, we noticed that the mean

percentage of individuals was higher in winner pillboxes, with 80.6 vs. 19.4% for 33 °C control
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(Student’s test: tobserved = -8.30, d.f. = 11), 86.2 vs. 13.8% for 37 °C control (tobserved = -10.04, d.f. = 10),
and 83.6 vs. 16.4% for the 33 vs. 37 °C experiment (tobserved = -0.08, d.f. = 10; all P<0.0001). Finally, we
noticed that for the 33 vs. 37 °C experiment, the 33 °C pillbox won 49.1% of the time, whereas the 37
°C pillbox won 50.9% of the time, that is, 33 °C was the winner 5x and 37 °C was the winner 6x. This
did not differ from an equal (50:50) repartition (z-test: P = 0.76; y2-test: P = 0.55). Last, the mean
percentage of individuals was the same in both 33 and 37 °C pillboxes (Student’s t-test: tobserved = -9.36,

d.f. =10, P = 0.94) and did not show larval preference for a given food substrate.

Discussion

This study is the first observation of collective preferential temperature selection by three
species of necrophagous larvae of forensic importance. The highlight of this study was that the larvae
of each species were able to locate and select a preferred species-specific temperature. These values
were 33.3 °C for L. sericata, 29.6 °C for C. vomitoria, and 22.4 °C for C. vicina. Such a clear result raises
interesting questions regarding developmental physiology and thermal regulation in necrophagous

larvae.

It is known from the literature that a measurable increase in temperature can arise inside
aggregates (larval-mass effect) [125], [126]. Such local heating begins with an aggregate of
approximately 1 000 third-instar individuals and increases with the quantity of larvae [124]. During our
experiments, the number of larvae was kept low enough to prevent this phenomenon, and
thermometers inside the bar did not record any local increase of temperature in the places where
larvae aggregated. Accordingly, any larval-mass effect in our experiment can be excluded. One might
also object that the larvae did not select a given temperature but instead selected a food quality. In
that case, the nutritional value of the beef liver should change depending on its temperature and
according to blowfly species. However, no difference for L. sericata was observed between
experiments with raw or 37 °C-incubated foods (Control 2). Furthermore, binary-choice test
experiments did not show any larval preference between foods incubated at 33 vs. 37 °C; larvae were
gathered at both temperatures and at the same mean percentage. Hence, larval distribution in the
Thermograde was not due to differences in food quality, but rather to preferential temperature

selection.

Larvae were able to aggregate into a single group inside the Thermograde [60], [98]. Under
Control-1 conditions (20 + 1 °C homogeneous temperature, no heating), these aggregates were located
randomly throughout the apparatus. This control demonstrates that the distributions observed in the

gradient experiments were not due to setup bias or increased probability to cross and aggregate in the
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middle of the Thermograde. On the contrary, for the three tested species, aggregates clearly occurred
in different areas of the Thermograde at given species-specific temperature values. In addition to the
well-known larval aggregation behaviour [98], our results demonstrate for the first time the search
behaviour and collective preference of necrophagous larvae for a given temperature. The selected

temperature was highly species-specific.

In a recent study, Johnson et al. [113] studied larval temperature selection of two
necrophagous species, C. vicina and Chrysomya rufifacies (Macquart). Using a thermal gradient created
with a heating spot and a cold bath, the authors observed 3x the selection of third instars, defined as
the temperature value where larvae stopped and stayed after 2 h. According to this protocol, C. vicina
larvae preferred a temperature of ca. 24.5 °C. This value is 2 °C above the one we measured (22.4 °C).
This difference may be influenced by the few replicates performed (only 3 with third instars), the
exactness of the thermal gradient used (the temperature was known each 10 cm in a range of 23-54
°C), or by differences between the two studied insect populations. The C. vicina larvae studied by
Johnson et al. [113] came from Australia, whereas ours came from Belgium. Local fly populations are
morphologically and physiologically adapted to their environment [73], [151], [152]. For example,
differences exist in the diapause and low-temperature survival rates between Scottish, Finnish, and
Italian populations of C. vicina [153]. Calliphora vicina from Switzerland have even been shown to

develop in extremely cold environments that are usually not suitable for this species [15].

The temperature preferences of each species are not yet understood. Larvae feeding and
growing on carrion face high selection pressure [62]. Decomposition processes can alter flesh within a
few days, and quick drying of the tissues can make cadavers inedible for blowfly larvae [23].
Furthermore, numerous opportunistic scavengers, such as wild boars, foxes, or crows, can eat small
cadavers or deflesh larger ones within minutes [154]. Thus, larvae should minimize the time spent on
the cadaver and maximize their rate of development. This can be achieved by moving to high-
temperature areas [28]. Accordingly, larvae of each species are expected to select the highest
temperature allowing their development. However, developmental data from the literature do not
validate this hypothesis; these data are mostly restricted to medium temperature ranges, only a few
values are available for high temperatures. Reiter [140] noticed that when constant temperatures
were beyond 30 °C, C. vicina larvae were deformed or died. Donovan et al. [151] reported a larval lethal
temperature for C. vicina of 35 °C, more than 10 °C above the value larvae selected in the Thermograde.
We hypothesized that the temperature preferred by larvae would not be selected solely to minimize
development time on the cadaver, but instead may result from a trade-off between development

quality and duration. Temperature controls not only the physiology of the larvae and their
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development rate [2], but also the quality of their growth, in short the individuals’ fitness. Larvae
growing under too-high temperatures could be malformed or stay small [140], and physiological
parameters (e.g., respiration) or the eggs may also be affected [155]. Such effects are even transmitted
to the second generation: Zamudio et al. [131] demonstrated that Drosophila melanogaster (Meigen)
fitness depends on parental rearing temperature. In order to test our developmental trade-off
hypothesis, breeding experiments are currently being performed in our laboratory to gather
developmental data (duration, survival rate, length, weight) at high temperature for the three blowfly

species.

Finally, our experiments raise questions regarding the way larvae moved on the gradient and
located their preferential temperature. From our results, it is not possible to determine whether the
aggregate was created by the sum of individual thermal preferences, or whether larvae first aggregate
and then move together. Previous studies of larval masses noticed a turnover of larvae inside masses,
a behaviour that supposedly allows larvae to cool off and prevents overheating of the aggregates [148],
[156]. Further studies need to be conducted on individual larva displacement and thermoregulation

strategies, which are also important for post-mortem interval estimation in forensic entomology.

Acknowledgment

We thank Luc Bourguignon and Yves Braet for providing Calliphora vicina strains, as well as

Gregory Sempo and Cédric Devigne for their helpful comments.



Chapitre 1 : Températures préférentielles

30



31




Chapitre 2 : Thermorégulation 32

Chapitre 2 : Thermorégulation

The maggot, the ethologist and the forensic entomologist: sociality and

thermoregulation in necrophagous larvae.

Cindy Aubernon, Valéry Hédouin, Damien Charabidzé

Abstract

Necrophagous insects are mostly known through forensic entomology. Indeed, experimental
data investigating the effect of temperature on larval development underlies post-mortem interval
estimations. However, such developmental studies rarely considered the behavior of maggots. In
contrast, previous results supposed that calliphoridae larvae use behavioral strategies to optimize their
development on carcasses. To test this idea, we analyzed the trade-off between thermal regulation
(individual thermal preferences) and social behavior (aggregation) in Lucilia sericata larvae. The first
set of experiments analyzed the behavior of third instars in response to thermal changes in their
environment. The results demonstrated a clear thermoregulation behavior, supporting the assumption
that larvae continuously move to reach a suitable internal temperature. The second set of experiments
focused on the trade-off between thermal optimization and aggregation. The results showed a
constant search for congeners and an attractiveness of aggregates, sometimes to the detriment of
thermal optimization. Together, these results demonstrate a balance between behavioral
thermoregulation and social strategies, two significant mechanisms for developmental optimization in
necrophagous larvae. In conclusion, these findings highlight unexpected (social) strategies to cope with
ephemeral resource and high selection pressure. They also raise important questions for forensic

entomology.
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Introduction

Aggregation, often considered as the first stage of sociality, can be described as a simple inter-
attractive behavior resulting in a local increase in individual density (i.e., an aggregate) [157]. This
behavior can be observed during larval and/or adult life stages and be composed of individuals of a
single or sometimes different species [158]. In any case, aggregation is based on direct or
environmentally-mediated (i.e., stigmergy) communication and involves feedback loops [95], [159].
While apparently simple, such stochastic and repeated interactions between members of a group can

result in complex structures and serve critical roles [160].

To understand the developmental strategies of such group-living animals, reductionist
approaches (i.e., focusing on individuals) are limited. Indeed, the study of single individuals placed
under strictly controlled conditions noticeably fails to explain how larger scales of organization
influence the behavior and in fine the fitness of these individuals. A more realistic consideration is that
complex systems have features that none of their individual parts have and must be studied as a whole.
As an example of this approach, Dombrovski et al. recently discovered cooperative behavior in
Drosophila larvae [121]. While foraging in liquid food, larvae aligned themselves and coordinated their
movements to drag a common air cavity and access deeper food. According to the authors, this social
cooperation could be a strategy to cope with a harsh environment. As insects breeding on fresh
carcasses face high selection pressures, they provide interesting opportunities to study such social
adaptations. As with Drosophila larvae [121], blowfly larvae may have developed complex social

strategies resulting in better development on carrion.

From a niche-partitioning point of view, blowflies (Diptera: Calliphoridae) can be regarded as
a pioneer species; they are the first colonizers of vertebrate carcasses. Calliphorid larvae (i.e., maggots)
are among the few insects able to grow on fresh necromass (i.e., animal’s carcasses), and they
dominate the carrion ecosystem during the first decomposition stages [161]. Their growth is strongly
correlated with heat: in a range of favorable conditions, larval development speed increases linearly
with temperature [28]. Due to its importance for calculating the minimum post mortem interval
(mPMI) [162], this relationship between temperature and blowfly larval development has been
extensively studied in the context of forensic entomology. While the first studies on maggot
development time [146] focused on the effect of ambient temperature, later research has shown that
behavior also affects larval development [47]. A striking example is the larval mass effect [163]-[164].
This local heat emission is the consequence of larval crowding and can increase local temperatures
above 40 °C, resulting in faster development of aggregated larvae [125], [163]. These results shed light

on the effect of social strategies on larval development and the limitations of development data based
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on reductionist experiments. In the present study, the hypothesis is that individual and social thermal

regulation behavior may exist in blowflies necrophagous larvae.

At the individual level, most ectotherms regulate body temperature using microhabitat
selection [165], [166]. Compliant with this idea, necrophagous larvae have been observed to adapt
their foraging activity according to local temperature [70]. Larvae are also able to move toward a
thermal gradient to locate and select a preferred species-specific temperature [167]. The authors
hypothesized this temperature as a trade-off allowing larvae to grow fast but efficiently (i.e. large
individuals with low mortality rate). Furthermore, Scanvion et al. [47] demonstrated that aggregation
facilitates exodigestion and food intake, thus contributing to a shorter development time and better
fitness of aggregated larvae. Accordingly, a trade-off between individual (thermal regulation) and
social (aggregation) behavior may exist. To test this idea, the present work analyzes the trade-off
between thermal regulation (individual thermal preferences) and social behavior (aggregation) in

Calliphoridae larvae.

Material and methods

Insect breeding
Lucilia sericata adult flies (approximately 250 + 50) were reared in 50 x 50 x 50 cm tulle cages
with caster sugar and water ad libitum. Eggs were obtained by placing a pillbox of 20 + 1 g of mixed
beef liver inside the insectarium during a maximum of four hours. Presence of eggs was checked
hourly: laying time was thus known with a more or less 30-minute resolution. The eggs obtained were
kept in closed plastic boxes (143 x 105 x 59 mm) inside a climatic chamber (Sanyo, Moriguchi City,

Osaka, Japan) at 19 £ 0.1 °C on 100 + 5 g of mixed beef liver until reaching the appropriate instar [28].

Thermal regulation behavior
The experimental setup named choice setup consisted of a 40 x 5 x 5 cm gutter-like metallic
bar containing 250 £ 5 g of mixed beef liver. This bar was closed with an opaque plastic lid and kept at
21 + 2 °C ambient temperature. Tow heating pads (Groupe Thermo Technologies, Annecy, France,
Schutzart IPX4) placed at each extremity under the bar created two hot spots (HS). iButton
thermometers were deposited every 5 cm (from 2.5 to 37.5 cm) inside the liver to monitor local

temperatures (DS1921G Thermochron iButton, accuracy: 0.5 °C; Maxim Integrated, San Jose, CA, USA).

The same protocol was used for all experiments; only the temperature of the hot spots and
durations changed. Eighty third instars were removed from rearing boxes and placed in a pillbox to

starve [148]. After 4 hours, these larvae were spread over the bar, one each half centimeter, and the
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bar was closed. At the end of the experiment, the lid was opened, and the bar was divided into four

10 cm sections. The larvae in each section were counted, and the temperature was recorded.

Four different experiments were performed using this setup. (A) The ability of larvae to select
and aggregate on a hot spot was analyzed (A-Single hot spot). For this purpose, only one spot was
heated at 27 °C, while the rest of the bar was at ambient temperature (Figure 10 A). The location of
larvae was analyzed after 8 or 16 hours with 17 and 18 replicates respectively. (B) The ability of larvae
to locate and select the warmest spot was investigated (B-Two hot spots). For this purpose, one spot
was heated at 27 °C, while the second spot was set at 36 °C (Figure 10 B). This last temperature is close
to that one observed by Aubernon et al. [167] as the preferential value for this species. Two durations,
8 and 16 hours, were investigated (15 replicates). (C) The ability of aggregated larvae to relocate on a
hot spot (27 °C) when the temperature of their local environment (36 °C) decreased was analyzed (C-
Hot spot cooling). This experiment thus mimics temperature changes on a carcass during night time
(surface temperature drop). For this purpose, the experiments started with two hot spots turned on:
one at 27 °Cand the second at 36 °C. After 16 hours, the 36 °C spot was turned off while the other spot
stayed at 27 °C for eight more hours (14 replicates). (D) Finally, the ability of aggregated larvae to move
to a new and hotter spot (D-Hotter spot) was investigated. For this experiment, a first spot was heated
to 27 °C. After 8 or 16 hours, a second spot was turned on at 36 °C for 16 or 8 hours, respectively, so
that the total experiment duration was always equal to 24 hours. Sixteen replications were performed

for each condition.

T°C

Location (cm)

Figure 10: Curves representing the temperature inside the choice setup (each 5 cm) at the end of the experiment. Dotted
lines represent the boundary markers for 2.5 and 97.5 percentiles. A: Thermal profile when only the less warm spot is turned

on. B: Thermal profile when the two hot spots are turned on.
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E-Aggregation VS thermal optimization

To analyze the trade-off between aggregation and thermal optimization, larvae were placed in
a thermal gradient (Thermograde, [167]) with a conspecific captive group located at a sub-optimal
temperature. In brief, Thermograde is composed of a heating shelf and a gutter-like galvanized steel
bar (80 x 5 x 5 cm). Before each experiment, 500 £ 5 g of fresh mixed beef liver was spread inside the
bar to create a 2 cm high food layer. The heating shelf underneath the bar created a linear thermal
gradient inside the beef liver ranging from 22 + 0.5 to 49 + 0.5 °C (i.e., a 0.36 °C increase every cm).
Forty third instars were homogeneously spread on the setup. A captive aggregate formed by 40 or 20
third instars enclosed in a tulle bag (5 x 5 x 0.2 cm) with 10 pieces of polyethylene foam (0.1 + 0.01 g)
was placed in the colder area of the Thermograde. After 19 h, the number of larvae located inside each
5 cm section was counted (14 replicates with 40 larvae in the tulle bag, and 8 replicates with 20 larvae).

A control experiment was performed using the same setup but an empty tulle bag (7 replicates).

Statistical Analysis

For part A to D, the insect count (i.e., presence or absence) in each area have been modelled
using a logistic regression under a quasi-binomial distribution assumption. Binary choices between
areas for one replicate have been analyzed using z-tests. For part E, a dendrogram based on a
hierarchical clustering approach was created to qualify the differences between replications
(experiments with a ratio of 20/40). Finally, Mann-Whitney test has been used to compare mean
temperature selection to the one reported in Aubernon et al.,, [167]. Logistic regression and
hierarchical clustering have been performed using R software v.3.3.2 (R development Core Team). Z

and Mann-Whitney tests were performed using XLStat (XLStat, Addinsoft, Paris, France, 2016).

Results

The experiments were performed on a natural food substrate (ground beef liver), in the dark,
and at realistic larval densities. Due to this experimental design and the burrowing behavior of larvae,
it was not possible to monitor individuals in real time. To prevent any disturbance of larvae during
behavioral experiments, their location in the setup have been observed only once per trial at the end
of the given experimental time (8, 16, 19 or 24 hours). In other words, the results observed after 16 h
were not the pursuit of 8 h experiments, but a second set of experiments lasting longer. While these
methods are more time consuming than repeated monitoring of the same experiment over time, it
allows observation of the exact location of all the larvae without disrupting aggregates or exposing
larvae to light and other stress factors. Using this setup, the mean survival rate for all our experiments

was 91.53 + 7.44 %.
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Thermal regulation behavior
A-Single hot spot
The thermal gradient inside the choice setup was shaped as a curved slope with the base at
20.19 + 0.74 °C and the top at 26.66 + 0.32 °C (Figure 10 A). Under these conditions, larvae promptly
moved inside the bar and gathered on the hottest spot. Results clearly shown the majority of the larvae
in the warmer area: 98.59 + 1.18 % of the larvae after 8 h and 98.69 + 2.70 % after 16 h (Figure 11). No

difference was observed between these two durations (logistic regression: estimate =-0.35, p = 0.635).
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Figure 11: Chart representing the location of the maggots according the temperature inside the choice setup when only the
less warm spot is turned on at 8 h or 16 h. The solid red line represents the temperature (°C), and the red dotted lines
represent the boundary markers for 2.5 and 97.5 percentiles. Box plots represent the percentage of maggots in each of the
four sections of the choice setup. The horizontal line inside the box represents the median, the cross the mean, and the dots
represent minimum and maximum. The lower and upper limits of the box are the first and third quartiles, respectively.

Whiskers indicate the 1.5 x interquartile range.

B-Two hot spots
The thermal gradient inside the choice setup was bowl-shaped, with one side at 27.33 + 1.27
°C and the other side at 37.32 + 1.29 °C, while the central area was at 24.53 + 3.58 °C (Figure 10 B).
After 8 hours, 71.06 + 19.98 % of individuals were located on the hottest spot, and one third were
observed at 27.33 £ 1.27 °C (Figure 12 A). However, after 16 hours, the repartition shifted with 95.16
+3.19 % of individuals located on the warmer spot (Figure 12 B). Statistical analyses showed that larval
repartition differed according to experiment duration: significantly more larvae were located on the

warmer spot after 16 h than after 8 h (logistic regression: estimate = 2.08, p = 1.61e%).
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Figure 12: Chart representing the location of the maggots according the temperature inside the choice setup. The solid red
line represents the temperature (°C), and the red dotted lines represent the boundary markers for 2.5 and 97.5 percentiles.
Box plots represent the percentage of maggots in each of the four sections of the choice setup. The horizontal line inside the
box represents the median, the cross the mean, and the dots represent minimum and maximum. The lower and upper limits
of the box are the first and third quartiles, respectively. Whiskers indicate the 1.5 x interquartile range. A and B:
Representation when the two spots are turned on during 8 and 16 hours, respectively. C: Representation at 24 hours when

the warmer spot had been turned off for 8 hours.

C-Hot spot cooling
After 16 hours on, the hottest spot (37.32 + 1.29 °C) was turned off, resulting in a cooling of
the spot and a shift in temperature profile (from Figure 10 B to Figure 10 A). The results showed that
8 hours after this shift occurred, 94.17 + 8.10 % of the larvae moved from this first spot and relocated
to the 27.33 + 1.27 °C spot (Figure 12 C). This distribution significantly differed from that observed

when the 2 spots were turned on (logistic regression: estimate = -7.001, p < 2e’®),

D-Hotter spot
Larvae were located on the 27 °C spot during the first 8 or 16 hours (see A- Single Hot Spot).
When the 36 °C spot was then turned on (for 16 h or 8 h, respectively), a slight displacement of the
larvae toward this warmer spot occurred (for 16 h logistic regression estimate = 4.65, p = 2.47e™; for

8 h logistic regression estimate = 5.17, p = 0.001). Considering each experiment by itself (Figure 13), it
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has been observed, for most replications, a unimodal repartition with a significant choice for one of
the two spots (z-tests for all replicates: z > |2.68], p < 0.03). However, for six replicates out of 48, the

repartition was not different from a 50/50 one (z-tests for all 6 replicates: z < |1.78], p > 0.06).

47 38 2
35 1 42

N=6 33 1 5 1
v 48 ¢
32 §27 “8

s s 76 1
67 66 4 2 B 19
N=16 54 78 66 3@ a 1 6

72 6 1 9 54
704969 76 4 3 ] n (7

~
@
3

25 4 15 4 * 22 3 1
207

N=21 \

Figure 13: Repartition of maggots inside the apparatus according to their choice to move to the warmer spot or to stay in
their previous aggregation area on the less warm spot. Bubbles represent the percentage of maggots per each replicate. In
gray, at the top, is representation of the 6 replicates without choice. In yellow, at the middle, is representation of 16 replicates
when larvae decide to move to the warmer spot. In blue, at the bottom, is representation of 21 replicates when larvae decide

to stay on the less warm spot at the aggregation position.

E-Aggregation VS thermal optimization
Placing a bag containing 40 captive larvae at 23 £ 1 °Cresulted in 98.72 + 2.80 % of the 40 free
larvae moving at 23 + 1 °C (Figure 14). Using 20 captive individuals, which is half as many as free
individuals, the choice was not as strict, with a non-homogeneous aggregation between replicates (cf.
cluster dendrogram on figure 14. However, larvae were always located between their preferential
temperature and the captive larvae. On the opposite, control experiments showed that an empty bag
did not affect the location of the larvae inside the Thermograde (compared to Aubernon et al. [167],

Mann-Whitney test: U = 41, p = 0.45).
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Figure 14: Representation of the location of maggots inside the Thermograde experiments. At the bottom, the colorful scale
describes the temperature sample in the Thermograde from 22.3 to 48.6 °C. The orange bar identifies the location of the
preferential temperature of L. sericata and thus the selected area in previous experiments. At the top, the bar represents all
the replicates when 40 free larvae confronted 40 trapped maggots. In the middle, each bar represents one replicate when 40

free larvae confronted 20 trapped maggots. These replicates are compared using the dendrogram placed on the right of the

chart.

Discussion

Necrophagous larvae are mostly known from forensic entomology research [146]. Most of the
developmental data have been obtained in this context, focusing on the effect of ambient temperature
on development time [28]. Not surprisingly, the majority of these studies have been performed under
similar conditions, using constant and homogeneous temperatures, easy to ingest food and a restricted
number of insects [28], [143]. Furthermore, the experimental procedure often includes regular
measurement or sampling, and thus, the perturbation of aggregated larvae [90]. Analyzing larval
behavior was not an issue. Actually, Grassberger and Reiter specifically designed their Material and
Methods to “achieved a more two-dimensional and disseminated feeding behavior, which is essential
to prevent maggot mass formation” [28]. Moreover, several parameters that determine population
fitness (e.g., survival rate) were not studied [168]. However, there is a growing recognition that several
biotic parameters, and more particularly behavior, affect larval development and fitness [169]. The

present study highlight complex behavioral strategies likely resulting in a better development on
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carrions, and suggest how forensic entomology could benefit from this behavioral ecology point of

view.

Thermoregulation

Heat is especially important for the development of insect larvae. The local temperature
prevailing during larval development noticeably impacts their survival rate [170], activity [171],
development speed [28] and morphometrics [150], as well as adult size and fertility [73], [131]. Thus,
temperature is a key parameter not only for larval growth but also for the fitness and other life history
traits of the population [73], [168]. Consequently, most ectotherms regulate body temperature to
some extent using behavioral mechanisms such as changes in posture and microhabitat selection
[165], [166]. As necromass is a rich but ephemeral resource with high selection pressure, it has been
shown that necrophagous larvae should tend to grow fast, which can be obtained by favoring high
local temperatures [28]. To test this idea, an observation of the reaction of larvae to temperature
changes has been made. Results demonstrate a thermal regulation behavior by blowfly larvae in their
environment, and supports the assumption that larvae continuously move to maintain a suitable

internal temperature [60], [70], [113].

Results also demonstrated that larvae were able to locate hot spots and preferentially
aggregated on these areas. Whether with one or two hot spots turned on, larvae gathered on the
hotter place. When only one hot spot was present, this aggregation occurred directly; when two hot
spots were available, aggregation was achieved in two steps. Larvae initially moved to a near hot spot,
resulting in two different aggregates; in a second step, all larvae gathered on the hotter spot. This
unbalanced proportion of larvae on the two spots during the first step, with the two thirds on the
hotter spot and the other third on the less warm spot, strongly suggests a gradient-following behavior.
Indeed, the inflexion point of the thermal curve occurred on the third part of the setup (Figure 10 B).
It is thus likely that the larvae first followed the ascending gradient on their side resulting in the 2/3 VS
1/3 initial repartition. Compliant with this result, larvae already aggregated on a hot spot (less warm
spot) also reacted to the warming of a distant location (warmer spot) and were able to move to that
location. In contrast, when a location became less favorable (cooling of the warmer spot), larvae
moved to the other hot area that was previously avoided. These experiments demonstrate that larvae

not only search for high temperatures, but also for the best available temperature.

In calliphorids larvae, both development and growth rate increase with temperature, and the
balance of the two also determine how adult size changes [28], [73]. Although fast growth seems to
be generally favored by natural selection, it also carries costs, and individuals grow more often at a

lower rate than they are physiologically capable of [172]. Thus, growth results in a trade-off between
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development speed and quality (as defined in [173] and [174], without taking into account the
reproductive performance). Aubernon et al., [167] demonstrated that L. sericata larvae placed in a
thermal gradient selected a 33.3 + 1.52 °C area to aggregate. According to the authors, this choice
could be the optimum allowing larvae to optimize both development duration and quality. While this
temperature is quite high (in most European countries, such temperatures are only punctually
recorded under field conditions), local temperatures inside large larval masses often reach or exceed

this threshold [125], [163].

Social behavior
Calliphorids larvae are also known for their strong social behavior, resulting in large maggot-
masses gathering hundreds to thousands of individuals [60]. This social behavior brings several
advantages in terms of fitness [60]. Accordingly, we hypothesized a trade-off between individual

(thermal preference) and social (aggregation) behavior to optimize larval development.

Compliant with this idea, this study highlights an effect of the group on the selected
temperature. In other words, there was a retentive effect of the group, and this retention prevented
larvae from relocating to a more suitable temperature. During experiments involving the warming of
a second spot, larvae initially aggregated on the first spot (less warm) did not always move to the later
hotter spot. It is supposed that the benefits of aggregation and the cost of moving might have balanced
the benefits of a higher local temperature. It is important to note here that in any case, a group of 40
larvae does not produce heat; the larval mass effect has only been demonstrated for larger groups
gathering hundreds to thousands of larvae [134]. Furthermore, such a retention cannot be simply
explained by group inertia; indeed, aggregated larvae were observed moving during cooling
experiments. Thus, a more complex balance between aggregation and thermoregulation must be
involved. Here, the benefits of aggregation could be a mutualized food intake (i.e. exodigestion) that
permits a nourishment facility [47]. Consistent with this idea, Padmanabha et al. [134] observed that

Aedes aegypti larval development is sensitive to the combination of nutrient and thermal conditions.

In a second set of experiments, larvae faced a choice between aggregation and thermal
optimization. In such conditions, they always selected the 40-larvae group located at cold
temperatures (23.52 £ 0.81 °C) rather than the uncrowded but hotter area. Such a result confirms the
existence of a trade-off between aggregation and thermal optimization. Interestingly, the same
experiment performed with a group of only 20 captive larvae resulted in more qualified results. Instead
of gathering with the fewer larvae located in the cold area, the 40 free larvae were found spread
between 33 + 0.5 °C and 24 + 0.5 °C or aggregated at an intermediate temperature (i.e., 26.82 + 2.54

t0 29.68 + 2.39 °C). Larvae were therefore able to assess the number of aggregated larvae and/or the
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costs/benefits of joining the group, and adjusted their behavior accordingly. Compliant with this idea,
Fouché et al. [100], demonstrated that blowfly larvae can discriminate the signals of different species

and to infer the quantity of larvae from ground-deposited cues.

Conclusion

From an adaptive point of view, gregariousness is often considered a strategy to cope with
harsh environments, particularly through protection against predation and parasites [175]. Additional
specific benefits have also been demonstrated for necrophagous larvae, namely, collective
exodigestion and heat emission [47], [60], [125]. Overall, the reason for a given larva to stay within an
aggregate appears to be a balanced choice considering at least some immediate costs (displacement,
cold temperature) and benefits (high temperature, collective exodigestion, protection against
predators and parasites). To conclude, larval behavior appears to be a complex trade-off between the
search for congeners (i.e., aggregation) and suitable environmental conditions, particularly, an optimal
local temperature. Due to the rarity of high (i.e., close to 34 °C) ambient temperature in central Europe,
aggregation can be regarded as an alternative way to reduce development time through mutualized

food intake [47] and the emergence of social phenomena such as larval mass effects [125].

From a more practical point of view, these findings should be kept in mind when performing
developmental studies or caseworks in forensic entomology. Since maggot’s behavior and group
retention strongly affect the temperature experienced by larvae, we can suppose that development
time could be impacted as well. However, given the complexity of behavioral regulations, it appears
utopian to establish a posteriori the exact temperature experienced by larvae during their
development. Consequently, mPMI calculation errors might appear, particularly in cases with high
temperature variations. Therefore, we recommend increasing the margin of error on the development
time calculations, especially in cases involving strong thermal variations and weak larval density. We
also suggest reconsidering the way forensic entomology development data are obtained to include the

social behavior of larvae in forthcoming studies.
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To eat or get heat: Behavioral trade-offs between thermoregulation

and feeding in gregarious necrophagous larvae

Jana Podhorna, Cindy Aubernon, Marie Borkovcova, Julien Boulay, Valery Hédouin, Damien Charabidzé

Abstract

The thermoregulation behavior of Lucilia sericata larvae (Diptera: Calliphoridae), a
necrophagous species that feeds on vertebrate cadavers, was investigated. These larvae require high
heat incomes to develop, and can elevate temperatures by forming large aggregates. We hypothesized
that L. sericata larvae should continue to feed at temperatures up to 38 °C, which can be reached inside
larval masses. Thermal regulation behavior such as movement between a hot food spot and colder
areas was also postulated. The hypotheses were tested by tracking for 1 h the activity of single, starved
third instar larvae in a Petri dish containing 1 food spot (FS) that was heated to a constant temperature
of 25 °C, 34 C or 38 C with an ambient temperature of 25 °C. The influence of previous conspecific
activity in the food on larval behavior was also tested. The crops of larvae were dissected to monitor
food content in the digestive systems. Based on relative crop measurements, larvae fed at all food
temperatures, but temperature strongly affected larval behavior and kinematics. The total time spent
by larvae in FS and the duration of each stay decreased at high FS temperature. Previous activity of
conspecifics in the food slightly increased the time spent by larvae in FS and also decreased the average
distance to FS. Therefore, necrophagous L. sericata larvae likely thermoregulate during normal feeding
activities by adjusting to local fluctuations in temperature, particularly inside maggot masses. By

maintaining a steady internal body temperature, larvae likely reduce their development time.
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Introduction

The thermal regulation abilities of individual Lucilia sericata larvae (Diptera: Calliphoridae)
(Meigen 1826), a common necrophagous species of forensic importance, were investigated in this
study. Larvae of L. sericata are ectotherms and develop more rapidly as ambient temperatures elevate
up to an upper thermal limit. Thus, L. sericata larvae thermoregulatory and feeding adaptations likely
facilitate rapid larval development, reduce mortality rates by reducing the time larvae remain on
cadavers and increase the probability of reaching the minimum body mass threshold required for

pupation [176]—-[178].

According to Chapman [2], temperature is the climatic condition that has the greatest effect
on insects, with activity and development significantly affected [128], [135]. May [135] describes
thermoregulation in insects as a generally discontinuous phenomenon, involving changes in
production, loss and heat exchange with the environment. However, because insects are small in size
and weight, behavioral regulation is often more effective and adaptable than endogenous
thermoregulatory mechanisms [2], [128], [179]. Indeed, body temperature is strongly influenced by
the surrounding environment, and because of the small size of insects, many species use small-scale
variations in microclimate to maintain a relatively constant and optimum temperature [124].
Strategies that maintain the internal temperature within a narrow range are the mechanisms of
thermoregulation or thermal regulation [136]. One common thermoregulation strategy is the
continuous selection of the most suitable thermal microhabitat [135]. With this type of behavior,
overall feeding and growth rates can increase because of a reduction in the range of temperatures
experienced or an increase in the average temperature [180]. Using more complex, collaborative
strategies, the thermoregulation of many social insects is more efficient than that of solitary species
[181], with such behaviors described extensively in eusocial species such as ants, bees and wasps [181],
[182]. However, other and less organized insect colonies can also form dense groups to heat or reduce
convection cooling [135], [183]-[186]. For example, social caterpillars build silk tents and use collective
metabolic heat to accelerate development [185]. Because additional heat gain reduces developmental
time, this behavior confers selective advantages. Among necrophagous dipteran larvae, gregarious

thermal behavior is also common [125].

Larvae of the common green bottle fly L. sericata are poikilothermic, and therefore, the time
required for development depends on the heat incomes [142]. The rate of development of these larvae
follows a sigmoidal curve: the rate is close to zero at low temperatures, increases linearly at medium
range values, and then decreases at high temperatures. For this species, the maximum rates for

development are between 30 °C and 34 °C, with death occurring when larvae spend too much time
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above this threshold [28], [167]. Furthermore, because these larvae grow on cadavers, their survival is
strongly linked to the duration of their development. When the larvae develop rapidly, less time is
spent on the cadaver and the risk of predation and the probability of a food shortage decrease [51].
Accordingly, larvae should maintain their temperature as close as possible to that for the most rapid
development. For example, calliphorid larvae growing on carcasses that had both sunny and shady
sides were observed feeding on the warmer side [74]. Similarly, during field experiments on cow
cadavers, larvae entered the skull on cold spring nights and then reformed larval masses on the surface
during the day (pers. observation). Necrophagous larvae also move away from locations that are too
hot [111], [125]. In further investigation of larval temperature preferences, Aubernon et al. [167]
observed that larvae orient on a thermal gradient and select species-specific preferential
temperatures. For third instar L. sericata, the preferred temperature was 33.3 = 1.5 °C, which the

authors viewed as the trade-off temperature to maintain rapid and efficient development [167], [187].

Active aggregation behavior is also a characteristic of L. sericata larvae, which can form large
masses gathering several thousands of larvae [98], [99]. Feeding within an aggregate releases enzymes
and ammonia, which allow the larvae to externally predigest the food [188]-[191]. A dense
aggregation can also lead to an increase in local temperature, which is a well-known phenomenon in
forensic entomology and is commonly referred to as the “maggot-mass effect” [125]. Notably,
Greenberg and Kunich [192] report cases in which larvae remain aggregated with the local
temperature reaching 45 °C, in addition to reports of mass-temperatures above 40 °C and up to 50 °C
[125], [163]. Evolutionary advantages are predicted for accelerated development at elevated
temperatures, but elevated temperatures can also be potentially detrimental [155], [193], [194].
According to Rivers et al. [190], the overheating observed inside larval masses might constitute
proteotoxic or thermal stress, which compromises normal protein synthesis and ultimately affects
larval development. Notably, these authors observed that larvae appeared to behaviorally regulate

their temperatures and avoid overheating by moving in and out of the aggregates.

Indeed, several other behavioral observations indicate that larvae do not always stay in the
same place within an aggregate [42], [99], [148]. Larvae crawl in the periphery of the mass, particularly
when the temperature inside the aggregate is high, thereby producing a continuous “boiling”
movement [195]-[197]. As a result of this turnover, individual larvae experience continuous variation
in temperature [18], [195], [198]. Therefore, larval aggregation and turnover inside the mass are likely
thermal strategies to increase the probability of surviving [53], [60], [98], [111], [199], [200].

Within this framework, the present study was designed to analyze the thermal behavior of third instar

L. sericata. We hypothesized that larvae should continue to feed at temperatures up to 38 °C, which
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can be reached inside larval masses [192]. However, according to field observations, thermal
regulation behavior, such as movement between a hot food spot and colder areas, was also postulated.
Because aggregation and larval-mass cohesion is mediated by conspecific signals [98], [99], we also
investigated the effect of the previous conspecific activity in the food. To test these hypotheses, single,
starved third instar larvae were placed at an ambient temperature of 25 °C in a Petri dish that
contained 1 food spot (mixed beef liver, marked or unmarked by conspecifics) heated to a constant
temperature of 25 °C (control), 34 °C or 38 °C. Video tracking was used to analyze the behavior of the

larvae, and crop dissection was performed to monitor food content in the larval digestive system.

Materials and methods

Insect rearing
Experiments were conducted using L. sericata larvae that were obtaine