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Résumé

Le transfert intergénérationnel de I'immunité est un phénomeéne dont I'étude remonte a
une dizaine d’années. Chez les vertébrés, il prend la forme d’'un transfert d’anticorps de la
mere aux juveéniles. Pourtant, les processus ecologiques et évolutifs du transfert sur plusieurs
générations et la persistance des anticorps maternels chez les juvéniles n'ont pas été bien
étudiés. Ce travail de these porte sur I'étude des mécanismes du transfert d’anticorps
maternels sur plusieurs générations consécutete¢eurs conseéquences sur la réponse
immunitaire et sur la croissance des juvéniles. En utilisant des approches expérimentales, j'ai
pu dans un premier temps montrer que le transfert d’anticorps maternels était affecté par la
disponibilit¢é en nourriture dans I'environnement. De plus, nos résultats suggerent que la
persistance d’anticorps maternels dépend du niveau initial d’anticorps maternels présents chez
le juvénile dans les premiers jours de vie. Dans un second temps, nous avons étudié la réponse
immunitaire et la croissance des poussins en tentant de mettre en évidence comment les
anticorps maternels influencaient le compromis entre ces deux parameétres physiologiques.
Enfin, nos résultats suggerent que les anticorps maternels pourraient étre le messager
intergénérationel d’'un effet épigénétique sur la réponse immunitaire. En effet, nous avons
trouvé qu’'une réponse immunitaire des grand-meres induite par I'exposition a un parasite
stimule la réponse immunitaire des petits-enfants contre ce méme parasite. Mes travaux de
these soulignent une fois de plus I'importance du transfert de 'immunité dans I'écologie et

I’évolution des interactions hote-parasite.

Mots-clés : effets maternels, transfert et persistance des anticorps maternels, juvéniles,

réponse immunitaire humorale, croissance, épigénétique.



Abstract

Intergenerational transfer of immunity is a phenomenon which started to be studied 10
years ago. In vertebrates, it takes the form of a transfer of antibodies from mothers to
juveniles. However, the ecological and evolutionary processes of transfer across several
generations and the persistence of maternals antibodies in chicks remain poorly understood.
This thesis focuses on the study of the mechanisms of maternal antibodies transfer over
several generations and on how they impact the immune response and growth in juveniles. By
using experimental approaches, | first show that the transfer of maternal antibody was
affected by food availability in the environment. In addition, our results suggest that the
persistence of maternal antibodies depends on the initial level of maternal antibodies present
in the nestlings in the first days of life. Secondly, we studied the immune response and growth
of juvenile by investigating how maternal antibodies may affect the resolution of the trade-off
between these two physiological parameters. Finally, our results suggest that maternal
antibodies would be a messenger of an epigenetic effect on immunty. Indeed, induced
immune response in grand-mothers towards a pathogen has been found to stimulate the
immune response of grand-children. My thesis emphasizes the importance of maternal

transfer of immunity in the ecology and evolution of host-parasite.

Key-words: maternal effect, transfer and persistence of maternal antibodies, chick, humoral

immune response, growth, epigenetic
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INTRODUCTION GENERALE

Dansla nature, la reproduction et la survie des organismes dépendent d’'un grand nombre de
caracteres intrinséques: ceux-ci constituentrie$s d’histoire de vie. Via le phénotype, ces

traits vont déterminer I&tness (ou valeur sélectivg d'un individu dans un environnement
donné. Cependant, lorsque I'environnement est variable, plusieurs combinaisons de traits
seront nécessaires pour gu’'un organisme conserve une fithess moyenne maximale. La
plasticité phénotypique, qui correspond a une modification du phénotype non liée a une
modification du génotype, permet aux organismes de s’adapter rapidement aux modifications
de I'environnement. En fonction du temps des générataertaines espéces auront intérét a
faire preuve de plasticité environnementale intergénérationnelle ou autrement apfietée «
maternels». Les effets maternels sont depuis longtemps relativement connus chez les oiseaux
par les écologistes de I'évolution et ils constituent aujourd’hui clairement un domaine
important et développé de la recherche. Les effets maternels se définissent lorsque
'environnement de la mere entraine des modifications spindaotype de sa descendance.

Ces effets peuvent avoir une valeur adaptative lorsqu’elle apporte un gain de fitness chez la

descendance.

Jusque a présent, dans la littérature, les études sur les effets maternels sont abondantes
et variées. Etonnamment peu d'études écologiques ont évalué la durée des effets maternels. A
ce jour, des études récentes ont montré que les effets maternels peuvent persister jusqu’a I'age
adulte et méme affecter les générations suivantes (Letridde2004; Reickt al 2006; Curley
et al 2011). Par ailleurs, ces effets maternels peuvent influencer des nombreux parametres
tels que lasurvie de la progéniture le taux de croissance,l'immunité des jeunes. Le
transfert d’anticorps maternels des parents et principalement de la mere (effets maternels)

aux jeunes a recu une grande attention de la part des chercheurs (Revue par Bbalinier
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2008). Ainsi, cet effet maternel a été démontré jouer un réle dans la mise en place des
défenses immunitaires du poussin. Deux effets adaptatifs ont été mis en évidence: I'effet
protecteur (Gasparimgt al 2009), et I'effet éducateur (Gasparatial 2006; Boulinieret al.

2008).

Or, le systtme immunitaire joue un réle central dans la survie d’'un organisme car il lui
permet de lutter contre les infestations parasitaires. Cependant, celui-ci est un processus
énergétiquement codteux (Bonneaatdal 2003) qui peut se répercuter sur plusieurs autres
traits d’histoire de vie (Roff, 1992; Stearns; 1992; Ricklefs & Wikelski 2002). Apres
'exposition d’'un hbéte aux parasites, une partie importante de cette réponse immunitaire
acquise peut étre transmise a la génération suivante via le transfert d’anticorps immunoactifs
(Lee 2006). Du coup, la valeur adaptative pourrait étre renforcée chez le jeune dont le systéme
immunitaire n'est pas totalement développé a la naissance (Frank, 2002). Un tel transfert
constitue donc un effet induit des parents pour protéger les jeunes durant la période critique de
la maturation du systeme immunitaire (Wallathal 1992; Smithet al 1994; Kariyawasam

et al.2004; Praviewet al.2007). Ainsi I'effet protecteur, qui va participer a la destruction de
'antigene, va permettre au poussin de ne pas monter une réponse immunitaire codteuse
(Grindstaff et al 2003; Boulinieret al. 2008).Ainsi, dans les premiers jours de sa vie, le
jeune pourrait allouer I'énergie économisée dans sa croissance (Bitdhja006; Grindstaff

et al 2008). Cette hypothese repose sur le fait gqu’il existe un compromis d’allocation entre
croissance et immunité. En effet, I'énergie disponible étant limitée, les individus peuvent
allouer préférentiellement cette énergie dans la croissance ou I'immunité. La résolution de ce
compromis dépend fortement des conditions environnementales rencontrées par les parents
(nourriture, pathogeéenes). Celles-ci vont influencer la quantité d’anticorps transmis aux jeunes
et la qualité des soins parentaux comme le nourrissage (Scheldon et Verhulst, 1996;

Lochmiller & Deerenberg, 2000; Pihlaja et 2006).
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Toutefois, le développement prénatal est I'un des moments les plus importants dans la
vie d'un animal. La condition physiologique et I'histoire de vie de la meére a la naissance, le
choix du nid et I'environnement de ponte sont des exemples d’effets maternels prénataux. La
condition physiologique de la mére va également impacter les divers aspects du phénotype a
court et a long terme. En effet, le statut immunitaire de la mere au cours de la période
prénatale est la plus importante pour I'immunité de la descendance. RécemmenteGaknier
2012 ont montré que, chez certaines espeéces, les anticorps maternels spécifiques et leurs effets
perduraient jusqu’a 20 jours aprés la naissance. En revanche, les études concernant la
dynamique des décroissances des anticorps maternels et l'identification des facteurs qui
peuvent influencer cette persistance sont tres rares. Ceci est certainement di a la difficulté a
estimer la persistance d’anticorps maternels dans le sang des descendants, car cela nécessite
notamment de faire des prises de sang et des captures de maniere répétée sur les individus, ce
qui peut étre compliqué sur le terrain. Toutefois, on connait peu les facteurs qui influencent la
capacité a de transférer des anticorps maternels, la persistance temporelle des anticorps
maternels chez les juvéniles, et les colts énergétiques pour les meres et les petits. Cependant,
la persistance temporelle des anticorps maternels dans la circulation sanguine de la
progéniture a été récemment démontrée étre tres variable selon les espéces;eGaknier
(2012) ont montré que la persistance des anticorps maternels et la protection immunitaire
pourraient étre prolongées chez les especes longévives, adaptée a la fois a la durée de leur
période d’élevage généralement plus longue et a la mise en place d'un systéme immunitaire
acquis supposé plus fort du fait des bénéfices des réponses mémoires (Lee, 2006). En outre, le
taux initial d'anticorps maternels transféré de la mere a ses petits ajoute un point important sur
'étude de la décroissance des anticorps maternels (Grindsttaf. 2010; ésnzdil 2013
(Annexe 1)). De plus, le taux initial d’anticorps maternel transféré par la mére pourrait étre

affecté par I'environnement prénatal, comme la nourriture (Annexe |). En conséquence, la
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persistance des anticorps maternels peut étre faconnée par les forces sélectives agissant sur les
deux phénotypes parentaux et de la progéniture, tandis que la capacité de la mére a transférer
des anticorps maternels peut étre fagonnée par les forces sélectives agissant uniquement sur
les femelles adultes (Grindsttat al 2003). D’'une maniéere plus générale, I'étude de la
dynamique de décroissance d’anticorps maternels apporte un éclairage sur les déterminants

ecologiques de ce mécanisme.

Par ailleurs, certaines études suggérent que l'effet des anticorps maternels pourrait
avoir des effets sur plusieurs générations consécutives (Leinkt 2004). L'anticorps
maternel pourrait donc étre un messager non génétique du phénotype "résistance au parasite"
pendant plusieurs générations successives. Cette hypothése prédit que I'expérience
immunitaire de la grand-mere pourrait influencer le systeme immunitaire de la mere, ce qui
pourrait a son tour influencer le systeme immunitaire des petits-enfants. Dans ce contexte, le
niveau de résistance du parasite induit par les propriétés éducatives des anticorps maternels
est un phénotype non génétiquement hérité de la mere et constitue un bon exemple d'un effet
épigénétique que I'on définit comme suit: toutes les modifications héritables de I'expression

des genes sans changements dans les séquences d’ADN ¢Pallip008; Jablonkat al

2009).
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OBJECTIF DE LA THESE

Dansce contexte, cette thése se focalise sur les trois points suivants:

1. Dans une premiére partie, nous allons étudier le rdle potentiel des conditions
environnementales prénatales sur la capacité des meres a transmettre des anticorps et sur la

persistance des anticorps maternels chez les juvéniles.

2. Dans une seconde patrtie, il s’agit de comprendre comment les anticorps maternels peuvent
jouer un rdle sur la croissance en fonction de leurs effets sur la réponse immunitaire en

s’attachant particulierement sur le compromis entre ces deux parameétres physiologiques.

3. Dans une troisiéme partie, nous allons étudier si I'environnement antigénique rencontré par
les grand-meres se répercute sur I'immunité des petits-enfants via les anticorps comme

messager intergénérationnel?

15



CHAPITRE

MODELE BIOLOGIQUE,
SITE D'ETUDE
&
MATERIEL £ET METHODES
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Pour eviter d’alourdir ce texte par des répétitions des descriptions techniques des

expériences, ce chapitre regroupe les matériels et méthodes utilisés de facon répétitive pour

répondre aux différentes questions.
1. Modele Biologique

Les effets maternels chez les oiseaux ont surtout été étudiés chez différentes espéces
de goélands et de mouettes (par exemple, Netgar 2000; Gasparingét al 2001; Eisinget
al. 2001; Blountet al. 2002; Verboveret al. 2003; Mdilleret al 2004, 2005), les galliformes
domestiques (par exemple Hetcpl. 1996; Klasing & Leshchinsky 1999; Yasueltaal 1998;
Mdller et al 2002; Grindstafet al 2005), certains passereaux (par exemple Bueehlak.
20@2; Saino et al2002;Royleet al 2003; Soleet al. 2003; Tschirren et aR005; Badyaev et
al. 2006; Dubiecet al 2006; Kilpimaaet al. 2007) et des oiseaux de proie (par exemple
Korpimaki et al 2000; Blanccet al 2003; Martinez-Padillat al 2004). Pour ma these, j'ai
utilisé le pigeon bisetQolumba livia) comme une espece modeéle pour étudier les effets

maternels et grand-maternels.

1.1. Le pigeon biset féral (Columba livia)

Le pigeon urbain ou biset (Columba livia) fait partie de la famille des colombidés
(Gmelin, 1789) qui vit en colonies principalement en milieu urbain (Figure 1). Sa proximité
avec 'homme en fait un modéle de choix en épidémiologie des zoonoses (maladies
transmissibles a 'lhomme) et dans I'étude des interactions hote-parasite en milieu urbain. En

effet, le pigeon a longtemps été un modele en immunologie et en physiologie du fait de la
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grande plasticité de son systeme immunitaire et de sa croissance (Johnston and Janiga, 1995).
Le pigeon est considéré comme une espéce altriciale ce qui veut dire que les poussins post-
embryonnaire naissent avec les yeux fermés et peu de duvet. Il est par ailleurs incapable de

quitter le nid et est nourri par ses parents.

e R — i e S it et et e L;\-._

Figure 1: Pigeon biset feral Columba livia (Paris, juillet 2011) FRESILLON, Cyril @CNRS
Phototheque

Le pigeon pond généralement 2 ceufs par ponte et l'incube environ 18 jours. Les petits
deviennent sexuellement matures dés leur premiére année avant d'avoir atteint leur taille
adulte. L'espece pratique des soins biparentaux. Les deux parents subviennent aux besoins
nutritionnels des petits lors de leurs premiers jours de vie grace<d lait de jabot>. Ce

dernier est sécrété par I'épithélium du jabot, sous forme de cellules desquamées gorgees de
protéines (60% du poids sec), de lipides (32-36 % du poids sec), de minéraux (calcium,
potassium, sodium et de phosphore) mais pauvre en sucre (1-3 %) (Davies, 1939; &ngberg

al. 1992; Erauckt al 2008). Ce liquide particulierement nutritif est responsable du taux de

croissance trés élevé des jeunes pigeons (Horsemah 1995; Meagaret al 2012). Par

18



ailleurs, il contient également des anticorps a l'instar du colostrum chez les mammiferes
(Engberget al 1992). Cette substance est secrétée sous I'action stimulante d’'une hormone
hypophysaire (la prolactine). Chez les pigeons, ce sont les petits qui enfoncent leur bec a
I'intérieur de celui de leurs parents, quasiment jusqu’a I'cesophage, pour la béBRqvéezi,

2002). La croissance du pigeonneau est trés rapide et passe de 15 a 20g a la naissance pour
atteindre 3009 trois semaines plus tard. La femelle assume en général les trois quarts du temps
de couvaison pour chaque pigeonneau que le couple éleve, répartition établie sur la base du
temps passé au nid pour chacun d’entre eux. L'exacte contribution a l'investissement parental
varie selon les couples (Burley, 197®insi, nous avons ici un modeéle qui nous permet
d’avoir des indications sur un transfert d’anticorps prénatal, via I'ceuf, et postnatal, via le lait
de jabot.

La période de reproduction dure environ 8 mois, elle s’étale de fin janvier a fin
septembre. La femelle produit 2 a 8 nichées par an pour un cdJpls. les critéres
influencant ce comportement sont nombreux et variés: la génétique, le climat, I'age, I'habitat,
les ressources alimentaires disponibles, la densité de population sur un territoire (Jonhston et
Janiga, 1995). La femelle pond dans un nid qu’elle confectionne au moyen de la paille ou de
brindilles seches. La ponte survient une dizaine de jours aprés I'accouplement, la femelle
pond deux ceufs de couleur blanchéatre d’environ 20g, de 3cm de largeur et 4cm de longueur.
Une variation considérable est constatée en ce qui concerne l'intervalle de la ponte entre les
deux ceufs: moins de 24 heures (Piketal 1982; Glutz von Blotzheim and Bauer, 1980),
48h (Riddel, 1971; Kelly, 1979; Kautz, 1985) ou de 45 h a 52 h (Dorzhiev, 1991). En fin
d’'incubation, les petits percent la coquille avec leur bec. lls sont alors complétement
dépendants de leurs parents car ils naissent aveugles et incapables de se déplacer. Les parents
les protégent du froid et s’'occupent de l'alimentation. Il faut attendre le quatrieme jour pour

voir leurs yeux s’ouvrir. Vers le sixieme jour, les parents commencent le sevrage. Vers le
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vingt-cinquiéme jour ils commencent & battre des ailes et a un mois ils peuvent prendre leur
envol. Le taux de mortalité pour les oiseaux libres est aussi difficile a déterminer (Haag,

1995).

2. Site d’étude

Le domaine de la station de Foljuif (CEREEP) Saint Pierre les-Nemours en lle-de-France est
une propriété de I'ENS. Il est situé en marge des espaces naturels de la vallée du Loing et de la
forét de Fontainebleau et du bois la Commanderie (Figure 2). Ses espaces naturels offrent une
combinaison unique et protégée de milieux ouverts a I'étude, a l'expérimentation et a la
protection des écosystémes. Ce site permet de manipuler les variables environnementales et
d’effectuer des mesures réguliéres et répétées pour étudier les mécanismes physiologiques de
maniére précise. La construction des animaleries du centre a été financée par I'ENS, le
Ministere de la Recherche, I'ANR, le CNRS et la Région lle-de-France. Ce site comprend des
pieces de laboratoire et & des locaux de stockage, une voliére en extérieur recouverte sur toute
sa longueur d’'un toit et séparée en 15 compartiments grillagés. La dimension pour chaque

voiliere est 2.20 m x 2.20 m.
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Figure 2: Vue extérieure des voliéres a la station de Foljuif (CEREEP) Saint Pierre les-Nemours en
lle-de-France.

3. Approche expérimentale

Les effets maternels et grand-maternels comprennent de hombreux parametres (Mousseau &
Fox, 1998; Lundiret al 1999), il est donc nécessaire d'utiliser des approches expérimentales
pou distinguer les différents types d’effets maternels (pré- et post-nataux).

Dans cette these, on s’est focalisé sur trois études principales basées une grosse approche
expérimentale (Fig 3.). Pour tester nos hypotheses, deux facteurs-clés de I'environnement ont
été manipulés: la quantité de nourriture et I'exposition a un parasite grace a l'injection d’'un
antigéne.

Dansla premiére expérienceréalisée en 2010, nous avons étudié les effets croisés de la
limitation des ressources alimentaires et de I'exposition a un parasite par l'injection d’un
antigéne, le KLH Keyhole Limpet Hemocyanin) sur la transmission et la persistance des

anticorps maternels chez les poussins (Annexe [). Dandeuxieme partie de cette
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expeérience, j'ai étudié I'effet des ces traitements (traitements alimentaire et immunitaire) sur
I'immunité et la croissance des oisillons (Annexe Il). Enfians la troiséme partie, j'ai étudié
limpact de I'environnement rencontré par les grand-meres sur la réponse immunitaire des
petits-enfants avec comme support de l'information a travers les générations: I'anticorps.
Dans ce contexte, les grand-méres maternelles ont été soumises a deux traitements
immunitaires simulant des expositions aux parasites (KLH vs. PBS). Afin de regarder
comment ces traitements affectaient I'immunité des descendants produits par les poussins des
femelles traitées, c'est-a-dire les grand-meres des poussins, nous avons également collecté
143 ceufs issus des poussins des femelles traitées pour quantifier les anti-KLH dans les ceufs
pour voir si les anticorps sont bien les messagers intergénérationnels de I'immunité (Annexe
lI). Ainsi, grace a cette grosse expérience initiée en 2010 et les collectes de données sur

plusieurs générations en 2011 et 2012, nous avons pu tester nos différentes hypothéses.
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Figure 3. Protocoles expérimentaux
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3.1. Traitement des parents en 2010 (génération GO)

3.1.1 Traitement alimentaire

Le traitement alimentaire a commencé environ deux semaines avant le traitement
immunitaire. 120 pigeons bisets capturés dans la région parisienne ont été placés en captivite.
60 individus étaient bien nourris [groupe bien nourri : mélatyébitum de mais, blé, pois
(régime riche en protéines et lipides) proposé a volonté]. Tandis que 60 individus étaient mal
nourris. lls ont été alimentés avec 30g de blé par jour et par individu (régime pauvre en
protéines et en lipides). Cette dose limitée correspond a la dose minimale requise pour le
maintien de pigeons domestiques non reproducteurs en captivité (Hawkins, 2001). Par
ailleurs, un supplément en minéraux et vitamines a été donné a tous les individus, afin d’éviter
tout effet confondant de carence minérale (Table 1). Ces régimes alimentaires ont un effet

significatif sur la reproduction et sur la condition des pigeons adultes (Jacqui@@t2).

COMPOSANTS

Grains AMIDON PROTEINES MATIERES Grasses CELLULOSE
BLE TENDRE 65 12,5 2 2,5
MAIS 72 10 5 2,5
POIS 50 25 17 7

Table 1. Composition chimique moyenne de différents grains (d'aprés CETIOM et enquetes ITCF-
ONIC) (% de la matiére seche).

3.1.2 Traitement immunitaire

Au sein de ces groupes, 60 individus (groupe immunisé) étaient injectés avec une dose de 50
ng de KLH Keyhole Limpet Hemocyaninlle KLH est un antigene naturetilisé pour sa

capacité hautement immunogéne sans pour autant étre pathogene. Cette protéine provient
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d'un mollusque marin, auquel les individus n'ont jamais été exposés auparAirmitles

anticorps anti-KLH présents chez les individus sont en totalité produits par la réponse
humorale déclenchée par l'injection. Tandis que 60 autres individus (groupe non immunisé)
ont simplement recu une injection de 50 pg d’'une solution saline neutre non immunogene
(PBS ou Phosphate Buffered Saline). Le design était croisé : 31 individus étaient mal nourris
et immunisés, 29 étaient mal nourris non immunisés, 30 étaient bien nourris immunisés, 30
bien nourris non immunisés (Table 2). La reproduction a commencé environ 30 jours apres les
injections. Le taux d’anticorps anti-KLH a été mesuré chez la mére le jour de la ponte. Les

individus d’'un méme couple appartiennent tous les deux au méme groupe expérimental et ont

recu le traitement 30 jours avant la ponte.

Traitement Immunitaire
Immunisés Non-immunisés
(injection de KLH) (injection de tampon PBS)
Traitement | Mal nourris (-) 31 29
alimentaire |Bien nourris (+) 30 30

Table 2: Design expérimental de I'étude

3.1.3. Echange des nids

Au moment de la ponte, afin de comparer les niveaux de transmission d’anticorps dans les
ceufs par rapport au taux circulant d’anticorps, les deux ceufs des pontes ont été échangés
entre les nids. Les poussins ont donc été éleves par des parents adoptifs difféerents de leurs
parents biologiques. Cela va permettre d’étudier I'influence respective des traitements subis

par les parents biologiques par rapport aux traitements subis par les parents adoptifs sur

limmunité et la croissance des poussins.
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3.2. Traitement des juvéniles en 2010 (génération G1) :

Afin de voir si les traitements des parents biologiques et adoptifs avaient un impact sur la
réponse humorale (production d’anticorps) des poussins, nous avons reéalisé deux séries
d’injection. Les poussins ont recu une premiere injection de KLH %E”ijZ)]Jr, puis un rappel

au 35™jour. Nous avons ensduite fait des prises de sang sur tous les poussifiS®agk'3

14°Me 1°Me pgMme geme gPme 4gfMme ot 5™ jours de vie des poussins dans la veine
brachiale (Figure 4A) pour d’'une part mesurer le transfert et la persistance d’anticorps
(Annexe 1), et d'autre part, étudier la dynamique de la réponse humorale (production

d’anticorps d’anti-KLH en réponse) et la croissance (Annexe II).

3.2.1. Mesure de la croissance des juvéniles (G1)

En parallele des mesures de la réponse immunitaire, le poids de poussins a été mesuré
tous les jours jusqu’au 38 jour de vie de poussins, et puis une fois par semaine jusqu’ au
56°™ jour. La pesée est effectuée sur une balance électronique 200 g de I'éclosion & I'age de
deux semaines. A partir du®%jour de vie de poussins, la pesée est effectuée sur le terrain.

Le poussin est placé dans un sac en tissu de dimensions 30 x 22 cm. Le sac contenant un
poussin est suspendu par son anse au crochet situé a I'extrémité d'un peson, de capacité
maximale de 600g et précision + 59.

La longueur de tarse est mesurée par un pied a coulisse. Une extrémité du réglet est
placée juste a l'arriére du talon en face palmaire et la valeur est lue a I'extrémité de la griffe
de l'orteil central (Figure 4B). La longueur de demi-aile était mesurée tous les jours a l'aide

d’un réglet métallique (Figure 4C).
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Figure 4 A: Prise de sang via la
veine brachiale sur un pigeon biset

.

Figure4 B: Mesure de la longueur
du tarse en millimétres en utilisant
le pied a coulisse

Figure 4 C: Une méthode utilisée afin
de mesurer la demi-aile de pigeons en
millimétres

Figure 4. Prise de sang et mesures morphologi
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3.3 Collecte et traitement des ceufs en 2011 (contenant des embryons de la génération
G2)

Les 25 couples formés en 2011 de la génération G1 ont pondu 143 ceufs (contenant des
embryons de la génération G2). Dés la ponte du deuxiéme ceuf, les deux ceufs étaient retirés et
immédiatement congelés. Puis ils ont été laissés a décongeler pendant une minute, essuyés et
pesés. Le jaune a été séparé du blanc pour I'analyse des anticorps. 92 ceufs étaient issus de
grand-méres bien nourries dont 29 ceufs ayant des grand-meéres qui ont subi une injection au
KLH et 63 ceufs ayant des grand-meres qui ont subi une injection au PBS. 51 ceufs étaient
issus des grand-méres mal nourries dont 22 ceufs ayant des grand-meéres faisant partie du

groupe "vacciné" et 29 ceufs ayant des grand-meéres faisant partie du groupe contrdle .

3.4. Traitement des petits-enfants en 2012 (génération G2)

Au total, sur les 80 ceufs qui ont été pondus en 2012, 69 ceufs ont éclos. Ce qui donne un taux
d'éclosion de 86.25%. A la fin des manipulations, 35 poussins ont survécu jusqu'&Tur 56
jour. Tous les poussins nés en 2012 ont tous été nourris de madidbétum. Tous les
poussins ont regu une premiére injection de KLH a‘?TGE]mur, puis un rappel de vaccin au
35émejour. Nous avons ensuite fait des prises de sang sur tous les poussins toutes les semaines
(aux 28™M¢, 35M 4™ et 4™ jours) afin de mesurer la production d’anticorps en réponse

au vaccin. Les échantillons prélevés dd™awu 3§mejours nous permettent de mesurer la
réponse humorale primaire, tandis que les échantillons d€¥ 4@t 49™ jours nous
permettent de doser la réponse humorale secondaire déclenchée par le rappel. Par ailleurs, des
prises de sang ont été faites sur tous les poussins avant l'injecti§iat’™ 14™ 212

jours de vie de poussin) pour tester la transmission d’anticorps de la grand-mere aux poussins

(G2).
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3.5. Dosage d'anticorps anti-KLH par la technique ELISA

L'analyse s'effectue a partir de I'extraction au chloroforme des anticorps situés dans le jaune
d’ceuf (Mohammecet al 1986), le surnageant contenant les anticorps est collecté pour le
dosage. Pour les échantillons sanguins, ils sont centrifugés a 10 000 tours/minute pendant 10
minutes pour obtenir le plasma qui va étre analysé pour doser les anticorps anti-KLH.

La méthode ELISA est un test qui, grace a la réaction enzymatique colorée des anticorps
secondaires marqués, permet de détecter et de quantifier la présence de certains anticorps ou
antigénes dans un produit. Le but de I'analyse immunologique de cette étude est de détecter
les anticorps anti-KLH présents dans le plasma. Un test ELISA direct en Sandwich a donc été
utilisé car I'anticorps anti-KLH est pris en sandwich entre un antigene KLH et un anticorps
secondaire marqué.

La premiere étape de la manipulation consiste a fixer I'antigene KLH. Pour cela 100 pL de
I'antigene KLH a 40 pL/ml de tampon est fixé au fond des 96 puits des plaques ELISA. Une
étape de lavage au tampon phosphate (PBS) est effectuée. Puis, aprés avoir saturé les sites non
spécifiqgues avec 250 uL de tampon PBS contenant 5% de lait pendant deux heures, puis les
puits sont lavés avec du tampon. 100 pL du plasma ou de l'extrait d'ceuf obtenu
préecédemment sont introduits dans les puits afin que les anticorps anti-KLH se fixent sur
I'antigene KLH. Afin d’enlever tous les anticorps non spécifiques a la KLH, il faut procéder a
une nouvelle étape de lavage. Par la suite, afin de pouvoir doser les anticorps anti-KLH, 100
puL d’anticorps secondaires anti-pigeon marqués a la peroxydase sont ajoutés dans les puits.
Ces derniers vont se fixer aux anticorps de pigeons eux-mémes fixés aux molécules de KLH.
Une derniere étape de lavage est réalisée. Finalement, 100 pL d’'OPD (substrat de la
peroxydase) sont ajoutés, puis la réaction colorée est stoppée 15 minutes plus tard avec 50 pL

d’'Hcl. Les plaques sont ensuite lues avec un spectrophotométre a 492 nm. Une gamme de
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dilution allant du 1/32000 au 1/250 a été mise suystématiqguement en référence sur chaque
plaque. Ceci permet ensuite d’obtenir une valeur relative de la concentration de KLH pour
chaque individu. Ceci m’a permis de mesurer une réponse immunitaire humorale primaire
(concentration a 28 ou 35 jours) et une réponse immunitaire humorale secondaire

(concentration a 42 ou 49 jours).
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1. Effets maternels et I'immunité

Depuis une vingtaine d’années, I'étude des effets maternels a pris une ampleur
importante dans de nombreux domaines de recherches (écologie évolutive, génétique,
physiologique,..etc). De toute cette ferveur et de nombreux débats sur la terminologie des
effets maternels est née une définition concise: on parle d’effet maternel pour tout ce qui
concerne une influence du génotype et/ou du phénotype de la mere sur le développement et le
phénotype de la future génération (Mosseau & Fox, 1998; Wolf & Wade, 2009). Un effet
maternel constitue donc la part du phénotype de la descendance qui ne résulte pas de I'action
de ses propres genes (y compris I'effet direct des genes de la mere) et de leur interaction avec
I'environnement.

Des effets maternels ont été décrits chez divers vertébrés, et en particulier la plupart
des études ont été effectuées chez les oiseaux, les lézards et les mammiféres. Chez ces
derniers, les effets maternels sont, a priori, plus évidents, étant donnés les échanges nombreux
qui se font entre la mére et les jeunes par la voie placentaire lors de la gestation. De plus,
aprés la naissance, les jeunes continuent a dépendre de leur mére pour les soins et la
nouriture.

Les effets maternels peuvent se manifester a difféerents stades du développement de la
progéniture (Figure 5), modifiant ainsi sa trajectoire ontogénique dont souvent les effets
perdurent et se répercutent aussi a I'age adulte (Wade, 1998)

1. Effets maternels prézygotiques ou le phénotype de la mére et spécialement sa

condition nutritionnelle vont affecter la taille et la qualité du gaméte.

2. Au stade postzygotique-prénatal ou la relation plus ou moins intime avec I'embryon

va agir essentiellement sur des phénoménes de nutrition mais pas seulement

(anticorps, biopeptides actifs, pathogenes, toxines...).
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3. Effets maternels post-zygotiques postnataux ou essentiellement le comportement et

la compétitivité de la mére vont influencer sur le devenir des jeunes (Bernardo, 1996).

EFFETS MATERNELS

—
-

prénatal postnatal

ﬁ?x '

Stade Prézygotique Stade Postzygotique- Stade Postzygotique- >

HERL=0ZMAO

Figure 5: Les effets maternels se manifestent a différents stades du développement de la progéniture
(Repris de Gasparini 2004 et d'aprés Mousseau & Fox, 1998)

On peut aussi tenter de classer les différents effets maternels selon les différents niveaux

d’organisation biologique (Bernardo, 1996; Lacey, 1998) :

% Au niveau nucléaire: via I'empreinte génomique qui sont des modifications
épigénétiques de I'expression des genes via des modifications structurelles de '’ADN.
En I'état actuel des connaissances, ces modifications semblent reposer essentiellement
sur des méthylations/déméthylations de 'ADN et des modifications locales de la

condensation nucléosomale (Reik, 2001).
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% Au niveau physiologique : quantité de jaune d’'ceuf, taille de I'endosperme (réserve),
niveaux d’hormones, d’ARNm, hérédité d’organites par la mere (mitochondrie,
chloroplaste)..etc.

% Au niveau de l'individu : par des comportements de distraction ou de défense contre la
prédation, par le rang social (e.g. les babouins femelles dominantes influencent le rang

et le sex-ratio de sa progéniture).

En effet, le jeune est sujet a I'environnement maternel durant les premiéres étapes de son
ontogénie et cela influence les valeurs phénotypiques de nombreux caractéres quantitatifs
méme lorsqu’ils sont mesurés chez l'adulte, entrainant des ressemblances chez les
progénitures d’'une méme mere. Le caractére maternel est, par un degré plus ou moins
important, déterminé par le génotype de la mére. De ce fait, les effets maternels sont souvent
une source de confusion dans la détermination précise des parametres utilisés en génétique
guantitative dans 'optique de décortiquer le trait phénotypique de la progéniture influencé par
unou plusieurs effets maternels, et en particulier, pour déterminer la base génétique des traits
d’'intérét (Falconer, 1974). Pour rendre compte des effets maternels, dans la variance
phénotypique (VP) chez la descendance, on est alors obligé d’ajouter 2 sources de variation :
VEm la variance due aux effets maternels, et VGXEm la variance due a l'interaction entre le

génotype et ces effets maternels.

Plasticité phénotypique ] Effet maternels]

4 A A /—/%

VP =VG + VE + VGXE + Verreur + VEmM + VGXEm

VP est la variance phénotypique (ou variance totale), VG la part de la variance totale
attribuable aux différences de génotype, VE la part attribuable aux changements

d’environnement et qui constitue la premiére composante de la plasticité phénotypique, VGXE
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mesure la variance due a l'interaction entre génotype et environnement ce qui correspond au
fait que les génotypes peuvent ne pas répondre de la méme facon a un changement
d'environnement et constitue la deuxieme composante de la plasticitt hommée composante
génétique de la plasticité.

De plus, chez les oiseaux, les effets parentaux agissent avant et apres I'éclosion via,
entre autres la qualité de I'ceuf ou le lieu de ponte choisi par les parents€Sain2010).
Les effets maternels peuvent influencer de nombreux paramétres (Figure 6), tels que la survie
de la progéniture, son taux de croissance, et ont donc des effets sur la démographie, en
modifiant la structure en age d’'une population, sa structure en taille, le sex-ratio, le transfert
d’anticorps maternels et la réponse immunitaire des juvéniles. Les effets maternels sont des
traits d’histoire de vie et il est donc important d’en comprendre leurs variabilités et leurs
conséguences évolutives.
Nous nous intéresserons ici plus particulierement a la transmission de substances lors du
développement embryonnaire. Ce stade représente une étape cruciale dans la formation d’un
individu puisque c’est a ce moment la que s'impriment en grande partie les systemes
physiologiques et comportementaux. La mere pourrait donc disposer de plusieurs possibilités
pour moduler le phénotype du jeune via l'investissement dans les ceufs. Les anticorps sont de
telles substances qui ont fait I'objet de nhombreuses recherches ces derniéres années. Depuis
les travaux de Sheldon & Verhulst (1996), I'immunité est devenue l'un des champs
disciplinaires importants en écologie (Sadd & Schmid-Hempel, 2007). Le transfert
d’anticorps et son role dans la protection du jeune contre les maladies est I'un des premiers
mécanismes a avoir été étudié comme un effet maternel (Ehrlich, 1892). En effet, dans les
premiers jours de sa vie les nouveau-nés sont beaucoup plus vulnérables puisque leur systeme
immunitaire n'est pas complétement développé (Grindsaffal. 2003). Les anticorps,

contenus dans le jaune sous forme d’immunoglobulines (&aHel974), sont donc un effet
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maternel crucial pendant les premiers jours aprés I'éclosion (Staszawelki2007) et un

moyen par lequel la mére peut augmenter la survie de sa descendance (BtiethR902).

En effet, le jeune, encore protégé par les anticorps de sa meére, peut allouer I'énergie
économisée dans sa croissance (Pitggdjal. 2006 ; Grindstafét al. 2008). Et grace a un
meilleur nourrissage, les jeunes issus de mere de bonne qualité ont une croissance plus rapide
comme I'a démontré une étude chez le Carouge a téte pambdcephalus xanthocephalus)
(Newbrey & Red, 2009)De plus, le phénotype de la mére peut influencer la réponse

immunitaire du petit via la transmission d’anticorps maternels (Grindstaff 20@3).
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Figure 6: Des nombreux parametres influencés par les effets maternels.

2. La transmission d’anticorps maternels

Transférer des anticorps maternels aide a protéger la progéniture jusqu'a ce que les
réponses immunitaires adaptatives deviennent complétement efficaces. Ce fut d'abord décrit
par Felix Klemperer (1893), qui a observé que chez les oiseaux I'immunité contre la bactérie

du tétanos est transmise par le jaune d'ceuf. Il a ensuite été abordé par Brierley et Hemmings,
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(1956), qui ont démonté le transfert sélectif des anticorps a partir du jaune vers la circulation
sanguine de I'embryon et des poussins éclos. Ces études et d'autres ont posé les fondements de
l'idée que les anticorps maternels chez les oiseaux sont déposés dans I'ceuf et par la suite
absorbés par I'embryon lors de son développement (Brambell, 1970).

Les anticorps peuvent étre transmis de deux maniéres : de fagon prénatale via le placenta chez
les mammiferes et via I'ceuf chez les oiseaux. Le transfert des anticorps maternels a la
descendance via le jaune d'ceuf est présent chez toutes les espéces aviaires étudiées jusqu' a
présent (Roset al 1974; Dohmset al 1978b; Liu et Higgins, 1990; Engbeetj al 1992).

Les oiseaux sont donc de bons modéles pour étudier ce type de transfert qui se font au travers
de I'ceuf facilement accessible (Fig 7). De plus, la mére a la capacité de transférer dans I'ceuf
des anticorps spécifiques aux parasites qu’elle a déja rencontrés (Gasfpali2001). Le

jeune serait alors trées dépendant de ces anticorps maternels qui pourraient lui offrir une
protection transitoire durant les premiers jours de sa vie a un moindre codt énergétique
(Pihlajaet al 2006; Grindstaff, 2008). En général, la quantité d’anticorps transférée dans le
jaune d’ceuf ou dans le plasma des descendants est corrélée a la concentration contenue dans
le sang de la mere au moment de la ponte (Annexe I). Cependant, certaines espéces ont
développé des voies supplémentaires pour protéger leurs nouveau-nés de maniére postnatale;
le meilleur exemple est celui du pigeon (Goudswaardl 1979). Des oiseaux comme les
pigeons, les manchots et les flamants roses produisent une sécrétion spdaifiqagabot)

qui est régurgitée pour nourrir les poussins dans les premiers jours de leur vie (Johnston &
Janiga, 1995). Ce dernier est sécréeté par I'épithélium du jabot, sous forme de cellules
desquamées gorgées de protéines et de lipides (Engtbatgl1992; Eraudt al. 2008). Ce

liquide pourrait permettre égalment une transmission de l'immunité parentale de maniere
postnatale. Mais leur réle sur le phénotype des petits est totalement inconnu. Le lait de jabot,

contrairement a celui des mammiferes, ne contient pas de lactose. Par contre il est riche en
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IgA avec des concentrations dans l'intervalle de 1,5 mg / ml, mais il ne contient que peu
d’lgY. L'absorption des IgA du lait de jabot conduit a 'accumulation des IgA dans l'intestin,
ou il pourrait fournir une protection contre les pathogénes intestinaux. Tres peu (Edgberg
al. 1992), ou pas (Goudswaagtial 1979) d’IgA sont transférés a travers la paroi intestinale
dans la circulation et par conséquent, cela représente une immunité locale de l'intestin. Donc,
les anticorps maternels postnataux pourraient étre transférés et jouer un rdle protecteur pour le
jeune (Gustafssoat al 1994, Annexe |I). A l'inverse chez les mammiféres, I'exposition aux
parasites des parents peut augmenter le niveau d’anticorps transféré aprés la naissance via le
lait a ses descendants (Halliday, 1955; Gareieall. 2013). Notre modéle d’étude (Pigeons
biset) et notre approche expérimentale d’échange croisé d’ceufs nous permettent de confirmer
gue le transfert d'anticorps via le lait de jabot (mére adoptive) n'affecte pas le taux
d’anticorps circulant dans le sang du poussin et que celui-ci n’est affecté que par le taux
d’anticorps transmis via le jaune d’ceuf (mere biologique).

Par ailleurs, les anticorps sont classés selon leur poids moléculaire, leur structure et
leur fonction. On distingue chez les oiseaux trois classes d'antiégkpsigY etlgA. Les
IgYs sont sélectivement sécrétées dans le jaune d'ceuf (PadkaddD62a,b). Alors que, les
IgMs ne peuvent pas passer a travers la membrane du jaune d’ceuf et donc restent dans
l'albumine (Hamakt al 2006; Davisoret al. 2008). La quantité d’lgY transférée a travers
I'épithélium folliculaire dans le jaune est proportionnelle aux concentrations d’lgY dans le
plasma des meres (Kramer and Cho, 1970; Loeken and Roth, 1983; Al-Ratdu2004;
Hamalet al. 2006). La concentration d’lgY dans le jaune d’ceuf chez le pigeon est d’environ
5,4 mg/ml (Engbergt al. 1992). Le mécanisme de transfert IgY n'est pas encore connu, mais
est susceptible d'étre médié par un récepteur (Loeken and Roth, 1983). Récemment, ce
récepteur a été cloné et nommé FcRY (sl 2004). De plus, la quantité totale des IgY

absorbée par I'embryon ne représente que 10% de celle déposée dans le jaune d'ceuf. Le sort
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des 90% restants n'est pas connu, mais le plus probable c’'est gu’ils sont digérés avec le

contenu du jaune d'ceuf résiduel (Kowalcatkal 1985). Alors que les IgYs ne se trouvent

gue dans le jaune, mais pas l'albumine, l'inverse est vrai pour les IgM et IgA. Seules des

guantités infimes de ces deux isotypes peuvent étre détectées dans le jaune (Yamamoto,

1975), dont la plupart sont sécrétées dans le blanc d'ceuf @Rasel981), concentrations

atteignant de 0,15 et 0,7 mg / ml pour les IgM et IgA, respectivement gRatel974). Par

contre, les IgA et IgM sont sécrétées dans le tractus intestinal, et elles jouent un réle important

dans la protection précoce de l'intestin.

1.1gY: présentes dans le sang et le vitellus. Elles sont les homologues aviaires des IgG et IgE
des mammiferes, sauf que chez les oiseaux la chaine de molécule H est plus longue
gue chez les mammiféres.

2. IgA: responsables de 'immunité locale, sont présentes dans les muqueuses et le lait de
jabot.

3. IgM: sont structurellement et/ou fonctionnellement homologues chez l'oiseau et ne
différent pas par rapport a leur homologue des mammiféres. Invariablement, les IgM
apparaissent rapidement dans le sérum sanguin juste apres l'infection ou la vaccination

et disparaissent aussi rapidement.
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Figure 7:.Transfert pré-et post-natal d'anticorps chez les oiseaux (tiré de Boulinier & Staszewski,
2008).

3. Role de la nutrition dans le transfert et la persistance des anticorps maternels

La nutrition est un important régulateur du systéeme immunitaire. L'équilibre et la
guantité appropriée de nutriments sont importants pour le développement, le maintien et la
réponse immunitaire des petits. La transmission d’anticorps maternels peut étre affectée par la
nutrition des femelles (Table 1). Par exemple, chez le rat (Rattus norvegicus), les femelles
nourries par un régime alimentaire pauvre en protéines produisent du colostrum avec des
niveaux d’'lgG deux fois inférieurs a ceux des femelles témoins (Miclealek 1975). Chez
les mammiféres, une restriction protéique chez la meére peut diminuer la production
d'anticorps par les méres et I'absorption des anticorps par la descendance (Roulin & Heeb,
1999). La disponibilité alimentaire rencontrée en début de vie a des effets importants sur le

développement du systeme immunitaire (Gasparini. 046).
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Dans cette partie de thése, je me suis focalisé sur la transmission et la persistance
d’'anticorps dans le plasma des oaisillons en fonction de la restriction alimentaire. Certaines
étudesont montré que la nutrition peut avoir un effet positif sur la transmission d’anticorps et
certaines ont montré un effet négatif (Table 3). Par exemple, chez la mouette tridRissde (
tridactyla), les meres transferent des niveaux plus élevés d’anticorps maternels dans leurs
ceufs lorsque leur consommation de nourriture a été expérimentalement réduite (Gaisparini
al. 2007). De méme, chez la pyrale indienne de la faRt@{a interpunctella), les meres en
mauvais état nutritionnel augmentent le transfert de la résistance maternelle aux petits (Boost
et al 2012). En revanche, chez la caille japonai@etirnix japonica), la manipulation des
protéines n'a eu aucun effet sur le transfert des anticorps maternels dans des ceufs (Grindstaff
et al 2005). Chez de nombreux vertébrés, on peut donc s'attendre a ce que les femelles en
bonnes conditions (i.e. disponibilité de nourriture abondante) transmettent plus d’anticorps a
leurs petits que les femelles en mauvaises conditions. De méme, si le transfert d’anticorps
maternel est colteux, les méres en mauvais état nutritionnel peuvent étre moins capables de
transférer des anticorps maternels a leur progéniture. Pour tester cette hypothése, une étude a
été menée chez le pigeon biset (Annexe I). Nos résultats montrent que, a 3 jours, la
concentration en anticorps anti-KLH est plus grande chez les poussins dont les meres ont recu
une alimentation illimitée que chez les poussins dont les meres ont été restreintes (Figure 8;

Annexe ).
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Anti-KLH Ab level in 3-days-old chicks

Anti-KLH Ab level in biological mothers

Figure 8. Relation quadratiques positives entre les niveaux d’anticorps anti-KLH des poussins a 3
jours et celui de leurs meres biologiques. Les points de couleur indigquent le traitement alimentaire
(blanc = nourriture limitée, noir = nourriture non limitée).

4. Décroissance des anticorps maternels

Les anticorps maternels sont transmis soit passivement par la mere a travers le vitellus au
cours de l'oviposition (Kowalczylet al 1985) (c’est I'immunité maternelle), soit par la
vaccination (immunité active artificielle), soit a la suite d’une infection récente (immunité
active naturelle). Le r6le protecteur direct d’anticorps maternels doit étre limité & une période
assez courte dans les premiers jours de la vie des poussins. En général, les anticorps maternels
disparaissent dans les premieres semaines de vie (Dastisain 2008). Quelques études
montrent que la persistance des anticorps maternels est variable entre les différentes espéces
(e.g. Graczylet al. 1994; Gibbset al. 2005; Changet al. 2007; Nemethet al. 2008; Kinget

al. 2010). Par exemple, des études montrent que les anticorps maternels peuvent étre
prédominants chez la progéniture jusqu'a 14 jours d'age chez les oiseaux d’élevage (Apanius,

1998; Nemeth & Bowen, 2007), 9-12 mois pour un nourrisson aprés sa naissance (Adbrecht
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al. 1977; Nicoareet al. 1999), 1-3 semaines chez les souris (Takemori and Rajewsky, 1984,
Okatomoet al. 1989; Anderson, 1995). Des études récentes montrent que la variabilité de la
persistance des anticorps maternels entre especes chez les oiseaux pourrait étre liée a la
longévité des espéces (Garngtral. 2012). En effet, les anticorps maternels persistent plus
chez un oiseau longévif comme le puffin cend@alonectris diomedea) que dans une espece
d’oiseau a durée de vie plus courte comme la mouette tridaBligea(tridactyla) (Gasparini

et al 2002; Garnieet al 2012). De plus, un déclin rapide de I'immunité avec I'age a éte
détecté chez les oiseaux a courte durée de vie (réponse a la PHA : Lozano & Lank, 2003;
Cichonet al 2003; Haussmanat al 2005b; niveaux d’anticorps naturels : Parmersdteal

2004). Par contre le taux de déclin d’anticorps est beaucoup plus faible chez les oiseaux
longévifs (Haussmanet al 2005b).

De plus, la persistance temporelle d’anticorps maternels dans le plasma chez les poussins est
connue pour étre affectée par la quantité initiale recue (Grindstaff, 2010; Annexe I), qui est
elle-méme directement liée au niveau d’anticorps circulant chez la mere (Gaspaini

2002). Parce que les descendants ont la capacité de cataboliser I'anticorps maternel et
d’affecter ainsi leur persistance temporelle, la condition de l'environnement qui affecte les
processus physiologigues sont susceptibles de jouer un réle important dans lI'immunité de la
progéniture. En conséquence, la persistance des anticorps maternels peut étre faconnée par
des forces évolutives agissant a la fois sur le phénotype des parents et des petits. Toutefois, on
connait peu les facteurs qui influent sur la capacité de transfert et la persistance temporelle des
anticorps maternels chez les juvéniles et les colts énergétiqgues pour les femelles et la
progéniture.

Les résultats de I'annexe | suggérent que la persistance des anticorps anti-KLH maternels n'a
été affectée que par le niveau initial d’anticorps maternels présents chez les poussins a 3 jours

d’age (Figure. 9). Les poussins avec des niveaux plus élevés en anticorps anti-KLH a 3 jours
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(correspondant a ceux qui circulent chez les meres biologiques; voir la Figure 8) ont montré
une décroissance plus forte des niveaux I'anticorps anti-KLH au fil du temps (Figure. 9). En
conséquence, chez les poussins en provenance de meéres biologiques immunisées, nous avons
trouvé des corrélations positives entre les anticorps anti-KLH a 3 et 7 jours (N = 30, r = 0,95,

p <0,0001), 3 et 14 jours (n = 30, r = 0,85, p <0,0001), et 3 et 21 jours (N =30,r =0,78, p
<0,0001, Figure 10). De plus, nous n‘avons pas trouvé d'effet du traitement des aliments sur
cette persistance, ce qui suggére qu'’il n'est pas colteux en énergie de maintenir les anticorps
maternels pour les nouveau-nés et que l'apport alimentaire n‘augmente pas la capacité des
jeunes a cataboliser ces anticorps maternels (Annexe ). Nos résultats confirment d’autre part
gue les anticorps maternels transmis par le lait de jabot n’affectent pas la concentration en

anticorps circulant chez le jeune poussin (absence d’effet des méres adoptives).
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Figure 9. Persistance des Anticorps anti-KLH maternels chez les poussins en fonction de I'age. A titre
d'illustration, nous avons divisé les poussins en deux catégories sur la base du niveau anticorps
maternels anti-KLH médian a 3 jours d’age: les poussins qui ont recu des niveaux élevés d'anticorps
maternels anti-KLH (Mat Ab +; au-dessus de la médiane) sont représentés par des points noirs et les
poussins qui ont recu de faibles niveaux d’anticorps maternels anti-KLH (Mat Ab-; en dessous de la
médiane) sont représentés par des points blancs.
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Figure 10. Relation positive entre le taux d’anti-KLH entre %t le 22™ jours de vie du poussin.

Espéce

Régime alimentaire

Transfert d’anticorps

maternel

Référence

Lesser black-backed

gull (Larus fuscus)

+ caroténoide

Effet négatif

Blountet al 2002b

Quail Japonaise + potéines avec nutrition | Pas d’effet Grindstaffet al 2005
(Coturnix japonica) ad libitum
Magpie (Pica Pica) nutrition ad-libitum avec | Effet positif Pihlajaet al. 2006

oeuf cru

Kittiwake (Rissa

tridactyla)

nutrition ad-libitumvs

food restricted

Effet positif de la
nutrition restreinte

Gasparinket al. 2007

Ural owl (Strix

uralensis)

nutrition ad-libitum avec
éclos mort (Gallus gallus

Effet positif

Karell et al. 2008

Pigeon feral(colombia
biset)

(nutrition ad-libitumvs

food restricted)

Effet positif de la
nutrition ad libitum

Ismailet al 2013 (Annexe

1)

Table 3. Effet du régime alimentaire sur le transfert d’anticorps maternels.
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CHAPITRE 1]

DIVERSITE DES EFFETS DES

ANTICORPS MATERNELS
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1. La fonction immunitaire comme un trait d’histoire de vie

Les traits d'histoire de vie sont I'ensemble des caractéristiques d'un organisme (d'un
génotype) qui ont un impact sur sa valeur sélective. Dans le contexte de 'immuno-écologie,
les variations immunologiques entre espéces et individus sont partiellement expliquées par la
variation d’un trait d’histoire de vie (Martiet al. 2006b; Frenclet al. 2009). Dans certaines
conditions environnementales, il y a des colts et des trades-offs (compromis) associés a la
mise en place d’'une réponse immunitaire spécifique. Par exemple, l'allocation des ressources
pour chaque trait d'histoire de vie va définir une stratégie. Cette stratégie peut changer au
cours du temps (la proportion de ressources allouée a un trait d'histoire de vie va varier), en
fonction des conditions environnementales et des pressions de sélection exercées sur les
individus. Il existe une tres grande variabilité (entre individus et entre especes) dans la force,
I'efficacité et la rapidité de la réponse immunitaire (Schmidt-Hempel, 2003). Cette variabilité
est expliquée par I'existence de colts de I'immunité. Cette notion de colts découle de la
théorie des traits d’histoire de vie (Roff, 1992; Stearns, 1992). Cette théorie se base plus
spécifiguement sur les caractéres ayant un lien direct avec la reproduction ou la survie, tels
gue la taille a la naissance, la taille et I'age a la maturité sexuelle, le nombre de descendants
produits, leur capacité a survivre. De plus, la fonction immunitaire est considérée dans le
contexte des traits d'histoire de vie comme un investissement qui doit étre confronté avec les

autres composantes du cycle de vie (Norris et Evans, 2000).

Le systeme immunitaire des oiseaux a deux composantes principéiesnunité
innée (non spécifique) etimmunité acquise (spécifique) (Roitet al. 1998; Glodsbyet al
2000). L'immunité non spécifique (innéekencoreappelée naturelle ou naive, correspond a
une réponse constitutive d'action immeédiate, non spécifique de l'agent pathageéne,
adaptative. Elle repose sur une distinction globale du soi et du non-soi, elle permet a

'organisme de mener a bien des premiers mécanismes de défense contre un agent infectieux
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et est donc considérée efficace a court terme (Fearon et Locksley, 1996; &addil2003).

On distingue tout d’abord les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes Natural Killer,
ainsi que la sécrétion de cytokines et de protéines solubles comme les protéines du
complément. L'activité de<ellules Natural Killer (NK: plus proches du phénotype
lymphocytaire T) varie en fonction de I'age chez les oiseaux: elle est faible pendant les
premieres semaines de la vie et augmente ensuite progressivement. L'imméaféurnit

une réponse immédiatement recrutable en attendant que l'immunité acquise devienne
opé&ationnelle. L'immunité innée a aussi de particulier qu'elle ne développera pas de
mémoire a I'égard des agents pathogehessysteme immunitaire inné est plus colteux en
termes de nutriments (Klasing & Leshchinsky, 1999) et d'énergie (Rabatg2002) que le
systeme immunitaire acquis spécifique. Néanmoins, lors d’une inflammation (Lochmiller et
Deerenberg, 2000; Schmidt Hempel & Ebert, 2003), les anticorps naturels sont considérés
comme faisant partie du systeme immunitaire inné et il a été suggéré que, chez les
mammiféres, ils coopéreraient avec le systeme du complément en tant que premiére ligne de
défense (Thorntoret al 1994) et augmenteraient la défense immunitaire de la progéniture.
Les mécanismes immunitaires innés semblent étre pleinement fonctionnels dans les réponses
immunitaires adaptatives des nouveau-nés mais ne se développent de maniére optimale
gu’aprés les premieres semaines apres I'éclosion seulement. Classiquement, les réponses
innées sont considérées comme importantes lors des premiéres phases de linvasion
microbienne en limitant la propagation de l'agent pathogéne jusqu'a ce que les réponses
adaptives (Lymphocytes B et T) se mobilisent pour éliminer [linfectidimmunité
spécifique (acquisepu adaptativeprend le relais de 'immunité innée lorsque celle-ci n'est

pas suffisamment efficace. L'immun#aéaptative ou acquiseest apparue il y a environ 500
millions d'années chez les premiers vertébrés. Cette réponsgéesique de I'antigéne du

fait que les cellules de l'immunité adaptative, les lymphocytes, portent un seul type de
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récepteur (immunorécepteurs spécifiqued’'aatigene (TCR/BCR)) capable de reconnaitre

un déterminant antigénique (encore appelé épitope). De plus, cette immunité se caractérise par
la mise en place d’'une mémoire immunologique qui permet de protéger I'organisme contre les
antigenes déja rencontrés. Elle repose sur une distinction trés fine du non-soi parce qu’au
cours de leur fabrication dans lesganes lymphoides primaires la majeure partie des
cellules de l'immunité adaptative reconnaissant des antigenes du soi sont éliminées.
L'immunité adaptative est plus lente mais est spécifique du pathogéne. Les cellules de
limmunité acquise sonkes lymphocytes B et T lls sont respectivement responsables de
immunité humorale et cellulaire. Letymphocytes T représentent 60 a 70 % des
lymphocytes, sont responsables des réponses cellulaires (régulation ou cytotoxicité). Les
précurseurs des cellules T migrent de la moélle osseuse teysigs ou ils proliferent et se
différencient avant de gagner la périphérie. lypsphocytes Boriginaires de |dBourse de
Fabricius chez les oiseaux sont responsables de la réponse humorale (production d’anticorps)
appartenant a la catégorie moléculaire d@amunoglobulines (Ig). L'immunité acquise
implique la réponse suivante ciblée spécifique et la reconnaissance des activateurs spécifiques
de la fonction immunitaire (lors d’un premier contact antigénique, l'organisme développe une
réponse primaire). La réponse acquise a généralement un effet minime sur les besoins
énergétiques et nutritionnels de l'oiseau, car la qualité de nutriments utilisés pour la
production d'anticorps et I'expansion des populations de cellules B est minime (Henken et
Brandsma, 1982; Henkeat al 1982, 1983; Klasing et Calvert, 1999). Donc, une partie de
cette réponse immunitaire acquise se traduit par la production de composés immunoactifs, les
anticorps ou immunoglobulines, qui vont pouvoir étre en partie transférés a la génération
suivante et ainsi fournir une protection temporaire aux jeunes durant la phase critique de

maturation de leur propre systeme immunitaire (Wallattal. 1992; Smithet al. 1994;
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Carlier & Truyens, 1995; Al-Natouet al. 2004; Kariyawasanet al. 2004; Pravieuxet al.

2007) avant d’étre éliminés du systeme circulatoire du juvénile par le métabolisme.

2. Rble des anticorps sur la réponse immunitaire des poussins a court terme

Le jeune est trés dépendant des anticorps maternels qui lui offrent une protection
transitoire durant les premiers jours de sa vie a un moindre colt énergétique (Rihnlaja
2006; Grindstafet al. 2008). Le systeme immunitaire joue un réle central dans la survie d’'un
organisme car il lui permet de limiter I'impact négatif des pathogenes. Cependant, il existe
une grande variabilité de qualité de réponse immunitaire entre les individus qui peut
s’expliquer par plusieurs facteurs. En effet, le systeme immunitaire est trés flexible et est tres
influencé par les conditions environnementales (présence de pathogénes, ressources
alimentaires disponibles). De plus, le phénotype de la mére peut influencer la réponse
immunitaire du petit via la transmission d’anticorps maternels (Grindstadf 2003). Le
poussin commence a développer ses propres mécanismes de défense au cours de la vie
embryonnaire, mais I'immunocompétence apparait seulement quelques jours apres I|'éclosion
(Mast et Goddeeris, 1999). D’'un point de vue immunologique, la période post-éclosion est
cruciale car le poussin est brutalement exposé aux antigénes sur une large gamme et

limmunité maternelle n’est pas ajustée comme elle I'est chez les mamiféres par le colostrum.

Ces derniéres années, un nombre croissant d’études se sont penchées sur le transfert
d’anticorps de la mere au poussin via le jaune d’ceuf qui dépend de la présence de parasites
dans l'environnement maternel (Gasparati al 2001, 2002, Annexe |) et a des effets
inhibiteurs et/ ou potentiellement éducateurs des défenses immunitaires (Gasparit@a,al
Jacquinet al 2012). Bien que des éléments du systeme immunitaire inné, comme des

lysozymes (protéines antibactériennes), puissent étre transmis de la méere aux petitt (Saino
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al. 2002b), nous nous focaliserons ici sur la transmission d’éléments du systeme immunitaire
acquis, en particulier la transmission d’anticorps (réponse humorale). Le systéme humoral
(production d’anticorps) des jeunes met un certain temps avant d’étre opérationnel : 10-14
jours pour certains oiseaux (Gaspaghal 2006; Grindstafet al 2006), plusieurs semaines

pour les poulets et rongeurs, et plusieurs mois a années pour les humains (Apanius 1998,
Grindstaff et al 2003). Ce laps de temps laisse le jeune sensible aux attaques d’éléments
pathogenes pendant les premiers moments de sa vie. En effet, malgré un intérét certain porté
sur les effets a court terme du transfert d’anticorps maternels sur la réponse immunitaire des
jeunes, peu d’attention a été portée sur l'influence que ceux-ci peuvent avoir a long terme
(Staszewsket al 2007). Deux scenarios proposés montrent comment le transfert d’anticorps

maternels peut impacter la réponse humorale chez les petits.

2.1. Les anticorps maternels inhibent la réponse humorale des poussins

Les anticorps transmis dans I'ceuf peuvent avoir un effet négatif a court terme sur le
développement du systeme immunitaire des poussins (« effet bloquant »), et inhiber la
réponse humorale du jeune (Boulinier & Staszwski, 2008; Grindstaff 2003; Hasselquist
& Nilsson, 2009; Staszewski & siitari, 2010). L’effet bloquant se traduit par une interférence
entre les anticorps maternels et la production d’anticorps par le jeune lui-méme. Ceci induit
une baisse significative du taux d’anticorps produits par le jeune. Les anticorps transmis par la
mere bloqueraient la réponse immunitaire du poussin en diminuant 'efficacité de I'antigene
(Al Natour et al 2004). Cependant le mécanisme a l'origine de cet effet inhibiteur n'est pas
bien connu. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l'inhibition de la réponse
du poussin par les anticorps materng)stes anticorps maternels neutralisent rapidement les

agents antigéniques, rendant la charge antigénique trop faible pour impliquer une réponse des
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cellules B et T; (iile complexe immun « Anticorps maternel: Antigene » se lie aux récepteurs
des lymphocytes B, les empéchant de s’activer et de produire des antigidypses
complexes immuns « Anticorps Maternel: Antigéne » sont éliminés par des phagocytes,
réduisant les niveaux d’antigene présentés aux lymphocytes B, mais n’empéchant pas la
présentation d’épitopes aux lymphocytes T, permettant ainsi la mise en mémoire de
I'antigene; et enfir(iv) les anticorps maternels se lient aux épitopes spécifiques les masquant
aux lymphocytes B (Staszewséi al. 2007; Revue: Hasselquist & Nilsson, 2009). Un tel
phénomeéne peut étre adaptatif en limitant I'énergie dépensée par le jeune pour sa réponse
immunitaire, permettant ainsi de I'allouer a d’autres composantes du budget énergétique (e.g.
la croissance, Grindstaff, 2008). Dans cette étude, nos résultats montrent que les anticorps
prénataux bloquent la réponse immunitaire primaire et secondaire du jeune contre la KLH de
maniére spécifique (Figure 11), ce qui est couramment trouvé chez les oiseaux (Statzewski
al. 2007; Jacquiret al. 2012), mais il est intéressant car cet effet inhibiteur n'interagit pas
avec la disponibilité de la nourriture. Ces données renforcent I'idée que I'anticorps maternel
est vraiment crucial dans I'élaboration de I'immunité humorale en début de vie et ne dépend
pas d'un autre facteur important de l'environnement tel que la quantité de ressources

disponibles dans I'habitat (disponibilité en nourriture).
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Figure 11: Réponse immunitaire humorale des poussins au cours du temps, mesurée par le niveau
anti-KLH en fonction du niveau d’anticorps maternels anti-KLH mesuré chez les poussins a 3 jours de
vie du poussin. A titre d'illustration, nous avons divisé les poussins en deux catégories sur la base du
niveau maternel médian d’anti-KLH a trois jours d’age: les poussins qui ont recu des niveaux élevés
d’anti-KLH (MatAb +; au-dessus de la médiane) sont représentés par des carrés noirs et les poussins
qui ont recu de faibles niveaux d’anti-KLH (MatAb-; au- dessous de la médiane) sont représentés par
des points blancs.

2.2. Les anticorps maternels éduquent la réponse humorale des poussins

Les anticorps maternels transférés a la descendance ne fournissent pas seulement une
protection passive dans la vie précoce du jeune, mais peuvent avoir des effets positifs a long
terme sur le développement du systeme immunitaire. Par exemple, apres la disparition des
anticorps maternels, la réponse immunitaire du jeune face a un antigene spécifiqgue se trouve
améliorée s'’il a recu des anticorps maternels spécifiques a cet antigene. C'est ce que I'on
appelle un «effet éducateur» (Gaspaenal. 2006). Les anticorps maternels augmenteraient
la capacité du jeune a former une réponse humorale en présence d’'un antigéne via un effet sur
la formation du répertoire immunitaire (Lawrereteal 1981). De tels effets ont été suggérés

chez des modéles humains (Anderson, 1995), souris (Lein&k 2003; 2004), et oiseaux

54



(Gaspariniet al 2006; Reidet al. 2006). Des observations chez la souris, ont montré que la
réponse des jeunes souriceaux était de type secondaire (réponse de grande amplitude médiée
par des lymphocytes B et T mémoires), dés la premiere injection, s’ils avaient recu des
anticorps maternels (Okamoti al 1989). Cependant, ces effets sont encore mal définis et

les mécanismes sous-jacents mal connus. Lemke & Lange (1999), ont proposé un mécanisme
en expliguant comment l'anticorps maternel pourrait jour un rdle éducatif dans le
développement de I'immunité humorale des descendants. lls ont suggéré que les
immunogbbulines et les récepteurs d’antigenes des cellules B forment un réseau d’interaction
d’idiotypes qui est fonctionnellement relié au compartiment des cellules T. Dans ce contexte,
la fonction des immunoglobulines comme antigéne interne dans le réseau pourrait donc
influencer directement le développement de systeme immunitaire du nouveau-né (Anderson,

1995).

3. Nutrition maternel et le développement des nouveau-nés

Le taux de croissance est un trait d'histoire de vie souvent lié a divers composants de
fitness, y compris la survie, I'age de premiere reproduction et la féc@Hdier and East,
1993; McAdam and Millar, 1999; Lochmillest al. 2000; Dobson and Oli, 2001; Johnson,
2003). Apres I'éclosion, le poussin croit jusqu’a atteindre sa taille adulte, sur une période qui
varie entre especes. Par exemple, dans notre modéle d’étude, le jeune pigeonneau est élevé
par ses parents et prend son envol environ 20 jours aprés I'éclosion. Les petits sont nourris
durant la premiere semaine environ par le lait de jabot (que les deux parents régurgitent ; Levi
1969; Johnston and Janiga, 1995). Le lait de jabot améliore la croissance des poussins
(Meaganet al 2012). La nutrition est peut-étre le facteur non génétique le plus déterminant

pour le développement du juvénile. La disponibilité des nutriments est fonction de la
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composition corporelle, des réserves nutritionnelles et du régime de la mére de leur bon
acheminement via le placenta (Phillips, 2006), ou via I'ceuf chez les oiseaux (Johnston et
Janiga, 1995). Des études mettent en évidence des liens entre la nutrition et la croissance. La
nutrition prénatale influence la croissance et le développement physiologique des nouveau-
né (Morganeet al 2006). Le stress parental comme la limitation des ressources peut
déprimer le taux de croissance des juvéniles (Ricldetd. 1968; Dijkstreet al 1990; Cook

et al 1991, Dawson & Bidwell., 2005), Ainsi, chez le Carouge a téte jaXametlfocephalus
xanthocephalus)es jeunes issus de mére de bonne qualité ont une croissance plus rapide via
un meilleur nourrissage (Newbrey, 2009u point de vue de la meére, cette production a un

colt important en termes d'énergie et de nutriments car elle utilise ses réserves accumulées
avant la conception et ses ressources sont consommées pendant la formation de I'ceuf (Nager,
2006; Costantini, 2010). Par conséquent, la condition physiologique des femelles détermine la
qudité des ceufs (Verboveat al. 2003), et donc des futurs poussins car leur croissance

dépend de la qualité des soins maternels qu'ils vont recevoir (protection, nourrissage ...).

Les parents sont ainsi capables d’ajuster le phénotype des jeunes ce qui leur permet
d’obtenir un phénotype optimal en fonction des conditions environnementales @ilahja
2006). De plus, la nutrition maternelle peut affecter la croissance du squelette de l'oisillon en
modifiant la qualité des ceufs. En effet, le jaune d’ceuf constitue la principale source d’énergie
et de nutriments disponibles pour 'embryon (Johnston et Janiga, 1995; et selon Christians,
2002), et il existe une relation positive entre la taille de I'ceuf et la qualité du poussin. Dans ce
cas, il a été proposé que le phénotype des parents, influencé par les conditions
environnementales rencontrées (nourriture, pathogene), en particulier par la mere, va donc
fortement modifier le phénotype de la génération suivante mais é€galement de nombreux
autres traits qui vont affecter leur valeur adaptative (Mousseau & Fox, 1998), a la fois au

niveau de sa réponse immunitaire, via les anticorps maternels par exemple, et au niveau de sa
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croissance, par un effet indirect des anticorps materafflt prénataux), ou par un effet

direct via le lait de jabot et les soins parentaux (qualité du nourrissage, protection contre les
prédateurs) dffets postnataux). Cependant, le réle relatif des conditions rencontrées par les
parents avant et aprés la naissance est encore mal compris. Dans ce contexte, nos premiers
résultats obtenus ont montré que les croissances de masse corporelle, d’aile et de tarse étaient
significativement plus élevées chez les poussins issus de méres adoptives bien nourris en
comparasion avec celles des poussins issus de meres adoptives mal nourries (tableau 1.

Annexe II).

4. Effet des anticorps maternels transmis aux poussins sur leur croissance

Dans les premiers jours de vie de poussin, le jeune, étant protégé par les anticorps de sa mere,
pourrait allouer I'énergie économisée dans sa croissance (&o#dr 2003; Pihlajaet al

2006; Grindstaffet al. 2008). Une étude de Heeb et al. (1998) a montré I'effet positif sur le
taux de croissance et le recrutement de poussins de mésanges charbdPaigsemgjo)y

dont la mere avait été exposée a un ectoparasite. Chez la pie b&veadeda), en revanche,

les immunoglobulines maternelles n’affectaient pas significativement la taille des poussins
mais il y avait cependant une relation négative entre la production d'immunoglobulines par le
poussin et sa croissance pendant les dix premiers jours, indiquant I'existence d’'un compromis
entre ces deux traits et donc le réle possible (et indirect, du moins dans ce cas) du transfert
d’anticorps maternels sur la croissance des jeunes (P#tlagh 2006). Il est clair que le
transfert d’anticorps maternels est fondamental pour la survie des poussins dans les premiers
stades de développement, mais actuellement on ne sait pas précisément dans quelle mesure ils
peuvent continuer a agir indirectement sur les divers traits phénotypiques méme apreés avoir

éte catabolisés. Certaines études mettent en doute un rdle des anticorps maternels sur la
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croissance des petits a court terme (Grindsttafl 2006; Staszewsket al 2007). Nos
résultats montrent tout d’abord que la croissance de la masse corporelle est significativement
affectée par la quantité d'anti-KLH et le traitement alimentaire comme indiqué par
l'interaction entre les niveaux anticorps maternels et le traitement alimentaire (tableau 1.
Annexe 1l). Dans le groupe « bien nourris », les poussins ayant recu des quantités plus faibles
d’anticorps maternels (MatAb-), étaient plus lourds que les poussins ayant recu une plus
grande quantité d’anticorps maternels (MatAb +; Figure 12, modele mixte, F1,255 = 3,76, P =
0,05). Cette différence n'a pas été trouvée pour le groupe « mal nourris » (F1,254 = 0,00, P =
0,98) En outre, quel que soit le traitement alimentaire, les poussins ayant recu des quantités
plus faibles d’anticorps maternels (MatAb-), ont tendance a avoir un tarse plus long que les
poussins ayant recu une plus grande quantité d’'anticorps maternels (MatAb +) (Figure 2b;
tableau 1 Annexe Il). Nos résultats suggérent plutdt que la réception d’anticorps maternels
entraine certains codts pour les poussins en termes de croissance et ne permettent pas
d'économiser I'énergie a partir d'une réponse immunitaire colteuse. Ceci est cohérent avec
une étude précédente sur les pigeons dans laquelle nous avons trouvé, sur un échantillon de
taille plus petite, que les anticorps maternels postnataux pourraient nuire a la croissance
(Jacquin et al. 2012). Ensemble, nos résultats suggérent également que lorsque la disponibilité
alimentaire est faible, les poussins d'un pigeon pourraient limiter sa croissance en faveur de
immunité. En effet, nous avons trouvé que le traitement alimentaire n’affectait que la
croissance et pas I'immunité. De plus, nos résultats renforcent l'idée que I'anticorps maternel
joue un réle central chez le nouveau-né par la modulation de la réponse immunitaire, et
appellent a des études a long terme pour élucider les conséquences précoces de ce facteur

environnemental sur la condition physique des adultes et des stratégies d'histoire de vie.
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Figure 12: Masse corporelle au cours du temps (age) en fonction du niveau d’anticorps maternels
anti-KLH et le traitement alimentaire. A titre d'illustration, nous avons divisé les poussins en deux
catégories sur la base du niveau d’anticorps maternels médian anti-KLH a 3 jours d’age: les poussins
qui ont recu des niveaux élevés d'anticorps maternels anti -KLH (MatAb+; au-dessus de la médiane)
et du traitement restreint sont représentés par des carrés blancs, les poussins qui ont recu des niveaux
élevés d’anticorps maternels anti-KLH (MatAb+) et du traitement alimentaire ad libitum sont
représentés par des carrés noirs, les poussins qui ont recu de faibles niveaux d'anticorps maternels
anti-KLH (MatAb-; au-dessous de la médiane) et du traitement restreint sont représentés par des
points blancs et les poussins qui ont recu de faibles niveaux d’anticorps maternels anti-KLH (MatAb-)
et du traitement ad libitum sont représentés par des points noirs.
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CHAPITRE I

LES ANTICORPS COMME
MESSAGER DE L' IMMUNITE
SUR PLUS D'UNE

GENERATION

G1 G2
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1. Effets grand-maternels

Si les effets maternels peuvent apporter un avantage en terme de fitness a la génération
suivante, il est qualifié dans ce cas d'effet maternel adaptatif. La nature de I'environnement
maternel peut étre percue par ces dernieres qui ajustent ainsi le phénotype de leur descendant
au milieu ou ils devront vivre (Bernardo, 1991). Une question reste néanmoins peu étudiée
qui est de savoir si cet effet maternel, qui modifie le phénotype de la premiére génération sans
modifier le génotype, se maintient a la deuxieme génération. Autrement dit est-ce que
I'environnement rencontré par les grand-meéres se répercute sur les petits-enfants ? En effet,
tous les effets maternels précédemment décrits peuvent affecter de maniére indirecte les
petits-enfants. On parle dans ce cas d'effet grand-maternel. Cet effet existe quand une partie
du phénotype du descendant (petit-enfant) n'est pas le résultat de I'action de ses propres genes
et de l'interaction de ses génes avec I'environnement, mais est le résultat d'un phénomene
d'héritabilité non-génétique. L'effet grand-maternel est donc linfluence indirecte du
phénotype de la grand-meére génération GO sur le phénotype de ses petits-enfants génération
G2 qui passe obligatoirement par l'intermédiaire du phénotype de la méere génération G1 qui a
subi un effet maternel. Ces effets grand-maternels constituent un bon exemple de mécanismes

épigénétiques.

2. Facteurs épigénétiques

L’héritabilité génétique entre une grand-mere et ses descendants ne fait pas de doute.
Cependant d'autres mécanismes d'héritabilité comme une transmission épigénétique existent
et sont encore assez mal conrilépigénétique est I'étude des changements mitotiquement

stables et potentiellement méiotiquement héritables de I'expression des genes qui ne peuvent

étre expliqués par des changements de la séquence d’ADN (Richards, 2006; Bird, 2007).
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Chez les organismes pluricellulaires, on reconnait deux types de celkdesellules
germinales et les cellules somatiquesLes cellules germinales sont responsables de la
transmission de l'information génétique aux générations suivantes tandis que les cellules
somatiques constituent I'organisme lui-méme et sont fonctionnellement et structurellement
hétérogenes. En outre, la quantité d'anticorps transmis a I'ceuf et la capacité des méres a
transmettre des anticorps peut étre affectée par des variations épigénétiques acquises en début
de la vie a travers des processus multi-générationnels. En effet, I'environnement maternel peut
affecter plusieurs générations consécutives, comme par exemple chez les mammiféres (voir
Curleyet al 2011). Ces mécanismes épigénétiques peuvent jouer un role in utero et/ou dans
I'enfance. Par exemple, les traitements médicamenteux, le vieillissement et |'alimentation sont
des facteurs qui peuvent agir sur I'épigénome qui est I'état épigénétique de la cellule. Parmi les
processus de transmission épigénétique, il y a le transfert d’anticorps. Récemment, des études
chez les rats ont montré que les anticorps maternels peuvent étre transmis sur plusieurs
générations (Lemket al 2004). Les résultats de ces études démontrent I'existence d'un effet
grand-maternel et proposent que le phénotype, mais pas le génotype, de résistance aux
parasites des individus est affecté par un messager intergénérationnel: I'anticorps maternel. La
plupart des recherches sur les effets épigénétiques chez les oiseaux sur une premiére
génération s’est focalisé sur les effets des expositions a des stress environnementaux sur les
traits de comportement, I'expression des génes et la méthylation d'’ADN dans la progéniture
(Lindgvist et al 2007; Goerlichet al 2012). Frésardet al (2013) ont montré que
'environnement parental a un effet sur la génération G1 et cela est particulierement évident
chez les mammiferes, puisque la meére éléve les petits du stade zygote jusqu'a la naissance.
Ces effets se produisent également dans la génération G2, étant donné que la génération G1
porte les cellules germinales primordiales qui vont se différencier en cellules précurseurs de

gametes et éventuellement former un animal G2. De cette maniére, I'environnement maternel
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peut affecter les deux générations suivantes (Figure 13). En effet, L'environnement maternel
peut avoir un impact sur les individus G1 et G2 (Frésetréhl 2013). Chez les oiseaux,
I'environnement maternel a un impact sur les individus de la génération (G1) via le contenu de
I'ceuf. Cependant, il peut aussi avoir un impact sur les individus de la génération G2, puisque
la progéniture porte les cellules germinales primordiales (PGC) qui se différencient plus tard
en cellules précurseurs des gametes et conduisent finalement a des individus de la génération

G2.

La transmission épigénétique transgénérationnelle peut étre rare, mais elle a déja été
signalée dans différentes espéces de mammiferes. Par exemple, chez I'homme, Pembrey
(2010) a indiqué que la disponibilité alimentaire du grand-pere paternel a affecté le taux de
mortalité des petits-fils, mais pas la mortalité des petites-filles, alors que la disponibilité
alimentaire de la grand-mére paternelle a affecté le taux de mortalité des petites-filles mais
pas des petits-fils (Kaatet al 2007). A notre connaissance, aucune transmission
transgénérationnelle des marques épigénétiques n’a été étudiée chez des oiseaux avant I'étude
rapportée par Jablonka & Raz (2009) et Ho & Burggren (2010). Les variations épigénétiques
au cours de la petite enfance jouent un rble dans la production des différences inter-
individuelles dans les phénotypes. Par conséquent, I'analyse de la diversité phénotypique
inter-individuelle doit considérer a la fois les variations épigénétiques et génétiquest(Szyf

al. 2009).
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Figure 13: L’environnent maternel a un effet sur la génération G1 & G2 (tirée de Frésard et al.,
2013).

Dailleurs, I'hypothése de bénéfice a long termgropose qu'un important transfert
d’anticorps maternels soit l'effet a long terme sur le systeme immunitaire de la progéniture.
(Lemke & Lange, 1999; Lemket al 2004; Hasselquist and Nilsson, 2009). Récemment,
plusieurs études ont montré que les effets épigénétiques pouvaient persister 3-4 générations
chez les mammiferes (Gluckman al 2007; Jablonka et Raz, 2009), 10-15 générations ont

été rapportées chez les insectes et méme jusqu'a 10-40 générations chez les nématodes

Caenorhabditis elegan@ablonka et Raz, 2009).

La relation entre I'environnement, les phénomenes épigénétiques et les effets
transgénérationnels a été un pilier de la recherche génétique de ces dernieres années et a

récemment recu une grande attention de la part des chercheurs écologues (Bbosddorf
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2008) et évolutifs (Pigliucci, 2007). Du coup, le transfert transgénérationnel épigénétique est
I'un des sujets les plus explorés. Néanmoins, l'effet de dépbét maternel de substances
physiologiques dans I'ceuf reste tres peu étudié. Les physiologistes ont étudié la fagon dont le
transfert maternel de ces facteurs physiologiquement actifs pourrait influencer le phénotype
physiologique de la progéniture. Chez les espéces ovipares comme les reptiles, les
amphibiens, les oiseaux et certains poissons, le développement de I'embryon se produit dans
un environnement d'ceuf autonome, dont les caractéristiques sont la conséquence directe de la
situation de la mere au moment de la formation de I'ceuf (McNabb, 1988; &arate2002;

Poisbleau et al2009).

Dans cette thésd,expérience a été réalisé pour mettre en évidence I'existence d'une
transmission epigénétiqgue d’anticorps de la génération GO jusqu'a la génération G2 et

limpact de cette transmission épigénétique sur la réponse immunitaire des individus.

3. Transfert d’anticorps grand-maternels

D'apres I'étude menée par Lendteal (2004), les anticorps maternels peuvent étre transmis

sur plusieurs générations guvent étre un messager transgénérationnel non génétique

Dans cette thése, pour tester cette hypothése, les grand-méres ont été soumises a deux
traitements immunitaires (voir méthodes) et nous avons regardé comment ce traitement
affectait la capacité des futures meres a transmettre des anticorps dans le jaune d'ceuf
contenant la génération G2. Si l'anticorps maternel constitue un messager intergénérationnel
sur plussieurs générations, nous pouvons prédire que la concentration en anticorps anti-KLH
dans le jaune d’ceuf serait plus importante dans les ceufs issus des grand-meres maternelles
injectées au KLH en comparaison des grand-méres injectées avec le sérum physiologigque.

Cependant, dans cette étude, notre résultat montre que la concentration en anticorps anti-KLH
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dans le jaune d'ceuf n'est pas significativement affectée par les traitements des grand-meéres

(Figure 14 ; modéle mixte; i~ 0.58, P = 0.45; Annexe II).

0,7

06 -

0,5 1

04 -

0,3 1

laid by F1 females

0,2 4

Anti-KLH Ab levels in eggs

0,1 4

0,0

KLH-injected Sham-injected

Treatment of FO females

Figure 14: Moyenne *erreur standard (SE) des niveaux anti-KLH d’anticorps dans le jaune d'ceuf des
grand-meres injectées par I'antigene KLH et des grand-méres injectées par la solution saline PBS.

4. Réponse humorale de la génération G2

Nos connaissances sur les codts de la réponse immunitaire a long terme sont tres limitées,
méme si le stress oxydatif et les pathologies immunitaires sont des facteurs ayant le potentiel
de réduire I'espérance de vie (Hansseal. 2004; Hasselquist & Nilsson, 2009). En outre, on

sait peu sur les effets synergiques ou antagonistes possibles entre les difféerents

investisements maternels dans I'ceuf, par exemple, les anticorps maternels, les hormones et
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les caroténoides (Bloumt al 2002), qui peuvent affecter I'équilibre entre les colts et les

avantages du transfert d’anticorps maternels dans des conditions différentes.

e La transmission transgénérationnelle des immunoglobulines, qui ont le potentiel de
modifier le phénotype de la descendance et dont la transmission peut donc étre
considérée comme un processus épigénétiqgue (Lemke et al 2004; Poulin et Thomas,
2008), est intéressante et stimulant et mérite une étude plus approfondie.

* Le mécanisme de protection des anticorps transgénérationnels serait particulierement
important pour la qualité et la survie du nouveau-né, méme si cela peut étre troqué

contre les codts potentiels a long terme sur la progéniture.

Danscette thése, nous avons analysé la concentration en anticorps anti-KLH dans le plasma
des poussins G2 en relation avec le traitement immunitaire des grand-meres maternelles (voir
chapitre 1). La réponse immunitaire secondaire des poussins est significativement affectée par
le traitement immunitaire des grand-meres biologiques comme le montre linteraction
significative entre la vaccination des grand-méres biologiques et I'dge du poussin (Modéle
mixte: Fs246= 2,89; P= 0,004). A 21 et 35 jours, les poussins ont recu une injection en KLH.
Une réponse immunitaire primaire apparait a 28 jours et une réponse immunitaire secondaire
a 49 jours. Lors de la réponse secondairé™@®@ur), les poussins issus de grand-méres
biologiques ayant recu une injection en KLH ont une concentration en anticorps anti-KLH
supérieure aux poussins descendant de grand-meres ayant recu une injection en PBS (Figure

15 ; Annexe lll).
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Figure 15 : Réponse immunitaire humorale des poussins G2 suite a l'injection de KLH a 21 et 35
jours, mesurée par le niveau d’'anti-KLH en fonction de I'age pour les poussins G2 qui avaient une
grand-mére maternelle injectée avec le KLH (points noirs) et les poussins G2 qui avaient une grand-
mere maternelle injectée avec le PBS (points blancs).
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CONCLUSIONS GENERALES

Le pigeon biset s’est révelé étre un modele d’étude extrémement riche en enseignements. Sa
proximité avec 'homme et leurs caractéristiques écologiques et comportementales, ainsi que
la facilité de leur élevage présentent de grandes potentialités pour la compréhension des effets
maternels et grand-maternels. De plus, depuis longtemps le pigeon est un modéle en

immunologie et en physiologie.
1- transfert des anticorps maternels et leurs persistances

Tout d'abord, I'étude (I) nous montre que le transfert d’anticorps maternels n’est pas

seulement affecté par I'environnement antigénique des meres mais également par la
disponibilité en nourriture, suggérant un colt du transfert d’anticorps pour les meres. La
persistance d’anticorps maternels n’était, quant a elle, pas affectée par la disponibilité en

nourriture.

Par ailleurs, nos résultats renforcent I'idée qu’il n’existe pas de transfert postnatal d’anticorps
maternels en tout cas pas d’lgY. En conséquence, ce résultat suggere soit que le lait de jabot
ne contient pas d’anticorps ou soit que ces anticorps ne traversent pas la barriére intestinale du

poussin pour atteindre la circulation sanguine, en accord avec le travail de Jacqui0E?.al

D’un point de vue physiologique, la nutrition joue ainsi un réle central dans la régulation du
systeme immunitaire. Les résultats de nos études ont montré que la limitation de la nourriture
semble étre un facteur important qui diminue le transfert d’anticorps maternels (Bouliner &
Staszewski, 2008). Ce résultat est en désaccord avec des études précédentes @asparini
2007; Boost & Robert, 2012) ou la mére avec une limitation de nourriture transférait plus
d’anticorps maternels a ses petits. Les résultats de notre étude (Annexe |) suggerent que la

persistance des anticorps anti-KLH maternels semble n’étre affectée que par le niveau initial
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d’anticorps maternels présents dans les poussins a 3 jours d’age. Ce résultat est en accord
avec le travail de Grindsta#ft al. 2010 ou le taux initial des anticorps maternels des jeunes

est important pour la persistance de ces anticorps. De plus, nous n‘avons pas trouvé d'effet du
traitement alimentaire sur cette persistance, ce qui peut suggérait qu'il n'est pas colteux en
énergie de maintenir les anticorps maternels pour les nouveau-nés et que l'apport alimentaire

n‘augmente pas la capacité des jeunes a cataboliser les anticorps maternels.

2. Effet des anticorps maternels dans la résoltution du trade-off entre la réponse

immunitaire et la croissance.

Nos travaux (Annexe Il) ont montré que la croissance des poussins était positivement corrélée
avec la disponibilité en nourriture. De pl®us avons pu montrer I'importance des anticorps
maternels en interaction avec la disponibilit¢ en nourriture dans la mise en place des
résistances immunitaires. Nos résultats obtenus suggérent que les anticorps prénataux
bloquent la réponse immunitaire du jeune contre la KLH de maniere spécifique, ce qui est
couramment trouvé chez les oiseaux (Staszewtsil. 2007; Jacquiet al. 2012). Mais cet

effet inhibiteur n’aurait pas de répercussion positive sur la croissance des poussins comme

prédit par la théorie des trade-offs.

En effet, contrairement a nos prédictions, nous avons trouvé que les anticorps maternels
entrainaient des répércussions négatives sur la croissance (Annexe 1l). Nos résultats suggerent
plutét que la réception d’anticorps maternels entrainerait certains coQts pour les poussins en
termes de croissance et ne permetteraint pas d'économiser I'énergie d'une réponse immunitaire
colteuse. Ceci est cohérent avec une étude précédente sur les pigeons dans laquelle nous
avons trouvé, sur un échantillon de taille plus petite, que I'anticorps maternel postnatal

pourrait nuire a la croissance (Jacquin et al. 2012).

70



3- Transfert de 'immunité sur plusieurs générations

L’évolution d’un mécanisme de transfert multi-transgénérationnel d'immunité est trés peu
étudiée dans des populations naturelles (en particulier dans le cas du transfert d’anticorps).
Les anticorps constituent un support de I'information phénotypique qui peut étre transmis a
travers les générations, c'est-a-dire que les modifications héritables de I'expression des genes
ne sont pas dues a des variations génétiques (Richards, 2006). Cette résistance aux parasites
est héritée de maniére non-génétique et a ensuite été transmise sur plusieurs générations, ce
phénotype serait donc peut-étre la résultante d’'un phénomeéne épigénétique dans le cadre
d'une interaction écologique (interaction héte-parasite) et on pourrait donc avancer
I'existence d’'un phénoméne microévolutif par le biais de I'héritabilité inclusive (Danchin &

Wagner, 2010).

L’annexe Ill améne des résultats originaux dans ce contexte. Bien que nos résultats ne
permettent pas de mettre en évidence que la concentration en anticorps anti-KLH dans le
jaune d’ceuf est affectée par les traitements immunitaires des grand-meres, nous trouvons des
résultats intéressants de l'impact de I'exposition des grands-meres maternelles sur les petits-
enfants. En effet, les poussins issus de grands-meres biologiques ayant recu une injection en
KLH ont une concentration en anticorps anti-KLH supérieure aux poussins descendant de
grand-méres ayant recu une injection en PBS. Notre étude mettrait donc en évidence
I'existence d’effets grand-parentaux sur 'immunité qui peut avoir d’importantes implications

en écologie et en évolution des traits d’histoire de vie et des interactions hotes-parasites.
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PERSPECTIVES

L'héritabilité génétigue entre une grand-meére et ses descendants ne fait pas de doute.
Cependant d'autres mécanismes d'héritabilité comme une transmission épigénétique existent
et sont encore assez mal connus. Des études supplémentaires seront nécessaires pour montrer
I'existence d'une transmission épigénétique des anticorps anti-parasitaires d'une femelle
(génération GO) jusqu'a la génération G2 ou a la génération G3. Cependant ce mécanisme
d'héritabilité est encore récent et demande a étre approfondi. Il serait intéressant d’apporter
plus d’informations sur I'effet de transfert d’anticorps maternels a long terme en interaction
avec un autre effet maternel sur la maturité du systéme immunitaire chez les descendants. De
plus, il serait intéressant d’évaluer I'intérét du transfert d’anticorps maternels a long terme sur

la protection et la qualité des petits poussins.

D’un point de vue immunologique, certaines hormones telles que la testostérone ou les
corticostérones peuvent inhiber la réponse immunitaire (Muller, 2004; RubbEhi2005).
Du coup, il serait aussi intéressant de mettre en évidence le réle de différents effets maternels
de la mere et/ou grand-mere qui peuvent, en interaction, s’annuler I'un l'autre (testostérone ou
les corticostérones / anticorps), ou se renforcer. Une étude supplémentaire sur l'effet des
grand-meéres est nécessaire pour mettre en évidence un réel effet bénéfique sur la
reproduction, la survie de la progéniture, son taux de croissance ou le sex-ratio. Récemment,
les travaux de Grahast al (2010) ont montré que le systeme immunitaire est un facteur trés
important pour la survie en populations naturelles pour les juvéniles qui sont souvent exposes
aux parasites. Cette hypothese postule que les meres ayant une concentration plasmatique plus
forte en ANA (acides anti-nucléique) produisent moins de jeunes mais alloueraient

préférentiellement leur énergie pour mieux survivre (Gralanal. 2010). Des études
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supplémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre I'impact des effets maternels sur

la valeur sélective des jeunes et sur I'évolution des effets parentaux.
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Abstract

The ability of mothers to transfer antibodies (Abs) to their young and the temporal persistence of maternal Abs in
offspring constitute important life-history traits that can impact the evolution of host-parasite interactions. Here, we
examined the effects of food availability and parental immunization on the transfer and persistence of maternal
antibodies in nestling pigeons (Columba livia). This species can transmit maternal Abs to offspring before hatching
through the egg yolk and potentially after hatching through crop milk. However, the role of this postnatal substance in
immunity remains elusive. We used a full cross-fostering design to disentangle the effects of food limitation and
parental immunization both before and after hatching on the levels and persistence of maternal Abs in chicks.
Parents were immunized via injection with keyhole limpet hemocyanin antigens. Using an immunoassay that
specifically detected the IgY antibodies that are known to be transmitted via the yolk, we found that the levels of anti-
KLH Abs in newly hatched chicks were positively correlated with the levels of anti-KLH Abs in the blood of their
biological mothers. However, this correlation was not present between chicks and their foster parents, suggesting
limited IgY transfer via crop milk to the chick’s bloodstream. Interestingly, biological mothers subjected to food
limitation during egg laying transferred significantly fewer specific maternal Abs, which suggests that the transfer of
antibodies might be costly for them. In addition, the persistence of maternal Abs in a chick’s bloodstream was not
affected by food limitation or the foster parents’ anti-KLH Ab levels; it was only affected by the initial level of maternal
anti-KLH Abs that were present in newly hatched chicks. These results suggest that the maternal transfer of Abs
could be costly but that their persistence in an offspring’s bloodstream may not necessarily be affected by
environmental conditions.
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Introduction

The immune systems of newly born offspring are not entirely
mature and therefore cannot provide complete protection when
pathogens are first encountered in the external environment
[1]. The transfer of maternal antibodies (Abs) may thus have
evolved as a way to reduce the negative impact of pathogens
on immature juveniles [2]. This transgenerational source of
immunological plasticity has received growing attention as it is
a widespread phenomenon with broad implications [1,3,4]. In
vertebrates, maternal Abs can be transferred to young either
before birth via the egg yolk or the placenta and/or after birth
via the colostrum and milk [1]. Maternal Abs have been shown
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to affect juvenile immunity at different time scales [5,6] (but see
7.,8), directly participate in a juvenile’s immune response to
antigens [9—11], impact fitness [3,4] (but see 7), and potentially
influence the dynamics of host-parasite interactions [12]. The
transfer of maternal Abs might thus be a crucial life-history trait
that can shape the evolution of host-parasite interactions at
different evolutionary time scales [5-7].

Individuals vary greatly in the amount of maternal Abs they
transfer to their offspring, but the evolutionary forces shaping
this variability are still poorly characterized [13]. In this study,
we focused on two types of variation associated with this
important life-history trait: 1) the initial amount of maternal Abs
transferred prenatally, and 2) Ab persistence in the offspring’s
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bloodstream after hatching. Indeed, previous work suggests
that females with similar levels of Abs in their bloodstreams
may nonetheless differ in their ability to transfer those Abs [13].
Additionally, the temporal persistence of maternal Abs in the
offspring’s bloodstream has recently been shown to be highly
variable among species, with a higher level of persistence
being associated with a longer period of time during which
protection may be conferred to nestlings [14]. Maternal Ab
persistence, as well as the rate of initial transfer, might thus be
under selective pressure. The temporal persistence of Abs in
an offspring’s bloodstream is known to be affected by the initial
amount of maternal Abs it receives [15], which is itself directly
linked to the Ab level in maternal blood [16]. Furthermore,
because offspring have the ability to catabolize maternal Abs
and thus affect their temporal persistence, environmental
conditions that affect physiological processes are likely to play
an important role in offspring immunity. As a consequence, the
persistence of maternal antibodies might be shaped by
selective forces acting on both parental and offspring
phenotypes, while the ability of mothers to transfer Abs might
be shaped by selective forces acting on adult females alone
[3]. However, little is known about the factors affecting the
ability to transfer maternal Abs, the temporal persistence of
maternal Abs in juveniles, and the energetic costs for females
and offspring.

Our study focused on two environmental factors that may
affect maternal Ab transfer and persistence: variation in food
availability and parental exposure to parasites. If transferring
Abs is costly, mothers in poor nutritional condition may be less
capable of transferring maternal Abs to their offspring.
Similarly, Abs may persist for shorter time periods in juveniles
in poor nutritional condition if Ab maintenance incurs costs. In
contrast, if poor food availability means that future residual
reproductive value is diminished, individuals in poorer condition
may invest more heavily in current reproductive efforts and
thus transfer larger amounts of maternal Abs that will persist
longer. Support for this idea comes from a study in which
kittiwake (Rissa tridactyla) mothers transferred higher levels of
maternal Abs into their eggs when their food intake was
experimentally reduced [17]. Likewise, in the Indian meal moth
(Plodia interpunctella), mothers in poor nutritional condition
increased the transfer of maternal resistance to juveniles [18].
In contrast, in the Japanese quail (Coturnix japonica), protein
manipulation had no effect on the transfer of maternal Abs into
eggs [19]. However, nothing is known about the effect of food
availability on the persistence of maternal Abs in juveniles. We
alternatively expect that increased food intake could increase
the ability of young to catabolize maternal Abs and may thus
decrease the persistence of maternal Abs. Also, young in
better condition may show higher growth rates, which could
dilute their maternal Ab levels and thus decrease their
persistence.

In bird species that are able to transmit postnatal immune
substances through crop milk, postnatal parental exposure to
parasites may increase the level of parental Abs transferred via
crop milk, which, in turn, could contribute to the persistence of
parental Abs in the offspring’s blood. Indeed, in many mammal
species (such as rodents) postnatal Abs enter neonatal blood
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circulation after being transported across the intestinal
epithelium [20]. In humans, in contrast, colostrum and milk are
mainly composed of immunoglobulins A (IgAs), which are
believed to play a central role in protecting the gut against local
infections but do not cross the intestinal epithelium to reach
neonatal circulation [20]. It is therefore possible that parental
Abs transferred after birth by those bird species able to
produce crop milk may significantly increase the levels of
maternal Abs circulating in juveniles and prolong Ab presence
as juveniles age, a phenomenon that is known to occur in
certain mammal species [21,22].

To test these hypotheses, we used a cross-fostering
experiment to test the effect of food supplementation and
parental immunization on Ab transfer and persistence in feral
pigeons (Columbia livia). These columbid birds feed their
chicks crop milk [23], a lipid-rich substance produced in their
crops that is known to contain nutritive and growth factors [24]
as well as carotenoids [25] and immunoglobulins [26], and that
may have a role in offspring immunity [6]. This bird model thus
offers us a unique opportunity to investigate the relative effects
of pre- and postnatal variation in food availability and parental
immunization on initial Ab levels in offspring blood and the
persistence of maternal Abs over time. We have previously
shown that parental immunization before egg laying can affect
the juvenile immune response after hatching and the total
immunoglobulins present in crop milk in this species [6].
However, it is still unclear how environmental factors such as
prenatal and postnatal food availabilty and parental
immunization interact to shape Ab transfer amounts and Ab
persistence in young.

Materials and Methods

Study populations

A total of 120 adult feral pigeons (60 females and 60 males)
were captured with trap cages at three suburban locations near
Paris in 2010 by the SACPA Company (France) with the
agreement of local authorities (no specific permission was
required). They were kept in 10 outdoor aviaries (2.20 m x 2.20
m) at the CEREEP field station (CEREEP-Ecotron lle-de-
France, UMS 3194, Ecole Normale Supérieure, St-Pierre-les-
Nemours). Each aviary contained six males and six females.
On the day of clutch completion, the two eggs of each clutch
were cross-fostered with another nest with a similar laying date
(x 1 day) to create experimental groups of chicks differing in
the prenatal and postnatal parental immunization and food
availability treatments experienced by biological and foster
parents.

Food treatment

The food limitation treatment was initiated two weeks before
the immunization treatment. Sixty pigeons (in five aviaries)
were food limited (“food-limited group”): they were fed 30 g of
wheat per day per individual, which corresponds to the basal
food quantity used to maintain non-breeding pigeons [27].
When the chicks in this group hatched, no food was added
during their first week of life. During their second week of life,
15 g per chick per day were added. From the third week
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onwards, 30 g per chick per day were added. Sixty other
pigeons (in five aviaries) were fed a mixture of corn, wheat, and
peas ad libitum (“ad libitum food group”). All pigeons were
provided with mineral grit and vitamin-supplemented water.
Such food regimes have previously been shown to significantly
affect reproduction and condition in adult feral pigeons [28].

Parental and chick immunization treatment

The immunization treatment started two weeks after the
beginning of the food treatment. The antigen-injected group
consisted of 60 birds (three breeding pairs chosen randomly in
each aviary) that received a subcutaneous injection of a 100-uL
solution containing 0.5 mg.mL" keyhole limpet hemocyanin
(KLH). KLH is a natural protein that birds do not encounter in
their natural environment, and it is therefore used to stimulate
an immune response to a novel antigen [8,29,30]. It is a
copper-containing respiratory protein derived from the keyhole
limpet (Megathura crenulata) [31]. It stimulates a strong Ab
response but does not trigger a severe inflammatory or
pyrogenic response as do many other immunogens [32]. The
sham-injected group consisted of the 60 remaining birds that
were injected with phosphate-buffered saline (PBS). A second
injection was performed two weeks later to ensure that blood
anti-KLH Ab levels differed between antigen- and sham-
injected treatment groups. Then, we monitored the nests daily
in order to record laying and hatching dates. Females were
captured twice to collect blood samples, once at the time of
egg laying (1.6 + 0.5 days after egg laying) and once at the
time of hatching (3.1 = 0.5 days before hatching). Blood was
taken from the brachial vein using a sterile syringe, and the
sample was used to assess anti-KLH Ab levels in adult blood at
the time of egg laying and hatching. As fathers also fed
offspring with crop milk and were thus possibly transferring
Abs, we collected blood samples from males to assess their
anti-KLH Ab levels at the time of hatching. To examine the
persistence of parental anti-KLH Abs in offspring, we collected
blood samples from chicks as they aged at 3, 7, 14, and 21
days post-hatching. All blood samples were centrifuged, and
the plasma was stored at -20°C until immunological assays
could be conducted. It should be noted that clutches were laid
64.46 + 2.23 days after the beginning of the food treatment and
50.46 * 2.23 days after the beginning of the immunization
treatment. These intervals did not differ significantly between
food and immunization treatment groups (all P-values > 0.05).

Anti-KLH antibody assay

Anti-KLH IgY Ab levels in the plasma samples were assayed
using the method described in [13]. High-binding plates (96
wells, flat bottom, Microlon® 600; cat. 655101, Greiner Bio-
One, Germany) were coated overnight at 5°C with 100 pL of
KLH (40 pug.mL" in 50 mM carbonate/bicarbonate buffer, pH
9.6) and then washed five times with PBS (0.1 M, pH 7.4).
Wells were blocked with 200 pL of a 3% milk powder-PBS
solution (dried milk obtained from Régilait Bio) for two hours at
room temperature with agitation. After five washings, 100 L of
plasma (dilution 1/500) diluted in a 0.5% milk powder-PBS
solution were added to the wells. Plates were then incubated
overnight at 4°C. After washing, 100 pyL of rabbit-anti-pigeon
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IgG conjugated to horseradish peroxidase (10 mg/ml in PBS,
pH 7.2, Nordic Immunology, Netherlands) and diluted in a 0.5%
milk powder-PBS solution (dilution 1/5000) were added to the
wells; the plates were then incubated for two hours at room
temperature. After washing, 100 pL of ortho-phenylenediamine
(OPD) (Sigma-Aldrich, USA) were added to the wells. The
reaction was stopped after 10 minutes by adding 50 pL of HCI
(1 M). Plates were then read at 490 nm using a microplate
reader (Model 680, Bio-Rad Laboratories, UK). A panel of
samples from another experiment was used to estimate the
repeatability [33] of sample Ab values between plates (N = 56,
Fss55 = 55.8, P < 0.001, r = 0.96) as well as within plates (N =
31, Fy3 = 21.3, P < 0.001, r = 0.89); the results showed that
this method reliably measures anti-KLH Ab levels. A mixture of
several pigeon samples was serially diluted and added to all
plates to standardize the relative Ab concentrations of all the
samples. The relative concentration of anti-KLH Abs in the
samples was log transformed and is referred to hereafter as
the anti-KLH Ab level.

Ethics statements

This study was carried out in strict accordance with the
recommendations of the European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and
Other Scientific Purposes (revised Appendix A). All
experiments were approved by the “Direction Départementale
des Services Vétérinaires de Seine-et-Marne” (authorization
No. 77-05). This study does not involve endangered or
protected species.

Statistical analyses

We obtained blood samples at four different ages for 58
chicks. These chicks came from the 31 biological nests and 29
foster nests for which anti-KLH Ab levels of biological and
foster parents were available. To test whether the initial Ab
level in newly hatched chicks was affected by food limitation,
parental immunization, and parental Ab levels, we performed a
generalized mixed model in which the Ab level of 3-day-old
chicks was the response variable, the food treatment group of
the biological parents was an explanatory variable, and the Ab
levels of the biological mothers, foster mothers, and foster
fathers were covariates. As sibling chicks are not statistically
independent, we included the biological nest, nested within the
food treatment group of the biological parents, as a random
factor. To test whether the food treatment group and Ab levels
of foster parents affected maternal Ab persistence in chicks, we
performed a generalized mixed model in which chick anti-KLH
Ab level across time was the response variable, the food
treatment group of the foster parents and chick age (7, 14, and
21 days old) were explanatory variables, and the anti-KLH Ab
levels of 3-day-old chicks (i.e. initial amount of anti-KLH Abs
received from biological mothers) and the anti-KLH Ab levels of
foster fathers and mothers were covariates. Foster nest, nested
within the food treatment group of the foster parents, was
included as a random factor. The best-fitting models were
chosen using the AIC criterion. All statistical analyses were
performed using SAS (version 9.2).

November 2013 | Volume 8 | Issue 11 | €79942



Maternal Antibodies in Pigeons

Table 1. Output of the best-fit generalized mixed model that explains anti-KLH Ab levels in 3-day-old chicks.

Effects DF F P-values
Anti-KLH Ab level of the biological mother 1,19 2.29 0.15
(Anti-KLH Ab level of the biological mother)? 1,19 19.10 0.0003
Food treatment experienced by the biological mother 1,30 5.40 0.03

The quadratic anti-KLH Ab level of the biological mother and the food treatment experienced by the biological mother were significant main effects in this model. All models

involving interactions or the anti-KLH Ab levels of the foster parents had higher AlCc values (>2) than the model presented here.

doi: 10.1371/journal.pone.0079942.t001

(=2}

—@— Ad libitum biological parents
--0O-- Food-limited biological parents

Anti-KLH Ab level in 3-days-old chicks

Anti-KLH Ab level in biological mothers

Figure 1.

Positive quadratic relationships between anti-KLH Ab levels in 3-day-old chicks and their biological

mothers. Dot color indicates food treatment (white = food-limited; black = ad libitum).

doi: 10.1371/journal.pone.0079942.g001

Results

KLH-injected adults had higher anti-KLH Ab levels than
sham-injected adults at the time of egg laying in the case of
biological mothers (Student’s t-test, t;, = 6.24, p < 0.0001) and
at the time of hatching in the case of foster parents (mothers
and fathers pooled: t;; = 3.08, p = 0.003), which shows that
antigen injection triggered a significant humoral immune
response in parents. We found a positive, quadratic
relationship between anti-KLH Ab levels in biological mothers
and those in 3-day-old chicks (Table 1, Figure 1), which
provides evidence that the amount of Abs transferred to
offspring was a function of the amount circulating in the
mother’'s blood at laying. In addition, for a given level of
circulating maternal Abs, 3-day-old chicks from food-limited
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biological mothers had lower Ab levels than chicks from ad
libitum biological mothers (Table 1, Figure 1). There was no
relationship between the Ab levels of foster mothers and
fathers and the Ab levels of 3-day-old chicks (Table 1).

The persistence of maternal anti-KLH Abs was only affected
by the initial level of maternal Abs found in 3-day-old chicks
(Table 2, Figure 2). Chicks with higher anti-KLH Ab levels at 3
days of age (corresponding to those coming from immunized
biological mothers; see Figure 1) showed a stronger decline in
anti-KLH Ab levels over time but those levels were nonetheless
higher at 7, 14, and 21 days of age than those in chicks coming
from non-immunized biological mothers (Figure 2). Accordingly,
in chicks coming from immunized biological mothers, there
were significant positive correlations between chick anti-KLH
Ab levels at 3 and 7 days (N = 30, r = 0.95, p < 0.0001), 3 and
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Figure 2. Persistence of maternal anti-KLH Abs in chicks as they age. For illustrative purposes, we split the chicks into two
categories on the basis of the median 3-day-old anti-KLH Ab level: chicks that have received high levels of maternal anti-KLH Abs
(Maternal Ab+; above the median) are represented by black dots and chicks that have received low levels of maternal anti-KLH Abs

(Maternal Ab-; below the median) are represented by white dots.

doi: 10.1371/journal.pone.0079942.g002

Table 2. Output of the best-fit generalized mixed model that
explains variation in anti-KLH Ab levels in chicks as they
age.

Effects DF F P-values
Initial anti-KLH Ab level at 3 days old 1,113 303.52 <0.0001
Chick age (7, 14, and 21 days) 2,113 4.30 0.03

Chick age x Initial anti-KLH Ab level at 3 days old 2,113 51.82 <0.0001

The interaction between chick age and initial anti-KLH Ab levels in 3-day-old chicks
was significant in this model. All models involving other interactions, the food
treatment, or the anti-KLH Ab levels of foster parents had higher AICc values (>2)
than the model presented here.

doi: 10.1371/journal.pone.0079942.t002

14 days (N = 30, r = 0.85, p < 0.0001), and 3 and 21 days (N =
30, r = 0.78, p < 0.0001, Figure 3). Neither the anti-KLH Ab
levels nor the food treatment experienced by foster parents
affected the persistence of anti-KLH Abs in chicks (main factor
or interaction; see Table 2).

Discussion

In this study, we first tested if food availability during egg
laying and the immunization of foster parents affected the
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maternal transfer of specific Abs to young chicks. As previously
reported [16], we found that the level of specific anti-KLH Abs
in young chicks was positively correlated with that found in
maternal blood during egg laying (Figure 1). Interestingly, the
shape of this correlation was quadratic, suggesting that the rate
of transfer increases as the level of anti-KLH Abs circulating in
mothers increases. Contrary to our prediction, the level of anti-
KLH Abs in 3-day-old chicks was not affected by the level
circulating in foster parents (mothers and/or fathers). This
result suggests either that parental crop milk did not contain
Abs or that such Abs did not cross the chick gut barrier to
reach the bloodstream. Previous studies have quantified total
Abs in the crop milk of pigeons [26]. The crop milk of columbids
contains mostly IgAs that are believed to play a local protective
role in the gut of young nestlings and only partially reach the
bloodstream [26]. In this study, we measured levels of specific
anti-KLH IgYs, not IgAs, in young, which may explain why the
immunization of foster parents did not affect offspring Ab
levels. Another recent study also failed to detect anti-KLH IgYs
in pigeon crop milk following immunization [6]. However, the
study also found that a parental immune challenge affected the
long-term humoral response of one-year-old juveniles [6]. This
finding suggests that postnatal transfer of immunity occurred by
means other than IgG transfer (likely IgA transfer) and affected
the long-term immune responses of nestlings. The next step to
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Figure 3. Positive relationship between anti-KLH Ab levels in 3- and 21-day-old chicks from immunized biological

mothers.
doi: 10.1371/journal.pone.0079942.g003

validate this hypothetical mechanism would be to quantify IgAs
in crop milk and the chick bloodstream.

Controlling for anti-KLH levels in biological mothers, we
found that the food treatment experienced during egg laying
significantly affected maternal Ab transfer (Table 1);
specifically, food limitation during egg laying significantly
decreased the amount of Abs transferred. In contrast to
previous studies [17,19], food limitation appears here to be an
important factor that decreases the maternal transfer of Abs, a
crucial life-history trait [1]. This discrepancy may be explained
by the fact that we examined specific Abs (anti-KLH) in our
study, whereas previous studies focused exclusively on total
Abs. Measuring total Abs can yield a different result since both
induced and non-induced Abs may be present [19,34,35]. Our
study suggests that the transfer of induced Abs might be costly
for females, an issue that is still debated. This cost might stem
from the accumulation of high levels of maternal antibodies in
eggs, which may constitute a significant resource drain for
ovulating females [1,36]. As a consequence, trade-offs may
occur with other life-history traits and strategic adjustments
may have evolved to cope with different environmental factors
such as pathogen exposure and food availability, which would
explain variation among females in Ab transmission ability. The
effect of food availability on the transfer of specific maternal
Abs identified in this study could have important consequences
for the ecology and evolution of host-parasite interactions.
Further experiments involving the manipulation of exposure to
natural antigens are now needed to investigate the trade-offs
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between maternal transfer ability and other life-history traits
[37].

The second objective of this study was to examine the
temporal persistence of maternal anti-KLH Abs in growing
chicks, which is an oft-neglected life-history trait [14]. To this
end, we examined the variation in anti-KLH Ab levels in chicks
as they aged (at 3, 7, 14, and 21 days). First, we found that Ab
level decreased strongly as a function of nestling age in chicks
that had received anti-KLH Abs from immunized parents
(Figure 2). As previously shown in the Japanese quail [15], the
duration of Ab persistence is predicted by the initial level of
maternal anti-KLH Abs received by chicks, as shown by the
positive relationship found between anti-KLH Ab levels at 3 and
21 days (Figure 3). As previously discussed, the temporal
persistence of Abs in nestlings was not affected by the
hypothetical transfer of postnatal Abs by foster parents. In
addition, we did not find any effect of the food treatment
experienced during growth on this persistence, suggesting that
it is not energetically costly to keep maternal Abs for offspring
and that food intake does not increase the ability of young to
catabolize maternal Abs. Recent studies have underscored the
importance of maternal Ab persistence and have shown that it
demonstrates interspecific variation that may be linked to
species longevity [14]. For instance, maternal Abs persist
longer in the longer-lived Cory’s shearwater (Calonectris
diomedea) than in the shorter-lived kittiwake (Rissa tridactyla)
[14,16]. Our study further emphasizes that studies on maternal
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Ab persistence should take into account the initial level of Abs
transferred by mothers.

In conclusion, our experimental study shows that although
food availability can affect the ability of mothers to transfer Abs
via the egg yolk to their chicks, it did not have a detectable
effect on the duration of Ab persistence in young chicks.
Furthermore, we did not detect a postnatal transfer of
circulating IgY Abs by foster parents to the chick bloodstream
through crop milk. Our study suggests that Ab transfer could be
costly for mothers and that food availability may contribute to
variation in the maternal ability to transfer Abs to young. Taken
together, these results suggest that the prenatal environment
might have a strong effect on an offspring’s circulating Ab
levels via the prenatal transfer of Abs by biological mothers,
whereas postnatal conditions might have less of an effect on
this trait. More studies are required to better understand
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Abstract

It is now widely acknowledged that mothers can transfer their own environmental experience
of parasitism to their progeny through the allocation of specific maternal antibodies (hereafter
referred as MatAb) that can shape their offspring phenotype and affect their fithess. However,
the importance of environmental variability in modulating such effects of MatAb is still
elusive. Using an experimental approach, we investigated how food availability interacted
with maternal antibodies to solve the trade-off between humoral immunity and growth in
young feral pigeonsQolumba livia). Results show that the inhibitory effect of maternal
antibodies on the humoral response of chicks was only detected in food-limited groups,
highlighting the importance of food availability in modulating maternal effects on humoral
immunity. In addition, body mass growth was higher in chicks receiving lower amounts of
maternal antibodies regardless of the food treatment. This contradicts previous studies and
suggests that the transfer of MatAb could entail some costs for chicks and reduce their
growth. Taken together these results reinforces the idea that MatAb play a central role in
shaping host life-history traits but that their adaptive value is highly dependent on the

environmental context in which they take place.

Keywords: humoral response, immune-ecology, maternal effects, transgenerational effects,
trade-off.
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Introduction

The transfer of antibodies from mothers to their offspring has now been well documented in
domesticated (Smith et al., 1994) and wild animals (Gasparini et al., 2001; 2002; Boulinier &
Staszewski, 2008; Garnier et al., 2012; 2013; Jacquin et al., 2013) and researchers have
started to investigate the adaptive significance of such transfer (Grindstaff et al., 2003;
Siegrist, 2003; Gasparini et al., 2006). For instance, maternally transferred antibodies
(hereafter referred as MatAb) confer passive protection to offspring by binding and
participating to the destruction of antigens encountered by the young. Since neonatal
vertebrates have limited ability to mount an immune response during the first days of their
life, maternal antibodies can provide an important protection against pathogens with
beneficial effects on fitness (Heeb et al., 1998; Buechler et al., 2002; Kristan, 2002;
Grindstaff, 2008).

A direct effect of this maternal protection is a reduction in the level of specific
antigens circulating in offspring blood, which in turn should inhibit the own synthesis of
antibodies by the offspring towards the same antigens (inhibitory effect). Therefore, it is
possible to indirectly measure the protective role of MatAb by examining the inhibitory effect
on the production of specific antibodies in offspring (Boulinier and Staszewski, 2008;
Gasparini et al., 2009). Using this approach, several studies confirm this adaptive effect of
MatAb in several species (Gasparini et al., 2009, Staszewski et al., 2007; Staszewski &
Siitari, 2010; Jacquin et al., 2012; Garnier et al., 2012; 2013). By reducing the intensity of the
humoral and innate immune response of the chick, MatAb may also reduce the energy
allocated to the immune system (Grindstaff 2008; Rutkowska et al., 2012), and therefore, may
postively impact the growth of offspring(e.g. Pihlaja 2006, Grindstaff 2008), constituting an
indirect beneficial effect of the inhibitory effect of MatAb (Boulinier & Stazsewski, 2008).
However, the intensity and adaptive value of such reallocation is likely to depend on the
amount of resources available for the chick, so that the effect of maternal antibodies on
offspring phenotype is likely to vary with environmental conditions and food availability.
However the effect of environmental heterogeneity on the effects of maternal antibodies is
still elusive.

Food availability encountered during early life has important effects on the
development of the immune system (Gasparini et al., 2006) and offspring growth (Hoi-Leitner
et al.,2001), and may affect the trade-offs between these two life-history traits. In particular,
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when food availability is low, energy is limited and trade-offs between growth and immunity

might be more detectable (Pihlaja et al., 2006). Under food limitation, we therefore expect
that juveniles might reduce their investment in their humoral immune response (e.g.
Bonneaud et al., 2003). Furthermore, we can also expect that the positive growth
consequences of the inhibitory effect of MatAb might be more pronounced under low food
availability conditions compared to high food availability conditions.

In this study, we tested these predictions by experimentally manipulating post-
hatching food availability and MatAb received by chicks in feral pigeons kept in captivity and
examining the chick’s immune responses and growth after antigen injection. In a previous
study, we showed that limited food availability reduces the transfer of MatAb in mothers
(Ismail et al., 2013). Here, we focused on the effects of food availability and MatAb on
chicks We investigated how food availability modulates the inhibitory effects of MatAb on
the humoral immune response of chicks and associated costs on growth. To this end, we
measured the immune response and growth of chicks injected with KLH antigen (Keyhole
Limpet Hemocyanin) in relation to food availability during rearing period (food availability of
foster parents) and the level of MatAb transmitted (estimated by the level of anti-KLH

antibodies at 3 days-old).

Materials and methods

Study populations

120 adult feral pigeons (60 females and 60 males) were captured with trap cages at three
suburban locations near Paris in 2010 by the SACPA Company (France) with the
authorization of local authorities. They were kept in 10 outdoor aviaries (2.20 m x 2.20 m) at
the CEREEP field station (CEREEP-Ecotron lle-de-France, UMS 3194, Ecole Normale
Supérieure, St-Pierre-les-Nemours). Each aviary contained six males and six females. On the
day of clutch completion, the two eggs of each clutch were cross-fostered with another nest
with a similar laying date (£ 1 dayp obtain experimental groups of chicks differing in
prenatal and postnatal parental immunization and food availability experienced by biological

and foster parents (see Ismail et al., 2013).
Food treatment

The food limitation treatment was initiated two weeks before the immunization treatment.

Sixty pigeons (in five aviaries) were food limited (“food-limited group”): they were fed with
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30 g of wheat per day per individual, corresponding to a basal diet necessary to maintain non-
breeding captive pigeons (Hawkins et 2001). When the chicks in this group hatched, no
food was added during their first week of life. During their second week of life, 15 g per chick
per day were added. From the third week onwards, 30 g per chick per day were added. Sixty
other pigeons (in five aviaries) were fed a mixture of corn, wheat, andagddstum (“ad

libitum food group”). All pigeons were provided with mineral grit and vitamin-supplemented

water.

Parental and chicks immunization treatment

The immunization treatment started two weeks after the beginning of the food treatment. 60
birds (three breeding pairs chosen randomly in each aviary) received a subcutaneous injection
of a 100pL solution containing 0.5 mg.mtKeyhole Limpet Hemocyanin (KLH) (antigen-
injected group). The 60 remaining birds were injected with phosphate-buffered saline (PBS)
(sham-injected group). A second injection was performed two weeks later to ensure that blood
anti-KLH Ab levels differed between antigen- and sham-injected treatment groups. Nests
were monitored daily to record laying and hatching dates. In a previous study, we showed that
the level of anti-KLH Ab in chicks at 3-days-old was a good proxy of the amount of MatAb
transferred to the chicks and that foster parents were not able to transfer anti-KLH IgY
antibodies after birth (Ismail et al., 2013). To estimate the amount of MatAb transferred, we
therefore collected blood samples from 3-days-old chicks. To examine the primary and
secondary humoral immune response, we injected all 21- and 35-days-old chicks
subcutaneously with 100kpsolution containing 0.5 mg.mtof KLH. We collected blood
samples from chicks across time, i.e. 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days post-hatching to follow
the dynamics of anti-KLH Abs following the injections. To examine growth during this time
period, we also measured body mass at &mbd collection to the nearest g, and wing size

and tarsus size to the nearest mm. Part of the blood was used for sex DNA extraction and sex
determination following Griffiths et al. (1998). Blood samples were centrifuged, and the
plasma was stored at -20°C for immunological assays. Overall, 104 chicks were sampled.

Anti-KLH antibody assay

Anti-KLH IgY Ab levels in the plasma samples were assayed using the method described in
Jacquin et al. (2012). High-binding plates (96 wells, flat bottom, Microlon® 600; cat. 655101,
Greiner Bio-One, Germany) were coated overnight at 5°C withul 08f KLH (40 pg.mL*
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in 50 mM carbonate/bicarbonate buffer, pH 9.6) and then washed five times with PBS (0.1 M,
pH 7.4). Wells were blocked with 200L of a 3% milk powder-PBS solution (dried milk
obtained from Régilait Bio) for two hours at room temperature with agitation. After five
washings, 10QL of plasma (dilution 1/500) diluted in a 0.5% milk powder-PBS solution
were added to the wells. Plates were then incubated overnight at 4°C. After washipl, 100

of rabbit-anti-pigeon IgG conjugated to horseradish peroxidase (10 mg/ml in PBS, pH 7.2,
Nordic Immunology, Netherlands) and diluted in a 0.5% milk powder-PBS solution (dilution
1/5000) were added to the wells; the plates were then incubated for two hours at room
temperature. After washing, 1QQ of ortho-phenylenediamine (OPD) (Sigma-Aldrich, USA)
were added to the wells. The reaction was stopped after 10 minutes by addingf5dCI

(1 M). Plates were then read at 490 nm using a microplate reader (Model 680, Bio-Rad
Laboratories, UK). A panel of samples from another experiment was used to estimate the
repeatability of sample Ab values between plates (N =&65E 55.8, P < 0.001, r = 0.96) as

well as within plates (N = 31,5531 = 21.3, P < 0.001, r = 0.89); the results showed that this
method reliably measures anti-KLH Ab levels mixture of several pigeon samples was
serially diluted and added to all plates to standardize the relative Ab concentrations of all the
samples. The relative concentration of anti-KLH Abs in the samples was log transformed and

is referred to hereafter as the anti-KLH Ab level.

Statistical analyses

To test the effects of food treatment and MatAb on humoral immune response and growth of
chicks, we performed four mixed models with anti-KLH Ab level, body mass, wing and tarsus
size of chicks as response variables. We included the food treatment during rearing period and
chick age (21, 28, 35, 42, 49 and 56 days) as explanatory variables and the anti-KLH Ab
levels in 3-days-old chicks (reflecting the amount of antibodies transferred) as a covariate. We
also added the sex of chicks as a cofactor. The foster nest and nestlings identities were
included as random factors. The best-fitting models were chosen using the AIC criterion. All

statistical analyses were performed using SAS (version 9.2).

Results

Food treatment during rearing period did not affect the dynamics of anti-KLH Ab production
in nestlings (Table 1), but anti-KLH MatAb had an inhibitory effect on the primary and
secondary immune response of chicks (significant MatAb x age interaction: Table 1) (Fig. 1).
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Chicks from thead libitum food treatment had a significant higher body mass, wing
and tarsus size than chicks from the restricted food treatment (Table 1). Furthermore, body
mass growth was significantly affected by the amount of maternal anti-KLH Ab transferred as
shown by the fact that the interaction between MatAb levels and food treatment was kept in
the best model according to théCAcriterion (Table 1). Indeed, in traa libitum treatment
group, chicks having received lower amounts of MatAb (MatAb-), were heavier than chicks
having received higher amount of MatAb (MatAb+; Fig. 2a, Mixed Modglsg= 3.76, P =
0.05). This difference was not found in the food restricted treatmepis 0.00, P = 0.98).

In addition, whatever the food treatment, chicks having received lower amounts of MatAb
(MatAb-), tend to have longer tarsus than chicks having received higher amount of MatAb
(MatAb+; Fig. 2b; Table 1)

Discussion

This study aimed at unraveling the role of food variability in modulating the effects of
maternal antibodies (MatAb) on life-history traits of young vertebrates. Results show that
MatAb had an inhibitory effect on the humoral response of young pigeons, as previously
reported in other species (Fig. 1; Staszewski et al., 2010). But interestingly, this inhibitory
effect did not interact with food availability. Contrary to previous studies reporting an
energetic cost of humoral immune response (e.g. Bonneaud et al., 2003), we did not find any
effect of food treatment on humoral immune response in young chicks. One potential
explanation is that when food availability is low, pigeon chicks might favor immunity rather
than body mass and size growth. This interpretation is consistent with the negative effect of
food restriction on body mass and wing and tarsus size of growing chicks found in our
studies. Overall, our results suggest that the role of MatAb in shaping humoral immunity is
really crucial in early life and does not depend of other important environmental factor such
as the amount of resources available in the habitat. These data reinforces the idea that MatAb
is playing a central role in neonates by modulating the immune response, and call for long
term studies to elucidate the consequences of this early environmental factor on adult fithess
and life-history strategies.

The second aim of our study was to investigate the effects of MatAb and food
availability on the trade-off between immunity and growth. We expected a higher growth of

chicks having received a higher amount of MatAb, because MatAb are supposed to save
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energy for growth by reducing the humoral immune response of chicks. Contrary to our
expectatbns, we found that body mass was highercliicks receiving lower amounts of
MatAb in thead libitum food treatment and that tarsus size tend to be longer in chicks
receiving lower amounts of MatAb whatever the food treatment (Fig. 2). This contrasts with
previous studies that either failed to detect an effect of MatAb on growth (Grindstaff et al.,
2006; Staszewski et al., 2007) or find positive effects of MatAb on growth (Heeb et al., 1998;
Grindstaff, 2008). Our results rather suggest that receiving MatAb entails some costs for
chicks in terms of body mass and do not enable to save energy from a costly immune
response. This is consistent with a previous study on pigeons in which we found, on a smaller
sample size, that postnatal MatAb could impair body mass (Jacquin et al., 2012). This study
provides the first experimental evidence of a cost associated with MatAb. As we performed a
cross-fostering experiment and swapped eggs between nests, this negative effect of maternal
antibodies on growth cannot be explained by differences in postnatal parental care (for
instance, differences in feeding rates). Although further studies will be necessary to decipher
the underlying mechanisms, this negative effect of MatAb on growth might be explained by
differences in nutrients or hormones packed into the eggs. Indeed, in 2008, Boulinier and
Staszewski suggested that MatAb transfer might represent a significant energy drain for
females since high amounts of antibodies are diverted from blood circulation into the eggs (10
to 20%). This could impact the ability of mother to transfer other substances, such as nutrients
or hormones, into the eggs, which could potentially impact offspring growth (Gasparini et al.,
2007). For instance, when vaccinated, mothers could transfer higher amounts of MatAb at the
expense of other proteins that could alter the growth of offspring. Future experimental studies
are required to examine such a trade-off between MatAb and another egg substance impairing
chick growth.

In conclusion, our results first show that food availability has the potential to modulate
the effects of MatAb on the humoral immune response of young feral pigeons. In addition,
results suggest a cost associated with MatAb transfer on offspring growth, although the
underpinnings of these costs remain to be determined. Altogether, this study reinforces the
idea that fluctuations in resource availability might strongly impact the effects of MatAb on
the ontogeny of life-history traits and that these factors might interact to shape the evolution

of host-parasite interactions in natural populations.
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Table 1. Output of the best-fit generalized mixed models explaining variations in anti-KLH
Ab levels, body mass, wing and tarsus size in chicks as they age in interaction with the food
treatment during rearing period and the level of maternal anti-KLH Ab levels at egg laying.
Sex was added as a cofactor. Non-significant interactions were removed step by step from the

final model according to the AIC.
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Fig. 1. Humoral immune response of chicks over time, measured by anti-KLH Ab level in
relation to maternal level of anti-KLH ab measured in chicks at 3 days-old. For illustrative
purposes, we split the chicks into two categories on the basis of the median maternal anti-
KLH Ab level at 3 days-old: chicks that have received high levels of maternal anti-KLH Abs
(MatAb+; above the median) are represented by black squares and chicks that have received
low levels of maternal anti-KLH Ab (MatAb-; below the median) are represented by white

dots.

Fig. 2. Chicks body mass (a) and tarsus size (b) as they age in relation to maternal level of
anti-KLH Ab and the food treatment. For illustrative purposes, we split the chicks into two
categories on the basis of the median maternal anti-KLH Ab level at 3 days-old: chicks that
have received high levels of maternal anti-KLH Abs (MatAb+; above the median) of the
restricted food treatment are represented by white squares, chicks that have received high
levels of maternal anti-KLH Abs (MatAb+; above the median) of dde libitum food
treatment are represented by black squares, chicks that have received low levels of maternal
anti-KLH Abs (MatAb-; below the median) of the restricted food treatment are represented by
white dots and chicks that have received low levels of maternal anti-KLH Abs (MatAb-;

below the median) of the ad libitufnod treatment are represented by black dots.
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Fig. 1.
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Fig. 2b.
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ANNEXE III

Multigenerational transfer of maternal antibodies and their effects on the

humoral immune response in urban pigeons (Columba livia
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Abstract

Maternal antibodies not only provide passive protection early in life but could also affect the
development of the juvenile’s immune response in the next generations. Here, we examined
this prediction in feral pigeons (Columba livia) by investigating the long term effects of
antigen exposure experienced by females on antigen-specific Abs transferred into egg-yolk of
their daughter and on the to the humoral immune response toward this same antigen in the
grand-childrerthe present study is illustrated by the fact that the levels of anti-KLH Abs were
affected by the chick age and by the interaction between prenatal immune challenge and chick
age. We found chicks from KLH-injected maternal grand-mothers had a higher humoral
response than chicks from sham-injected grand-mothers. However, this effect only concerned
the secondary humoral immune response because this effect was only significant after the
second KLH injection at 35 days; lower blocking effect observed in nestlings injected at 21
days of age could be due to their immature immune system compared to older nestlings
injected at 35 days of agenaking the effect of prenatal grandmother treatment less
detectable. We did not detect a significant effect of female KLH exposure on the ability of
their daughters to transmit anti-KLH antibodies into their eggs. Togettese data suggest

that matAbwould be a non-genetic messenger of the phenotype “parasite resistance” over
several successive generations but our results therefore suggest that there is an epigenetic
effect induced by parasites exposure that affects the immune system of offspring over more

than one generation.

Keywords: maternal antibodies, immune response, generation, feral pigeon.
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Introduction

Maternal effects occur when a mother’s phenotype, including her environmental experience,
has a direct modulating effect on the phenotype of her youhgVlaternal antibodies of
vertebrates are a good example of maternal effects because they are directly transferred from
the mother to the offspring (through the placenta in mammals or though the egg yolk in birds),
and are known to affect the phenotypic traits of the young. However, the adaptive value of
such transfer remains controversial because the selective processes shaping the evolution of
this transfer in wild populations are still unclear. The level of antibodies found in the egg yolk
and in the young are correlated with the level of maternal antibagig fnd the intensity

of this transfer can be affected by the condition of mothes][ and by the presence of
parasites in the maternal environmeht7], 8, 9]. These studies thus suggest that mothers are
able to adaptively adjust the level of antibodies transmitted depending on their environment
and their physiological state. Maternally transferred antibodies might not only confer a
passive protection to their youngo[ 11], but could also affect the development of their
immune response at different time scaley.[Based on studies of mice and rats, a long term
beneficial effect of matAb on offspring intrinsic immune system has been proposed
[13, 14, 9]. Indeed, it has been recently suggested that specific maternal antibodies may

educate the nestling immune system i3, 16, 14, 17, 18, 19]

In addition, some studies suggest that the effect of maternal antibodies could span over
several generationg4]. The mechanism proposed is that matAbs either act as internal image
[15] or induce idiotypic network interactiongo] in the developing immune system of the
neonate, priming it to the antigen repertoire to which the mother has been expipséd |

this case, the immune experience of the grand-mother may influence the immune system of
the mother, which could in turn influence the immune system of their grandchild through

transgenerationnal immune priming effects.

In this context, the phenotypic level of parasite resistance induced by the educational
properties of maternal antibodies is a non-genetically inherited phenotype from mothers and
therefore constitutes a good example of an epigenetic effect. We define epigenetic as the
inheritable modifications of genes expression without changes in the underlying DNA
sequences2f, 22]. Currently, the evolutionary importance of epigenetics effects in the
inclusive heritability has been investigated and mainly focused on cultural heritatslity [

and on DNA switch-off §4]. Here, we hypothesized that specific maternal antibodies would
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be a non-genetic messenger of the phenotypic level of parasite resistance over several
successive generations. This non-genetically inherited phenotype can therefore be under
natural selection only if the phenotype is transmitted over more than one genesjtidhip
hypothesis therefore predicts that the humoral immune response towards a specific antigen of
juveniles is positively linked to the maternal grand-mother exposure towards this same
antigen. In addition, we should observe that daughters of antigen exposed mothers transfer
more antibodies into their eggs than non-exposed mothers. Alternatively, if we did not detect
any impact of the maternal grand-mother exposure towards this same antigen on mothers
ability to transfer antibodies and on juvenile immune response, we may conclude that
antibodies may not constitute the intergenerational messenger of inheritable phenotype and
can be considered as an adaptive plasticity of parasite resistance between two successive

generations.

In this study, we tested this prediction in feral pigeo@lymba livia) by
investigating the long term effects of antigen exposure experienced by FO grand-mothers on
the antigen-specific antibodies transferred into the egg-yolk of their F1 daughters and on the
humoral immune response towards this same antigen in their F2 grand-children. We injected
hdf of the FO females with an antigen (Keyhole Limpet Haemocyanin- KLH) (antigen-
injected group) or with a neutral solution (sham-injected group). Parents in generation F1
were all injected with KLH antigen. We then collected all eggs laid by the F1 daughters in the
first year of reproduction and measured the amount of anti-KLH antibodies transferred into
these eggs. We then injected the F2 generation with KLH to measure their humoral immune
response against KLH. We first predicted that eggs laid by the F1 daughters of KLH-injected
FO mothers contained more anti-KLH antibodies than those laid by the F1 daughters of sham-
injected FO mothers. Second, we predicted that F2 chicks from KLH-injected FO maternal
grand-mothers would mount a stronger humoral immune response than F2 chicks from sham-

injected FO maternal grand-mothers.

Materials and methods
Study species

The experiment was conducted between 2010 and 2012; 120 adult feral pigeons (60 females

and 60 males) were captured from three suburban locations near Paris and transported into 10
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outdoor aviaries (2.20 m x 2.20 m) located at the CEREEP $igltion (CEREEP-Ecotron
lle-de-France, UMS 3194, Ecole Normale Supérieure, St-Pierre-les-Nemours). Each aviary
contained six males and six females in similar conditions. These birds captured in the field
constitute the FO generation. Female feral pigeons usually lay 2 white eggs per hatch that both

parents will incubate alternately for 18-19 days.

Experimental procedure
FO grand-mothers

The FO generation immunization was performed in 2010. The KLH-injected group consisted
of 60 birds (three breeding pairs chosen randomly in each aviary) that received a
subcutaneous injection of a 1Q0- solution containing 0.5 mg.mt keyhole limpet
hemocyanin (KLH). KLH is a natural protein that birds do not encounter in their natural
environment, and it is therefore used to stimulate an immune response towards a novel
antigen p5, 26, 27]. It is a copper-containing respiratory protein derived from an invertebrate
(Megathura crenulata)28]. It stimulates a strong Ab response but does not trigger a severe
inflammatory or pyrogenic response as do many other immunogens he sham-injected

group consisted of the 60 remaining birds that were injected with phosphate-buffered saline
(PBS). A second injection was performed two weeks later to ensure that blood anti-KLH Ab

levels differed between KLH and sham-injected treatment gr@ops [

F1 daughters

88 chicks born in 2010 (42 females and 46 males) constitute the F1 generation. All
individuals of this F1 generation were injected with KLH (0.5 mg.mL-1) at 21 and 35 days-
old. Reproduction of the F1 generation was then monitored the year after the injections. From
April to September in 2011, we collected 142 eggs from 25 females of the F1 generation (92
eggs were laid by 14 F1 daughters of 10 FO females from sham-injected group and 50 eggs
were laid by 11 F1 daughters of 8 FO females from KLH-injected group). After collection,
eggs were frozen and egg yolks were diluted 1:1 in Phosphate-Buffered Saline, homogenized
1 min with a homogenizer (ULTRA-TURRAX, T10 Basic Disperser, Sciencelab, Houston,

USA). Chloroform was then added 1:1 and homogenized 1 min with a vortex. After
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centrifugation (6 min at 13 rpm), the supernatant was used for Ab assays (Gasparini et al.,
2001). There was no significant effect of FO treatment on the number of eggs laid by F1
daughters (GLM, effect of antigen injections;dsy= 1.293, P = 0.28).

F2 grand-children

In 2012, eggs laid by F1 birds were left in the nests to hatch. These chicks constitute the F2
generation. We injected all F2 chicks at 21 and 35-days-old subcutaneously wijth ab@a-
solution containing 0.5 mg.mLof KLH. To follow the dynamics of the humoral immune
response towards KLH, we collected blood samples from chicks from the brachial vein as
they aged at 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 and 56 days (15 chicks had a KLH-injected maternal
grand-mothers (N = 6) and 10 chicks had a sham-injected maternal grand-mothers (N = 7)).
Blood samples were left at 5 °C for 24 hours before centrifugation (10000 r.p.m. for 10 min).
Plasma was then extracted and stored at -20 °C. The ELISA technique was used to quantify

the amount of anti-KLH antibodies in the plasma.

Anti-KLH antibody assay

Anti-KLH Ab levels in in egg yolk extractions and chicks plasma were determined using a
sandwich ELISA (method described bg1]). High-binding plates (Greiner Bio-One,
Germany) were coated overnight at 5°C with 0O0KLH (40 pg.mL™ in 50 mM carbonate
buffer), then washed three times with phosphate buffered saline (0.1 M PBS, pH 7.4). Wells
were blocked with 20QL 3% milk powder (Regilait Bio) in PBS for two hours at room
temperature with agitation. After washing, 10Q of plasma (dilution 1/500) or yolk
extraction (dilution 1/1000) diluted in PBS with 0.5% milk powder were distributed. Plates
were then incubated one night at 4°C. After washing, plates were incubated two hours at room
temperature with 10QL rabbit-anti-pigeon IgG conjugated to horseradish peroxidase (10
mg/ml in PBS, pH 7.2, Nordic Immunology, Netherlands), diluted 1:5000 in PBS with 0.5%
milk powder. After washing, 10QL of Ortho-Phényléne Diamine (OPD) (Sigma-Aldrich,
USA) were added to the wells. The reaction was stopped after 10 minutes by adding 50
HCI (1 M). Plates were then read at 490 nm in a microplate reader (Model 680, Bio-Rad
Laboratories, UK). A panel of samples from another experiment was used to estimate the

repeatability between Ab values of the same samples between-plates (Ns3556,35.8, P
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< 0.001, r = 0.96) as well as within-plates (N = 3%,3r= 21.3, P < 0.001, r = 0.89), showing
that this method is reliable to measure anti-KLH Ab levels. As a standard, a mixture of
several pigeon samples was measured in serial dilutions to calculate a relative Ab

concentration after calibrations with this standard.

Satistical analyses

In this study, we first wanted to test whether the immune treatments (PBS vs. KLH) of the FO
females affected the transmission of antibodies into the eggs laid by their F1 daughters. To do
this, we used a linear mixed model with the anti-KLH antibody concentration in eggs of the
F1 generation as the dependent variable and the immune treatment of the FO females as an
explanatory variable. We added the FO and F1 female identities as random effects to take into
account for the non-independence of eggs laid by F1 sisters from the same FO mothers and
eggs laid by the same F1 mothers. Second, we wanted to test whether the humoral immune
responses of F2 chicks were affected by the immune treatment of their FO grand-mothers. To
do this, we used a generalized linear mixed model with the anti-KLH antibody concentration
of the F2 chicks as the dependent variable and the immune treatment of the FO females as a
fixed effect, with chick age as a cofactor. We added the FO and F1 female identities as random
effects for similar reasons as previously described. Anti-KLH antibody concentrations were
log transformed to achieve normality. All statistical analyses were performed using SAS

(version 9.2).

Results

The concentration of anti-KLH antibody in eggs laid by F1 daughters was not affected by the
immune treatment of the FO grand-mothers (Figure 1, mixed moggk=F0.58, P = 0.45).

The dynamics of the humoral immune response towards KLH injections of the F2 chicks was
significantly affected by the immune treatment of their FO maternal grand-mother as shown
by the significant interaction between chick age and immune treatment of the FO maternal
grand-mother (Table 1, Figure 2). Anti-KLH antibody concentrations was higher in F2 chicks
having a KLH-injected maternal grand-mother than in chicks having a sham-injected maternal
grand-mother at 49 days-old;(fo= 5.09, P = 0.03). No significant differences were detected

in the other ages (all P-values > 0.20).
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Discussion

In this study, we tested whether antibodies could be transmitted over more than two
successive generations and whether female exposure to a specific antigen may affect the
humoral immune response of their grand-children. According to our prediction, chicks from
KLH-injected maternal grand-mothers had a higher humoral immune response than chicks
from sham-injected grand-mothers. However, this effect only concerned the secondary
humoral immune response because this effect was only significant after the second KLH
injection at 35 days. The lower immune response observed in nestlings injected at 21 days of
age could be due to their immature immune system compared to older nestlings injected at 35
days of age 31,32], (Figure 2). Our study therefore show that immune factors can be
transferred from mother to offspring and have a long-lasting influence even on the immune
respone of the next generation. By contrast, in F1 generation, prenatal immune challenge of
biological parents with KLH antigen decreased the humoral response against KLH of
nestlings injected at 21 and 35 days of age [33], in agreement with previous studies [34]. This
strongly suggests that maternal anti-KLH Abs transmitted through the egg yolk had a specific
blocking effect on the humoral response of nestlings. In disagreement with our predictions,
we did not detect a significant effect of female KLH exposure on the ability of their daughters
to transmit anti-KLH antibodies into their eggs. Our results therefore suggest that there is an
epigenetic effect induced by parasites exposure that affects the immune system of offspring
over more than one generation (Figure 2). However, because we did not find that FO females
exposure affected the ability of F1 females to transmit specific anti-KLH antibodies in their
eggs (Figure 1), we cannot validate our hypothesis concerning the transgenerational
messenger of this epigenetic effect. About this point, two interpretations can be made from
our results. First, our statistic power is not enough to detect the difference observed in the
Figure 2 and specific maternal antibodies would be the transgenerational messenger.
However, our sample size is relatively high for a long-term and transgenerational experiments
and with the smaller sample size, we are able to detect an effect of the maternal FO exposure
on the immune response of the F2 generation. Second, the antibody would not be the
transgenerational messenger and another physiological mechanism may play this role. For
instance, there are growing evidences that androgens packed into the egg could affect several
physiological traits such as the immune syst8gj.[Moreover, prenatal immune activation of

F1 generation can significantly affect the development of specific neural processes such as
neurotransmission and synaptic plasticity important for learning and meB8%i6], 37, 38],
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F1 mothers of high immune system quality are able to invest more in the reproduction and
therefore transfer more nutrients into their egg yolk which have a positive effect on the

development of immune system. Further studies are now required to test whether parasites
female exposure may affect the ability of females to transfer such nutrients or hormones into

the eggs over several generations.

Independently of the exact mechanism, it results in an epigenetic maternal priming of
offspring intrinsic immune function of the F2 generation [39, 34, 9]. Maternally derived
immunoglobulins have been proposed to have such an imprinting effect on the development
of humoral immunity [17, 19]. But there are few studies reporting ther mechanism of this
imprinting. A recently proposed mechanism [40] suggested that the maternal environment
may have an impact on individuals of the F2 generation, since the developing offspring bears
the primordial germ cells (PGC) that later differentiate into gamete precursor cells and finally
lead to the individuals of the F2 generation. Moreover, [13] propose that during early
ontogeny there is an immunological imprinting phase with characteristics analogous to
behavioural imprinting: (i) the internal imprinting effect is induced by external signals, (ii) in
contrast to normal learning, immunological imprinting is also only possible during certain
development phases and (iii) it is characterised by an (almost) irreversible result. Thus, there
is a need for a basic mechanism of how maternal antibody transfer has direct and long term
epigenetic and evolutionary effects on offspring. In addition, this long term epigenetic effect
of immunity may profoundly affect the fitness of the next generation and may play a central
role in ecology and evolution of host-parasite interaction. Indeed, in the context of the
immune-ecology framework, all factors, such as this epigenetic effect, that impact the
immune response would not only affect the immune resistantce of indicviduals towards a

pathogen but would be also affect other life history traits [41] via trade-offs [42].

In conclusion, our experimental study shows that the grandmother’s immunological
memory of a previously encountered antigen can be transferred to the egg-yolk and stimulate
the secondary humoral immune response of the F2 generation. Thus, our data strongly suggest
the existence of an epigenetic effect of immunity. More knowledge is needed regarding the
physiological messenger of such epigenetic effect from the whole lifetime repertoire of
antigens to which the mother has been exposed.
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Table 1: Output of the best-fit generalized mixed models explaining variations in anti-KLH
Ab levels of F2 chicks following two injections (at 21 and 35 days-old), as they age in
interaction with the treatment of their FO maternal grand-mothers.

Effects DF F P
Age 8,248 103,13 <0.0001
Grand-mother 1,248 2,26 0,13
treatment
Age x grand-mother 8,248 2,89 0,004
treatment
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Figure 1: Means * standard errors (SE) of anti-KLH Ab level in egg yolk laid by F1

daughters of KLH-injected (black bar) or sham-injected (open bar) FO females.

Figure 2: Humoral immune response of F2 chicks over time following KLH injection at 21-
and 35-days-old, measured by anti-KLH Ab level in relation to age for F2 chiclaldaa
KLH-injected maternal grand-mothers (black dots) and chicks that had a sham-injected

maternal grand-mothers (white dots).
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Figure 1.
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Figure 2
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Résumé

Le transfert intergénérationnel de I'immunité est un phénomeéne dont I'étude remonte a
une dizaine d’années. Chez les vertébreés, il prend la forme d'un transfert d’anticorps de la
mere aux juvéniles. Pourtant, les processus écologiques et évolutifs du transfert sur plusieurs
générations et la persistance des anticorps maternels chez les juvéniles n'ont pas été bien
étudiés. Ce travail de thése porte sur I'étude des mécanismes du transfert d’anticorps
maternels sur plusieurs générations consécuteteseurs conseéquences sur la réponse
immunitaire et sur la croissance des juvéniles. En utilisant des approches expérimentales, j'ai
pu dans un premier temps montrer que le transfert d’anticorps maternels était affecté par la
disponibilité en nourriture dans I'environnement. De plus, nos résultats suggeérent que la
persistance d’anticorps maternels dépend du niveau initial d’anticorps maternels présents chez
le juvénile dans les premiers jours de vie. Dans un second temps, nous avons étudié la réponse
immunitaire et la croissance des poussins en tentant de mettre en évidence comment les
anticorps maternels influencaient le compromis entre ces deux parametres physiologiques.
Enfin, nos résultats suggerent que les anticorps maternels pourraient étre le messager
intergénérationel d’'un effet épigénétique sur la réponse immunitaire. En effet, nous avons
trouvé qu’'une réponse immunitaire des grand-meres induite par I'exposition a un parasite
stimule la réponse immunitaire des petits-enfants contre ce méme parasite. Mes travaux de
these soulignent une fois de plus I'importance du transfert de I'immunité dans I'écologie et
I’évolution des interactions hote-parasite.

Mots-clés : effets maternels, transfert et persistance des anticorps maternels, juvéniles,
réponse immunitaire humorale, croissance, épigénétique.

Abstract

Intergenerational transfer of immunity is a phenomenon which started to be studied 10
years ago. In vertebrates, it takes the form of a transfer of antibodies from mothers to
juveniles. However, the ecological and evolutionary processes of transfer across several
generations and the persistence of maternals antibodies in chicks were not well studied. This
thesis focuses on the study of the mechanisms of maternal antibodies transfer over several
generations and on how they impact the immune response and growth in juveniles. By using
experimental approaches, | first show that the transfer of maternal antibody was affected by
food availability in the environment. In addition, our results suggest that the persistence of
maternal antibodies depends on the initial level of maternal antibodies present in the nestlings
in the first days of life. Secondly, we studied the immune response and growth of juvenile by
trying to show how maternal antibodies may affect the resolution of the trade-off between
these two physiological parameters. Finally, our results suggest that maternal antibodies
would be a messenger of an epigenetic effect on immunty. Indeed, induced immune response
in grand-mothers towards a pathogen has been found to stimulate the immune response of
grand-children. My thesis emphasizes the importance of maternal transfer of immunity in the
ecology and evolution of host-parasite.

Key-words: maternal effect, transfer and persistence of maternal antibodies, chick, humoral
immune response, growth, epigenetic.



