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Glossaire

Les mots définis sont indiqués par un astérisque dans le texte.

Fitness : Capacité d’un individu a survivre et a produire des descendants féconds.

Génotype : ensemble des caractéres génétiques d’un individu.

Hétérogamétie : Présence de deux types de gametes différents, un gamete male et un

gamete femelle.

Homéostasie : Processus de régulation des constantes du milieu intérieur.

Hormesis : Stimulation des défenses biologiques suite a des facteurs de stress.

Lignée germinale (ou germen) : Depuis les cellules souches jusqu’aux gamétes.

Lignée somatique (ou soma) : Toutes les cellules formant le corps d’un organisme (toutes

celles n"appartenant pas a la lignée germinale).

Mutation autosomique (dominante) : Mutation située sur un chromosome qui n’est pas lié

a la détermination du sexe.

Phénotype : Ensemble des caracteres observables d’un individu.

Pléiotropie : Géne ou protéine responsable de plusieurs caracteres phénotypiques.

Protéostase : Homéostasie des protéines.

Radicaux libres : Molécules chimiques instables produites par les organismes.

Semelparité : Stratégie qui implique une seule reproduction au cours de la vie de

I'organisme.

Trade-off : Compromis évolutif dans I'allocation des ressources.



RESUME

Avec |'dge, les performances physiologiques diminuent et la probabilité de mourir
augmente dans un processus appelé « sénescence ». Ce processus est retrouvé chez la
plupart des espéces et présente des patrons tres diversifiés; que ce soit entre les
especes, entre les populations mais aussi entre les sexes et les individus. Comprendre
I'existence et le maintien d’un tel processus est un grand challenge dans le domaine de la
Biologie Evolutive. Dans ce but, I'étude d’organismes tres différents et des facteurs
pouvant influencer la sénescence a "échelle individuelle semble indispensable. Ainsi, au
cours de ma these nous avons étudié la sénescence d’un organisme présentant une
stratégie évolutive particuliere. En effet, en tant qu’organisme a croissance indéterminée,
le cloporte commun Armadillidium vulgare (A. vulgare), croit tout au long de sa vie et
présente donc, a age avancé, des capacités physiques pouvant favoriser son succes
reproducteur. De plus, de par sa durée de vie de trois ans, ses adaptations a la vie
terrestre et sa facilité d’élevage, le cloporte commun nous a permis d’étudier plusieurs
facteurs environnementaux pouvant moduler, a "échelle individuelle, les patrons de
sénescence. Ainsi, nous avons pu, dans un premier temps, et pour la premiere fois,
mettre en évidence les patrons de sénescence actuarielle, et, a I'inverse de ce qui était
attendu, de sénescence reproductive, chez cette espece. Lors de I'étude de la sénescence
reproductive nous avons observé a la fois une diminution de I'allocation spermatique des
males avec I'dge et un effet transgénérationnel de I’age des parents sur les descendants.
A l'aide de biomarqueurs cellulaires de sénescence que nous avons emprunté aux
vertébrés et adapté au cloporte, nous avons aussi pu mettre en évidence les effets de la
température, de la photopériode et de la carence alimentaire sur les patrons de
sénescence des individus. Nos résultats ont aussi démontré un effet important du sexe
sur ces patrons. Enfin, nous avons pu discuter de I'ensemble de ces résultats et de leurs

apports sur les connaissances actuelles et les théories évolutives de la sénescence.



ABSTRACT

With age, physiological performance decreases and the probability of dying increases in a
process called "senescence". This process is found in most species and shows very diverse
patterns; between species, between populations but also between sexes and individuals.
Understanding the existence and maintenance of such a process is a great challenge in
the field of Evolutionary Biology. To this end, the study of very different organisms and
the factors that can influence senescence at the individual level seems indispensable.
Thus, during my thesis we studied the senescence of an organism with a particular
evolutionary strategy. Indeed, as an organism of indeterminate growth, the woodlouse
Armadillidium vulgare, grows throughout its life and thus presents, at advanced age,
physical capacities that can favour its reproductive success. Moreover, because of its
three-year lifespan, its adaptations to terrestrial life and its ease of rearing, the
woodlouse has allowed us to study several environmental factors that can modulate
individual patterns of senescence. Thus, we were able, in a first step, and for the first
time, to highlight the patterns of actuarial senescence and, contrary to what was
expected, of reproductive senescence, in this species. During the study of reproductive
senescence, we highlighted both a decrease in the sperm allocation of males with age
and a transgenerational effect of the age of the parents on the offspring. Using cellular
biomarkers of senescence that we borrowed from vertebrates and adapted to the
woodlouse, we were also able to highlight the effect of temperature, photoperiod and
dietary deficiency on the senescence patterns of individuals. Our results also showed an
important effect of sex on these patterns. Finally, we were able to discuss all these results

and their contributions to current knowledge and evolutionary theories of senescence.
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Bien avant que les hommes n’aient connaissance de I'existence de I’ADN ou des genes, le
vieillissement intriguait et divisait déja les scientifiques. Alors que pour Platon (428-348
av. J.-C.), la vieillesse est gage de sagesse, elle est pour Aristote (384-322 av. J.-C.) témoin

de la décrépitude du corps et de I'esprit. De la Gréce antique au 21°™ siécle en passant
par le Moyen-Age et la renaissance, I'histoire de 'étude de la sénescence, a connu de

nombreux rebondissements.

Tout d’abord, il faut préciser que bien que le mot « vieillissement » soit souvent utilisé au
méme titre que le mot « sénescence », les deux ne veulent pas dire exactement la méme
chose. La notion de « vieillissement » integre forcément une notion de temps. Or, il est
possible que deux individus du méme age chronologique ne présentent pas le méme age

biologique.

Aujourd’hui, de nombreuses recherches ont permis de développer de facon importante
les connaissances sur ce processus d’'un point de vue génétique, cellulaire et
démographique. Pourtant, selon les domaines de recherche, la définition de la
sénescence reste trés variable. En effet, une récente étude a recensé la définition de la
sénescence selon plusieurs chercheurs, et c’est autant de définitions de la sénescence
gu’ils ont obtenues (Cohen et al. 2020). Comment travailler sur un méme processus déja

si complexe si l'on ne s’accorde pas sur une définition ?

Afin de trouver un consensus, il semble indispensable de développer les approches
multidisciplinaires, afin que chaque élément de réponse puisse trouver sa place et
permette enfin de comprendre de fagon claire I'existence et le maintien de ce processus
aussi présent que redouté. Et, en I'absence actuel de consensus et afin de fixer l'idée sur
laguelle nous nous basons, nous adopterons, au cours de cette thése la définition utilisée
par des biologistes évolutionnistes. Celle-ci décrit le processus suivant : avec l'age, les
organismes voient leur succes de reproduction et leur probabilité de survie diminuer.
Monaghan et al., 2008 ont défini le terme « sénescence » comme étant « une inévitable,
et irréversible accumulation des dommages avec I'dge qui conduisent a la perte de
fonction(s) et éventuellement, la mort » (Monaghan et al. 2008). La sénescence est donc

un déclin de la contribution a la fitness* (cf. Glossaire) avec I'age.
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La sénescence peut étre observée a plusieurs échelles: la sénescence actuarielle
correspond a l'augmentation de la probabilité de mourir avec 'dge, la sénescence
reproductive illustre la diminution du succes de reproduction avec I’age et la sénescence

cellulaire est définie par un arrét du cycle cellulaire conduisant a la mort cellulaire.

Au détour de cette theése, je vous propose justement d’aborder la sénescence d’un point
de vue démographique (i.e. par I'étude de la sénescence actuarielle et reproductive),
mais aussi cellulaire, par une approche expérimentale, afin d’étudier son expression et

son évolution chez un organisme aussi inattendu que fascinant : le cloporte commun.

|. Théories évolutives du vieillissement

Selon Charles Darwin, chagque organisme est soumis a la sélection naturelle. Lorsqu’un
individu présente un trait favorisant la reproduction, ce trait contribue davantage a la
génération suivante et est donc sélectionné (Darwin 1859). Ainsi, la sélection naturelle
pourrait s'imaginer comme étant un tribunal : si un trait présente un avantage dans le
milieu et favorise la reproduction, il est conservé ; si un trait apporte un désavantage a la
reproduction, alors, il est, au cours d’un processus plus ou moins long de |'évolution,
éliminé par la sélection naturelle ; enfin, si un trait napporte aucun avantage mais ne

présente aucun désavantage, il peut étre conservé ou non (Kimura 1983).

D’'un point de vue Darwinien, la sénescence, définie comme étant un processus
entrainant la diminution de la fitness avec I'age, devrait étre éliminée par la sélection
naturelle. Pour autant, elle semble étre quasi-ubiquiste chez les mammiferes et les
oiseaux (Jones et al. 2013). Ce paradoxe a donc motivé de nombreux scientifiques a
comprendre le comment et le pourquoi de I'existence et le maintien de ce processus. Les
théories suivantes, présentées dans cette partie du manuscrit dans I'ordre chronologique
de leur proposition, sont importantes car elles ont permis, en s’additionnant et en se

complétant, d’arriver a la compréhension actuelle que nous avons de la sénescence.

I.1. Sénescence programmeée et altruiste
La premiére théorie du vieillissement a été proposée au milieu du XIXéme siécle par
Alfred Russel Wallace : il supposait que la sénescence avait pu étre sélectionnée au cours
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de I'évolution car elle conférait des avantages d’un point de vue de la population (Wallace
1889). La mort des vieux individus était ainsi programmée pour laisser place aux jeunes
individus, évitant ainsi la compétition pour les ressources limitées et permettant, par des
processus de mutations, de laisser la place a des individus pouvant potentiellement mieux

s’adapter a un nouvel environnement.

Cette théorie, est reprise en 1997 par Vladimir P. Skulachev (Skulachev 1997). Selon lui :
« La mort causée par le vieillissement libére la population des ancétres et libére de
I'espace pour une progéniture portant de nouveaux traits utiles » (Skulachev 1997). Par
cette phrase, il propose ainsi que I'évolution des espéces est garantie par le sacrifice des
plus vieux, pourtant en bonne santé, a la faveur des plus jeunes, portant de nouveaux
genes et permettant ainsi I’évolution de |'espece. Cependant, et d’un point de vue
critique, il semblerait plutdt que ce processus n’entrainerait pas une évolution plus rapide
des espéces, mais a l'inverse, et en retirant des populations les individus ayant une
meilleure valeur sélective (puisque leur survie a un age élevé est signe d’un génotype*
avantageux), ce processus entrainerait un retard dans |'évolution des especes par

I’évincement programmé des individus les plus aptes (Kowald and Kirkwood 2016).

I.2. Lignées somatique* et germinale* : la barrieére de Weismann

Au 19°™ siecle, August Weismann suggere que les organismes sont divisés en deux
lignées cellulaires : le soma, qui compose le corps de I'organisme, et le germen, composé
de la lignée germinale permettant la transmission des informations génétiques a la
génération suivante (Weismann 1982). La lignée somatique est en interaction avec
I'environnement et subit donc des dégradations moléculaires avec le temps, comme
I"'usure d’un objet. La lignée germinale, elle, serait « immortelle » puisqu’elle perdurerait
au travers des générations et ne subirait pas de dégat au cours du temps. Une barriere
existerait donc entre la lignée somatique et la lignée germinale permettant la protection
de cette derniere, ce qui a donné naissance au terme « barriere de Weismann ».
Cependant, selon cette vision, les organismes ne possédant pas de lignée somatique,
comme les organismes unicellulaires, microbes, plantes ou encore coraux ne seraient pas
concernés par le processus de sénescence. Cette théorie a été vivement critiquée par

Alex Comfort. En effet, pour A. Comfort, bien qu’elle apporte des éléments d’explications
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intéressants, cette théorie n’élucide pas les mystéres de I’évolution de la sénescence et
en particulier la présence de sénescence chez des organismes sans soma (Comfort 1964).
De plus, la barriére de Weismann, comme on |'entendait a I'époque, n’existe plus. Nous
savons aujourd’hui que les lignées somatiques et germinales peuvent communiquer entre

elles (Maklakov and Immler 2016) .

I.3. Théorie de I'accumulation des mutations délétéres

Le vrai tournant dans I'étude de |"évolution de la sénescence arrive en 1930, avec le
biologiste Ronald Fisher. Il propose une hypothese selon laquelle la force de la sélection
naturelle serait différente selon I'age des individus. La force de la sélection naturelle a été
définie en 1983 par Russel Lande et Stevan J. Arnold comme étant «la pente de
régression entre un trait d’intérét quantitatif et les mesures d’aptitudes » (Lande and
Arnold 1983). Plus simplement : lorsque la force de sélection naturelle est élevée, seuls
les traits a forts bénéfices seront sélectionnés ; si elle est faible les traits a bénéfices
movyens ou faibles pourront aussi étre sélectionnés. Cette idée est reprise dix ans plus
tard par John Burdon Sanderson Haldane a la suite de ses travaux sur la maladie de
Huntington (Haldane 1941). Cette maladie, neurodégénérative du systéme nerveux
central, est due a une mutation autosomique dominante*. Elle touche un individu sur
100 000 et apparait tardivement (entre 30 ans et 50 ans). Si la maladie est toujours
présente dans la population, c’est, selon Haldane, parce que son expression se manifeste
aprés la reproduction et a ainsi pu étre transmise aux descendants. Ces résultats
suggerent que la sélection naturelle n’est pas capable d’éliminer les génes s’exprimant
tardivement, notamment apres la reproduction. Il faudra attendre Peter Medawar, qui,
inspiré par les travaux de R. Fisher et J.B.S. Haldane, propose la premiére théorie
évolutive du vieillissement de fagon explicite : la théorie de I'accumulation des mutations
déléteres. Selon lui, la force de la sélection naturelle décroit avec I'age. Ainsi, si un géne
est délétere mais qu’il intervient tard dans la vie de 'organisme, la sélection naturelle
n'agit pas sur celui-ci et ce gene est maintenu au sein de la population (Figure 1).
’organisme accumule donc ces genes déléteres en fin de vie conduisant au processus de

sénescence (Medawar 1952).
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Figure 1 : Théorie de I'accumulation des mutations

Selon la théorie de I'accumulation des mutations, I'expression des génes déléteres (représentée par
la courbe rouge), accumulés au cours de la vie et donc plus importants en fin de vie, entrainerait

une diminution de la survie (courbe bleue).

I.4. Théorie de la pléiotropie* antagoniste

A la théorie de I'accumulation des mutations, Georges C. Williams ajoute, en 1957, qu’un
gene pourrait méme étre avantageux en début de vie et délétére en fin de vie, ce qui
favoriserait son maintien dans la population (Figure 2). De ces arguments nait la théorie
de la pléiotropie antagoniste (Williams 1957). En 1966, William Hamilton reprend a son
tour ces idées sous la forme mathématique, et conclut que la sénescence est 'inévitable

résultat de I’évolution (Hamilton 1966).

Certaines études en laboratoire ont rapporté des effets antagonistes de certains genes,
soutenant ainsi la théorie de la pléiotropie proposée par Williams (Leroi et al. 2005;
Nussey et al. 2013). Ces résultats sont renforcés par d’autres études mettant en évidence
le compromis entre |'allocation aux ressources et a la reproduction to6t dans la vie a
défaut de la forme physique en fin de vie (Lemaitre et al. 2015) et I'effet des génes sur ce
phénomene (Maklakov et al. 2015). Bien que certains criteres énumérés par Williams
dans sa théorie n’aient encore pas été vérifiés, cette théorie reste I'une des principales
proposées pour expliquer la sénescence et son évolution, et, est de ce fait, dans le

domaine, I'une des théories la plus citée dans la littérature (Gaillard and Lemaitre 2017).
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Figure 2 : Théorie de la pléiotropie antagoniste

D’aprés (Robins and Conneely 2014). En bleu, la force de la sélection diminue avec I'dge, ce qui
entraine un effet bénéfique de certains génes avec I'dge, associé a des colts plus tard dans la vie,

notamment par I’'accumulation des codts dans la lignée germinale.

I.5. Théorie du soma jetable

Depuis, une autre théorie en lien avec celle de August Weismann (cf. |.2.) a été proposée
par Thomas Kirkwood en 1977. Cette théorie, n’excluant pas celles présentées
jusgu’alors, est celle du soma jetable.

La théorie du soma jetable se base sur le principe d’allocation aux ressources décrit
auparavant par Cody, en 1966. Les organismes posséderaient une quantité finie de
ressources qu’ils alloueraient dans les différentes fonctions: maintenance somatique
(survie), reproduction et croissance par exemple. Lorsqu’un organisme investit de
I'énergie dans une fonction, il le fait au détriment d’une autre fonction (Cody 1966;
Stearns 1992). Selon T. Kirkwood, la sénescence serait alors caractérisée par un
compromis entre I"énergie allouée a la maintenance du soma et I'énergie allouée a la
reproduction (Kirkwood 1977, Figure 3). La lignée somatique serait ainsi un simple
véhicule-bouclier permettant a la lignée germinale d’arriver a sa destination (i.e. la

reproduction) dans les meilleures conditions possibles.
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Figure 3 : Théorie du soma jetable
Selon la théorie du soma jetable, I’énergie disponible est limitée. Des compromis entre
I’énergie allouée a la reproduction (en rouge) et a la survie (en bleu) ménent a une diminution de

la survie (en bleu).

Cette théorie, bien que trés souvent plébiscitée, ne permet pas d’expliquer la sénescence
chez des organismes ne présentant pas de lignée somatique. Pourtant, de nombreuses
études sont venues la renforcer. En effet, il semblerait qu’un investissement important a
la reproduction ou a la croissance tdt dans la vie chez les mammiferes entraine une
sénescence plus rapide et forte (Metcalfe 2003; Lemaitre et al. 2015). Concernant les
invertébrés, une étude a été réalisée sur une espece d’orthoptere, et rapporte une
absence de ces compromis d’allocation aux ressources chez cette espece
(Rodriguez-Mufoz et al. 2019). Cependant, les invertébrés sont encore peu étudiés pour

tester les théories évolutives du vieillissement (Rodriguez-Mufioz et al. 2019).

1.6. Conclusion

L’ensemble des théories présentées précédemment, bien que non exhaustives, ont été
proposées pour expliquer I'existence et le maintien de la sénescence dans le monde
vivant, c’est-a-dire les causes ultimes de la sénescence. Cependant, ces théories

évolutives n’expliguent pas les mécanismes physiologiques et moléculaires qui agissent
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au sein de l'organisme et entrainent sa mort. D’ailleurs, de nombreux processus

physiologiques semblent étre liés au processus de sénescence.

Ma these s’inscrit dans le cadre conceptuel de ces théories et plus particulierement celles
de la pléiotropie antagoniste et du soma jetable, qui ont permis de mieux comprendre

évolutivement les patrons de sénescence que nous pouvons observer (Chapitres | et I1).

Il.  Mécanismes physiologiques et cellulaires de |Ia

sénescence

La diminution des performances physiologiques avec I'age est la définition méme de la
sénescence. Ce processus est complexe et semble étre régit par lintervention de
plusieurs acteurs (Kennedy et al. 2014; Ogrodnik et al. 2019, Figure 4, Figure 5). Ainsi,
neufs candidats semblent intervenir dans ce processus: linstabilité génomique, les
altérations épigénétiques, le raccourcissement des télomeéres, le déreglement des voies
liges a la nutrition, le dysfonction des voies mitochondriales, |'altération de la
communication cellulaire, la perte de la protéostase et la sénescence cellulaire (Lopez-
Otin et al. 2013). Le nombre important de dommages pouvant étre impliqués dans le
processus physiologique est trés important (Ogrodnik et al. 2019), ainsi nous ne pourrons

en citer que quelques-uns et notamment les plus connus.

II.1. Premiéres causes de dommages cellulaires

I1.1.1. L’instabilité génomique

Tout au long de la vie, les dommages génétiques s’accumulent (Moskalev et al. 2014). En
effet, la stabilité et I'intégrité de I’ADN est constamment attaqué par des agents exogenes
(agents physiques, chimiques et biologiques) et endogenes (erreurs de réplication,
especes réactives de I'oxygene (ROS)) qui peuvent alors entrainer des mutations, des
translocations, des pertes et gains de chromosomes, le raccourcissement des télomeres,
etc. Or, il a été mis en évidence qu’une déficience dans la réplication de I’ADN pouvait
entrainer un vieillissement prématuré chez 'Homme et la souris (Hoeijmakers 2009;

Gregg et al. 2012).
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I1.1.2. L’érosion des télomeres

Chez les eucaryotes, les télomeres sont des séquences nucléiques répétées a I'extrémité
des chromosomes. Ils ont pour fonction la protection des chromosomes contre |’érosion
et contre des réappariements accidentels et délétéres. A chaque division cellulaire, une
petite partie de ces télomeres est perdue (Shay and Wright 2005). En effet, lors de la
mitose, I'enzyme ADN polymérase procede a la réplication de I’ADN. Cependant, elle
réplique cette ADN dans le sens 3’-5 et des amorces ARN, sur lesquelles elle se
positionne pour synthétiser les brins complémentaires, |lui sont nécessaires. Etant
incapable de synthétiser de novo I'’ADN et par la propriété unidirectionnelle de la
réplication, ’ADN polymérase ne réplique pas la derniere amorce ARN, conduisant a une
perte des extrémités au fil des réplications (Milewski 2010). Lorsqu’une taille critique est
atteinte, les facteurs entrainant I'arrét du cycle cellulaire sont mis en place et la cellule
entre en sénescence. Ainsi, il a été montré, chez 'Homme comme chez d’autres especes,
un raccourcissement significatif des télomeres avec I'age (Moyzis et al. 1988; Bernadotte

et al. 2016).

Afin de pouvoir pallier la perte de ces télomeéres, une enzyme, appelée télomérase,
permet de prolonger les extrémités des télomeres (Grimes & Chandra, 2009 ; Milewski,
2010). Chez la souris, la réactivation du géne de la télomérase (TERT-ER), a permis
d’augmenter la taille des télomeéres, de réduire des dommages liés a ’ADN et d’éliminer

les phénotypes dégénérescents (Jaskelioff et al. 2011).

11.1.3. Causes épigénétiques

L'épigénétique correspond aux mécanismes modifiant 'ADN sans toucher au code
génétique lui-méme, elle participe a la régulation des genes en touchant de fagon
réversible |'expression de ceux-ci. Les patrons de méthylation de I'’ADN et des
modifications et remodelages des histones et de la chromatine sont soupconnés d’étre
impactés par 'dge (Lopez-Otin et al. 2013). Certaines modifications des histones ont
d’ailleurs été identifiées comme étant associées a I'age : la suppression de ces histones,
H3K4 chez les nématodes et H3K27 chez les mouches, ont entrainé une augmentation de
la longévité (Greer et al. 2010; Siebold et al. 2010). Certains changements dans

I"architecture de la chromatine sont aussi liés a I'age (Oberdoerffer and Sinclair 2007).
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11.1.4. Altération de la protéostase

La protéostase* correspond a I’homéostasie* des protéines, plus précisément c’est la
dynamique de régulation permettant le bon fonctionnement des protéines. La
protéostase est altérée avec I'age et peut entrainer des maladies connues pour étre liées
a I'age comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Powers et al. 2009 ;
Koga et al. 2011 ; Kaushik and Cuervo 2015). Favoriser la protéostase retarde le

vieillissement chez certains mammiferes (Zhang and Cuervo 2008).

Damaging insults:

Genotoxic stress Increasing levels of
misfolded proteins

Oxidative stress @ .
Ectopic introduction

Interfering with ribosome ~ of irreparable damage
function

Decreased translation fidelity

Downregulation of
protein chaperones

Reduced proteasome activity

Mitochondrial dysfunction and
oxidative damage

Cytosolic DNA fragments
DNA double st and breaks
Genomic instability

Telomeric DNA damage

Mutations

Accumulation of lipofuscin

Figure 4 : Principaux dommages accumulés dans les cellules sénescentes

D’apres (Ogrodnik et al. 2019)
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I.2. Réponses antagonistes aux premiers dommages cellulaires

11.2.1. Déreglement des voies liées a la nutrition

La voie «Insuline and IGF-1 signaling» (lIS), est connue pour participer a la
reconnaissance des nutriments, elle a été trés conservée au cours de I'évolution (Fontana
et al. 2010). La manipulation des voies IIS entraine une augmentation de la longévité chez
les vers, les mouches et les souris (Fontana et al. 2010).

Lorsque l'apport en nourriture est restreint (restriction diététique (DR)), certains
organismes voient leur longévité augmenter (Weindruch et al. 1986 ; Austad 1989 ;
Kapahi et al. 2017). Ce bénéfice est soupconné d’étre lié a cette voie IIS (Fontana et al.
2010). D’autres mécanismes et acteurs comme la kinase mTOR, 'AMPK et les sirtuines

sont aussi soupconnés d’étre liés a I'age (Lopez-Otin et al. 2013).

11.2.2. Mitochondries et ROS

L'un des mécanismes le plus souvent évoqué dans le processus de sénescence est le
stress oxydatif. D’ailleurs Denham Harman a proposé en 1965 la théorie des radicaux
libres, désignant la dysfonction progressive des mitochondries comme cause principale de
I'augmentation des radicaux libres, espéces réactives de 'oxygéne (ROS), responsables
des principaux dommages cellulaires (Harman 1956). Leur accumulation au sein des
cellules est connue pour causer des dommages aux biomolécules et est soupconnée de
participer au développement de pathologies chez I'Homme telles que I’hypertension, le
diabete, le cancer ou encore diverses inflammations (Afanas’ev 2010).

En effet, au sein des cellules, les ROS et les espéces réactives du nitrogene (RNS) sont
synthétisées par plusieurs compartiments cellulaires et majoritairement par la
mitochondrie (90%) (Hughes & Reynolds, 2005 ; Lagouge & Llarsson, 2013). Elles sont
présentes en temps normal et participent a d’'importantes réactions enzymatiques pour la
communication entre les cellules et représentent un danger lorsqu’elles se retrouvent en
excés dans celles-ci. Leur présence est controlée par le principe d’hormesis* : des
mécanismes de réparation et de maintien permettent leur régulation au sein de la cellule
(Afanas’ev, 2010 ; Thorin-Trescases et al., 2010) et impliquent des enzymes connues sous

le nom d’antioxydants (Hughes and Reynolds 2005).
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11.2.3. Sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est définie comme étant un arrét du cycle cellulaire (Campisi and
Fagagna 2007). Ce processus est décrit pour la premiere fois en 1965 par Léonard
Hayflick : sur des cellules somatiques humaines en culture, il observe que le nombre de
divisions est défini et appelle cela « I'horloge mitotique » (Hayflick 1965). Aprés un
nombre précis de divisions, des signaux sont envoyés et bloquent la division mitotique, ce
processus est alors irréversible (Hayflick 1965). L. Hayflick propose aussi que
I'accumulation du nombre de cellules sénescentes contribue considérablement a la
sénescence de l'organisme (Hayflick 1965). Depuis, d’autres études ont montré que ces
cellules sénescentes pouvaient avoir un role important dans le développement, la
réparation des tissus et les maladies liées a I’age (Storer et al. 2013 ; van Deursen 2014).
La sénescence cellulaire a un réle tres important puisqu’elle permet, par I'arrét du cycle
cellulaire, de protéger la cellule contre la perte de son intégrité génétique, et notamment
contre le développement des tumeurs et d’autres pathologies (Sager 1991 ; Grimes and
Chandra 2009 ; Freitas and De Magalhaes 2011).

Au cours de la vie cellulaire, des dommages sont causés a ’ADN. Ceux-ci peuvent étre
réparés par des mécanismes spécialisés représentés principalement par trois voies : les
cascades « BER » (Base excision repair), « NER » (Nucleotide excision repair) et « NHEJ »
(Non homologous end joining) (Freitas and De Magalhaes 2011). En cas de
dysfonctionnement de ces voies, d’autres acteurs, comme la protéine p53, permettent de
bloquer la prolifération cellulaire en arrétant le cycle cellulaire et ainsi éviter le

développement de tumeurs.

I.3. Réponses intégratives

11.3.1. Epuisement des cellules souches

Les cellules souches sont les cellules indifférenciées capables de se diviser et différencier
en cellules spécialisées. Or, de nombreuses études ont rapporté leur affaiblissement avec
I'age. Par exemple, I'hématopoiese peut étre impactée par I'dge ce qui induit une
diminution de la production en cellules immunitaires spécialisées (Shaw et al. 2010). Ce
phénomene est aussi observé dans le cerveau antérieur de la souris, dans les os ou
encore dans les fibres musculaires (Gruber et al. 2006 ; Mostoslavsky et al. 2006 ; Conboy

and Rando 2012). Chez la drosophile il a été mis en évidence que la vitesse de
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prolifération de ces cellules, lorsqu’elle était tres importante, entrainait un vieillissement
précoce de I'organisme (Rera et al. 2011). L"épuisement de ces précieuses cellules est le
résultat de multiples dommages causés par |'dge, et notamment ceux qu’on a pu décrire
précédemment (Lopez-Otin et al. 2013). L'étude des cellules souches et de leur
régénération est un vrai challenge en gérontologie, en effet, des résultats prometteurs
suggerent que leur régénération pourrait inverser le processus de vieillissement (Rando

and Chang 2012).

11.3.2. Altération de la communication cellulaire

Avec |'dge des changements concernant la communication intercellulaire ont été
rapportés, ils peuvent concerner la communication des cellules endocrines, neurocrines
ou neuronales (Russell and Kahn 2007 ; Laplante and Sabatini 2012 ; Rando and Chang
2012 ; Zhang et al. 2013). La plupart de ces changements sont dus a une augmentation
des réactions inflammatoires avec I'dge (Salminen et al. 2012). De plus, un « effet
domino » a pu étre observé : certaines cellules sénescentes vont contaminer leurs voisins
et les rendre sénescentes a leur tour (Nelson et al. 2012). A 'inverse le retardement du
vieillissement d’un tissu peut entrainer celui d’autres tissus avoisinants (Durieux et al.

2011 ; Lavasani et al. 2012).

I1.4. Conclusion

Au sein d’un organisme, de nombreux éléments sont impactés par I'age (Figure 5). Tout
d’abord au niveau cellulaire des modifications génétiques, épigénétiques ou protéiques
peuvent intervenir. Ces modifications vont entrainer des dérégulations et des
dysfonctions au niveau des voies liées a la nutrition et aux mitochondries. Ainsi, une
sénescence cellulaire, consistant en I'arrét du cycle cellulaire pourra étre observée. Enfin
ce processus mene a un épuisement des cellules souches et a l'altération des
communications intercellulaires conduisant finalement au déclin des performances

physiologiques de I'organisme et donc a sa sénescence.
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DOMMAGES CELLULAIRES

INSTABILITE GENOMIQUE EROSION DES TELOMERES CAUSES EPIGENETIQUES ALTERATION DE LA PROTEOSTASE

REPONSES AUX DOMMAGES CELLULAIRES

DEREGULATION DES VOIES DYSFONCTION DES SENESCENCE CELLULAIRE
LIEES A LA NUTRITION MITOCHONDRIES
REPONSES INTEGRATIVES
EPUISEMENT DES CELLULES ALTERATION DES
SOUCHES COMMUNICATIONS

INTERCELLULAIRES

RESULTATS A LUECHELLE DE LORGANISME

DECLIN DES PERFORMANCES PHYSIOLOGIQUES
SENESCENCE DE L'ORGANISME

Figure 5 : Schéma récapitulatif des principaux mécanismes impliqués dans la sénescence

d’'un organisme

[Il. Mesurer la sénescence

Il.1. Mesurer la survie
L’espérance de vie (i.e. survie moyenne en nombre d’années d’une catégorie particuliere
d’individus) et la longévité ((/ifespan en anglais) (i.e. durée de vie)) sont les paramétres

couramment utilisés pour décrire la survie/mortalité des organismes.

I1.2. Mesurer la sénescence actuarielle

La sénescence, quant-a-elle est le déclin des performances physiologiques en fonction de
I'age. Il est possible de modéliser la mortalité en fonction de I'age par des modeéles
comme ceux de Gompertz et de Weibull (Promislow and Harvey 1990a ; Ricklefs and
Scheuerlein 2001). Le modele de Gompertz permet notamment de renseigner deux
meétriques importantes : I'age au début de la sénescence (appelé « onset » en anglais) et

le taux de la sénescence actuarielle (la force, décrite par la pente) (Figure 6).
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Figure 6 : Age au début de la sénescence et taux de sénescence

De récentes études ont montré qu’il était cependant indispensable de revoir notre
méthode de mesure pour la sénescence actuarielle (Ronget and Gaillard 2020). En effet,
les organismes n’ont pas les mémes cycles physiologiques (Promislow and Harvey 1990b).
Comparer leur longévité ne semble pas correcte dans le sens ou, n‘ayant pas les mémes
cycles biologiques, les organismes ne présentent pas le méme temps biologique, et
peuvent donc présenter des durées de vie tres différentes avec des patrons de
sénescence tout aussi divers. Afin de palier a ¢a, de nouvelles mesures sont utilisées, elles
concernent le « rythme » et la « forme » de la sénescence actuarielle et prennent en
compte le rythme biologique des especes (Baudisch 2011). Par exemple, I'étude de la
mortalité sera standardisée par la longévité maximale des espéces ce qui permettra de

voir quel est le patron de sénescence des espéces (Ronget and Gaillard 2020).

I11.3. Mesurer la sénescence reproductive

La sénescence reproductive correspond a la diminution du succes de reproduction avec
I'dge. Le succes de reproduction est défini comme étant la capacité d’un individu a
produire des descendants féconds. Dans la littérature, le succes de reproduction est
souvent mesuré par le nombre de descendants produits (Emlen 1970), la survie des
descendants (Packer et al. 1998), la taille de la portée (Balbontin and Ferrer 2005) ou

encore la masse des petits (Sharp and Clutton-Brock 2010). Pour autant, la reproduction
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INTRODUCTION

est un processus complexe et sa mesure globale nécessiterait une approche plus

intégrative (Lemaitre et al. 2015).

I1l.4. Mesurer la sénescence physiologique

Lorsque la cellule entre en sénescence, elle présente des phénotypes particuliers (et
notamment une taille plus importante) (de Jesus and Blasco 2012). Les mécanismes
physiologiques participant directement ou indirectement a la mise en place de ces
phénotypes cellulaires ou moléculaires peuvent servir de biomarqueurs de sénescence et
permettre de déterminer I'age chronologique d’une cellule (Baker and Sprott 1988 ;
Simm et al. 2008 ; Sprott 2010). Un des marqueurs le plus utilisé en biologie cellulaire
pour mettre en évidence la sénescence est I'activité de la Béta-galactosidase (SA-Béta-
galactosidase, pour « Associated Senescence », Figure 7), notamment sur les cultures
cellulaires humaines. Ce parametre, indirectement lié a la sénescence puisque ne
participant pas a son processus, est pourtant un indice fiable de I'état physiologique

(sénescence ou non) d’une cellule (Gary and Kindell 2005; Lee et al. 2006a).

Fibroblastes jeunes Fibroblastes sénescents

SA-B-Gal

Figure 7 : Coloration des cellules sénescentes au SA-Béta galactosidase

Observation microscopique d’une culture cellulaire de fibroblastes humains. Aprés coloration a la

SA-Béta-galactosidase, les cellules sénescentes apparaissent en bleu. Modifié d’apres (Binet 2011).

Les études évolutives sur la sénescence utilisent la plupart du temps les métriques liées a
la survie, a la reproduction et a la croissance car ce sont les principales fonctions
physiologiques colteuses aux organismes. Bien que ces métriques soient tout a fait
pertinentes, les biomarqueurs peuvent eux aussi apporter de précieuses informations
guant a I'age chronologique des individus et permettent ainsi de mieux comprendre le
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processus de sénescence en lui-méme (Chapitre Ill). Dans ce cadre, nous avons décidé de
développer, au cours de cette thése, des biomarqueurs cellulaires de sénescence qui
nous ont permis de mesurer I'impact, a I'échelle cellulaire, de différents stress abiotiques

(Chapitre IV)

I1.5. Vers une approche intégrative de la sénescence

De nos jours, la sénescence démographique est principalement étudiée d’un point de vue
des compromis d’allocation aux ressources qui régissent I'évolution des histoires de vie
des organismes (Lemaitre et al. 2015). En biologie cellulaire, la plupart des études
utilisant des biomarqueurs de sénescence s’intéressent a l'aspect mécanistique et
pathologique de la sénescence, elles ne tentent pas de comprendre les mécanismes a
I"échelle populationnelle. Afin de mieux comprendre la diversité des patrons de
sénescence, il semble nécessaire de développer des études intégratives qui pourraient
permettre de mieux cerner les mécanismes sous-jacents a ce processus quasi-ubiquitaire

(Gaillard and Lemaftre 2020).

Comprendre la sénescence nécessite de développer des connaissances dans de
nombreux domaines, mais aussi de faire de lien entre ceux-ci. Au cours de cette these
nous avons pris le parti d’étudier la sénescence a plusieurs échelles, pour comprendre
comment les différents traits pouvaient varier avec I’age mais aussi en présence de stress
abiotiques. Cette these présente donc des travaux que |'on pourrait qualifier de

précurseurs dans la démarche d’une étude plus intégrative de la sénescence.

V. Patrons de sénescence : la diversité des patrons dans le

monde vivant

Bien qu’attendue initialement uniqguement chez des organismes disposant d’une lignée
somatique et d’une lignée germinale (Weismann 1982), la sénescence a été observée
chez des organismes tres simples comme des bactéries, ne disposant pas de lignée
somatique versus germinale (Flatt and Schmidt 2009). D’ailleurs, et plus globalement, au

sein du regne animal, la sénescence actuarielle et reproductive présentent des patrons
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tres diversifiés (Jones et al. 2014), a la fois entre espéeces, entre populations, entre sexes

et méme entre individus (Bouwhuis et al. 2010 ; Tidiére et al. 2016 ; Lemaltre et al. 2020).

IV.1. Diversité dans le monde vivant : entre especes

Dans le monde vivant, les organismes ont des stratégies évolutives trés différentes. Par
exemple, les organismes présentent des tailles trés variées, peuvent vivre dans des
habitats extrémement différents et présenter des stratégies de reproduction distinctes.
Toutes ces différences peuvent étre a 'origine de la diversité des patrons de sénescence
observée au sein des différentes especes dans le monde vivant (Gaillard et al. 1989 ;
Calder 1996; Wiersma et al. 2007 ; Miller et al. 2012). Ainsi, I'onset et le taux de ce
processus de sénescence sont extrémement variables au sein du monde vivant, ce qui a

été trés bien illustré dans I’étude de Jones et al. (2014) (Figure 8).

IV.2. Diversité dans le monde vivant : différences intra-especes

Au-dela des différences constatées entre especes, il existe des différences au sein méme
des espéeces. Selon leurs histoires de vies, les populations d’'une méme espece peuvent
présenter des patrons de sénescence trés différents. Dans I’étude de Tidiere et al. (2016),
les patrons de sénescence de populations sauvages de mammiferes ont été comparés a
ceux des populations captives et montrent globalement que la vie en captivité offre une
meilleure chance de survie aux animaux étudiés (Tidiere et al. 2016). Au sein d’'une méme
population, des différences peuvent étre observées entre les sexes. Par exemple, chez le
cricket, Teleogryllus commodus, les femelles connaissent un taux de sénescence plus
important que les males alors que leur age au début de la sénescence est plus élevé

(Zajitschek et al. 2009).
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V. Diversité des patrons de sénescence : les causes

Comme nous avons pu le voir précédemment, les patrons de sénescence sont trés
différents que ce soit entre especes, entre populations mais aussi entre individus.
Comprendre la raison de cette diversité semble étre la clef pour comprendre les mysteres
de I'évolution de la sénescence (Promislow 2003 ; Nussey et al. 2013).

Dans le contexte de I'étude de la sénescence d’un point de vue évolutif, la théorie de |a
pléiotropie antagoniste ainsi que la théorie du soma jetable, prévoient une diminution de
la survie en cas d’investissement important lors d’une reproduction précoce (Williams
1957 ; Partridge and Barton 1993). En effet, le trade-off* entre I'énergie allouée a la
reproduction et celle allouée au maintien de l'organisme est a I'origine méme de la
théorie du soma jetable (Kirkwood 1977). Aussi, si I’énergie allouée a la reproduction se
fait au détriment de la maintenance somatique, le nombre d’erreurs accumulées au cours
du temps augmente comme le prédit la théorie de la pléiotropie antagoniste (Williams
1957). Ainsi, des facteurs, comme le sexe des individus, ou les stimuli ou stress
environnementaux, pouvant influencer les différences d’allocations d’énergie, peuvent

entrainer des variations dans les patrons de sénescence.

V.1. Le sexe

Chez la plupart des especes, des différences sont observées concernant les patrons de
sénescence (Clutton-Brock and Isvaran 2007 ; Maklakov and Lummaa 2013a ; Adler and
Bonduriansky 2014). Chez la mouche méditerranéenne du fruit Ceratitis capitata, les
femelles vivent plus longtemps que les males (Davies et al. 2005) alors que chez le
nématode, ce sont les males qui vivent plus longtemps (McCulloch and Gems 2003).
Plusieurs éléments peuvent expliquer ces différences de longévité entre les males et les
femelles d’'une méme espece. Selon Williams, la différence entre les sexes peut étre
expliqguée par une vulnérabilité différente aux stress, les différences de taille, I'effort de
prospection ou encore des comportements différents face aux dangers (Williams 1957).
La sélection sexuelle peut aussi expliquer cette différence de patrons de sénescence, avec
une sélection de certains traits fort couteux (Promislow 1992). Une autre hypothese
concerne I'héritage asymétrique des chromosomes sexuels (Marais et al. 2018). Cette
théorie pourrait d’ailleurs expliquer que chez les mammiféres, les males ont tendance a
vivre moins longtemps que les femelles (Clutton-Brock and Isvaran 2007 ; Lemaitre and
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Gaillard 2013 ; Lemaitre et al. 2020), alors gu’a l'inverse, chez les oiseaux, ce sont les
males qui vivent généralement plus longtemps que les femelles (Xirocostas et al. 2020).
Selon cette théorie, chez le sexe hétérogamétique*, la longévité peut étre diminuée de
17,6% (Xirocostas et al. 2020). L'explication pourrait étre liée a une expression non
compensée (car en version unique puisqu’une seule copie de ce chromosome sexuel) des
mutations déléteres du chromosome sexuel. Il est aussi possible que ces différences
puissent étre dues a une transmission uniguement maternelle des mitochondries (Camus

etal. 2012).

Le sexe est un élément tres important dans I'étude de la variabilité des patrons de
sénescence. Etant lui-méme moteur de modification de ces patrons, il est indispensable
de I'étudier de facon systématique. Nous avons décidé, au cours de cette these, de
toujours tester de facon indépendante les males et les femelles de notre modele
biologique que je décrirai un peu plus loin afin de pouvoir comprendre I'impact du sexe

sur la mise en place des patrons de sénescence observés.

V.2. Qualité génétique des individus

Les chromosomes sexuels ne sont pas les seuls parametres génétiques pouvant influencer
la longévité des animaux. Nous savons aussi que la qualité génétique des individus a un
impact important sur leur fitness. Il est d’ailleurs reconnu que les populations présentant
une faible diversité génétique ont une valeur sélective plus faible que les populations
présentant une diversité génétique importante (Jump et al. 2009). A I'échelle individuelle,
il a été montré que les individus possédant une diversité génétique plus importante
présentaient de meilleures performances en termes de survie, de reproduction ou encore
de compétences immunitaires (Williams 2001 ; Seddon et al. 2004 ; Brock et al. 2015).
Ces parametres de survie, reproduction et immunité sont étroitement liés a la fitness des

individus (Chapman et al. 2009), et donc, pourraient étre liés a leur sénescence.

V.3. L'environnement
Un des éléments qui semble également prédominant dans la diversité des patrons de
sénescence est I'environnement. En effet, selon les stimuli et stress de I'environnement,

des patrons de sénescence différents peuvent étre observés au sein d’une méme espece
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et parfois méme d’une méme population en lien avec ce que les organismes peuvent
investir dans leurs fonctions physiologiques. Cet effet de carence alimentaire, bien
gu’encore activement débattu, pourrait étre le résultat d’une réallocation de I'énergie
destinée a la reproduction, alors redirigée vers la maintenance somatique (Speakman and
Mitchell 2011).

La plupart du temps, les stress environnementaux entrainent une diminution a la fois de
la durée de vie et du succes de reproduction. Par exemple, chez les populations de
Drosophila buzzatii, le taux de sénescence dépend de I'altitude (Norry et al. 2006). Chez la
libellule Coenagrion pttella, le succeés de reproduction est lié a la densité de la population
(Banks and Thompson 1987).

L'impact des variables environnementales sur la sénescence reste pourtant difficile a
mettre en évidence car les variations environnementales sont bien trop importantes pour
permettre d’étudier leur impact de fagon isolée sur les organismes en milieu naturel. Afin
de comprendre comment 'environnement peut impacter les patrons de sénescence, il
semble ainsi nécessaire de développer des approches expérimentales en laboratoire ou

les conditions de maintenance peuvent étre entierement contrdlées.

Dans cette these, nous avons choisi d’adopter une approche expérimentale permettant
(1) de contrdler I'environnement des individus et (2) de tester sur ces individus |'effet de
chaque variable environnementale de fagcon indépendante en mesurant des parametres
de sénescence démographique (survie, reproduction) et moléculaire a I'aide de nos

biomarqueurs de sénescence (Chapitre V).

V.4. Manque d’information sur certains modeles

Bien que de nombreuses études aient déja été menées pour comprendre la diversité des
patrons de sénescence au sein du monde vivant, certains organismes comme les plantes
ou chez la plupart des insectes (Roach and Smith 2020 ; Zajitschek et al. 2020) mais aussi
des reptiles (Hoekstra et al. 2020) semblent avoir été moins étudiés alors qu'ils
présentent une diversité de patrons de sénescence importante. En effet, certains
organismes disposent de caractéristiques particulieres pouvant entrainer des patrons de
sénescence différents ou bien méme une sénescence dite « négligeable ». Parmi ces

organismes, certaines especes vivent tres longtemps, ainsi leurs données de suivi
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démographique sont difficiles a obtenir et nous ne savons pas quels sont leurs patrons de
sénescence. L’hydre est aussi un cas particulier, bien que ces cellules semblent connaitre
le phénomeéne de sénescence, I'organisme en lui-méme ne présente pas ce type de
phénotype (Martinez 1998). D’autres contraintes existent chez d’autres espéces dont
celles pour lesquelles il est difficile de définir une identité (présence d’un soma ou
seulement d’'un germen, comme les especes unicellulaires telles que les bactéries). Pour
autant, la diversification des modeéles utilisés pour étudier la sénescence, bien qu’elle
apparaisse comme un challenge, est une étape indispensable dans la compréhension du
processus de sénescence (Gaillard and Lemaitre 2020) et permet parfois de déceler de la

sénescence chez des modeéles pour lesquels elle n’était pas attendue (Ackermann 2003).

Les organismes possédant des stratégies évolutives particulieres sont d’autant plus
intéressants qu’ils permettent de comprendre les mécanismes d’un processus complexe.
En effet, c’est souvent dans les exceptions que des éléments de réponses peuvent étre
apportés. Dans ce but, nous avons choisi de travailler sur un modeéle a croissance

indéterminée : le cloporte commun Armadillidium vulgare.

VI. Organismes a croissance indéterminée : sénescence

négligeable ?

Parmi les organismes soupconnés de présenter une sénescence dite « négligeable », il y a
les organismes a croissance indéterminée. Ces organismes ont pour particularité de
croftre tout au long de leur vie, ils ont une courbe de croissance dite « asymptotique »
(Karkach 2006). La plupart des poissons, les lézards et les serpents mais aussi les
crustacés sont des organismes a croissance indéterminée. Cette particularité peut
entrainer une augmentation du succes de reproduction avec I'dge (Vaupel et al. 2004,
Figure 9). En effet, les individus reproducteurs agés étant beaucoup plus grands que les
individus reproducteurs jeunes, les individus dgés ont des gonades plus importantes et
sont donc avantagés dans la reproduction ce qui va a l'encontre des théories de
sénescence prédisant une baisse de la reproduction avec I'age (Vaupel et al. 2004). Chez

ces especes, les vieux organismes sont donc souvent considérés comme de véritables
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forces dans la reproduction. Ainsi, chez certains poissons, ce sont les plus vieux et donc
les plus gros individus qui présentent le meilleur succes de reproduction (Venturelli et al.
2009). Pourtant de récents indices indiquent que sur certains traits concernant la
reproduction, les performances de ces organismes aussi déclinent avec |'dge. Par
exemple, chez les males guppy la vélocité et la vitesse des spermatozoides diminuent
avec |'dge (Gasparini et al. 2010) et chez le poisson zebre, le comportement de
reproduction chez les males est lui aussi altéré avec I'age (Kanuga et al. 2011). Ainsi, la
théorie selon laquelle la sénescence est négligeable chez ces espéces reste a prouver et
nécessite le développement d’études sur ces organismes présentant une stratégie de

croissance particuliere.

Masse

Croissance indéterminée

Croissance déterminée

v

Maturité sexuelle
Age

Figure 9 : Courbe de croissance en fonction des stratégies de croissance des organismes

VII. Objectifs de la these et démarche adoptée

Ce qui passionne les biologistes évolutionnistes est de comprendre le fonctionnement et
I"évolution des especes au cours du temps. Pour autant, les derniéres études s’accordent
sur le fait que la clef pour comprendre le fonctionnement d’un processus aussi complexe
que celui de la sénescence est de réaliser une étude approfondie chez des espéces tres
différentes et possédant des stratégies d’histoire de vie tres diversifiées (Shefferson et al.
2017a). En effet, c’est la diversité des approches et des modeles biologiques qui permet

de comprendre les mécanismes régissant 'évolution des especes. Ainsi, I'étude des
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organismes présentant une sénescence négligeable ou lente parait indispensable. Parmi
ces organismes, nous avons présenté ci-dessus les organismes a croissance indéterminée.
Bien que jusgu’a récemment catégorisés comme étant des organismes a sénescence
négligeable (Jones et al. 2014), de récentes études tendent a montrer qu’ils présentent
finalement des signes de sénescence reproductive (Kanuga et al. 2011). Puisque les
données sont encore trés peu nombreuses sur ces organismes, il semble indispensable de
développer les connaissances sur de tels modéles. Parmi les organismes a croissance
indéterminée, le cloporte commun Armadillidium vulgare est un isopode terrestre
capable de vivre jusqu’a trois ans. Facile a élever et a maintenir en conditions controlées,
ce petit organisme est un élément important de la chaine alimentaire (Souty-Grosset et
al. 2005) et est trés sensible aux variations environnementales (Miller and Cameron
1987 ; Mocquard et al. 1989). Bien qu’il n’ait jamais été étudié dans ce contexte, il

rassemble donc toutes les qualités pour étudier la sénescence.

L’objectif de cette thése sera donc d’explorer les patrons de sénescence chez cet
organisme a croissance indéterminée et de comprendre quels peuvent étre les stress
pouvant influencer ces patrons (Figure 10). Comme Armadillidium vulgare n’a jamais été
étudié dans le cadre de la sénescence, le premier et deuxieme chapitre de ma these se
consacreront a I'étude des patrons de sénescence actuarielle et reproductive de cette
espece. Le troisieme chapitre s’appuie sur le développement de biomarqueurs cellulaires
de sénescence, visant aussi a étudier d’un point de vue cellulaire ce processus. Enfin,
nous testerons |'effet de différents stress environnementaux sur les profils mis en

évidence dans les précédents chapitres.

Chapitre 1 Chapitre 2 Chapitre 2
Sénescence actuarielle  Sénescence reproductive Biomarqueurs de sénescence

Patrons de sénescence

Chapitre 3
Impact de I'environnement sur les patrons de sénescence

Figure 10 : Configuration du manuscrit ef des fravaux menés lors de la these
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|. Matériel Biologique : le cloporte

I.1. Généralités

Le cloporte commun, Armadillidium vulgare de son nom latin, appartient a I'ordre des
Isopodes et au sous-ordre des Oniscidae Tableau 1, Figure 11). Plus connu sous le nom de
cochon de Saint-Antoine en francais et de pill bug en anglais, ce petit crustacé est
originaire du sud de I'Europe (Vandel 1962). Ayant une durée de vie pouvant aller jusqu’a
3 ans (et dans des cas exceptionnels 4 ans)(Paris and Pitelka 1962), il est aujourd’hui
présent sur tous les continents suite aux activités humaines. Le cloporte est une espece
grégaire, caractéristique lui permettant de garder I'"humidité et ainsi de ne pas souffrir de
la dessiccation (Takeda 1980). On le trouve généralement dans des milieux boisés,

humides et dans les jardins.

Figure 11 : Photo d'un cloporte male de l'espece Armadillidium vulgare

Tableau 1 : Systématique de I'espece étudiée

Regne Animalia
Embranchement Arthropoda
Sous-embranchement Crustacea
Classe Malacostraca
Ordre Isopoda
Sous-Ordre Oniscidea
Famille Armadillidiidae
Genre Armadillidium
Espece vulgare
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1.2. Anatomie
Le corps d’un cloporte est constitué de 3 parties (Figure 12) :

- Le céphalon qui porte 'appareil buccal, les yeux et les antennes.

- Le péréion constitué de 7 segments. Ces segments sont appelés
sternites sur la voie ventrale et tergites sur la voie dorsale. Chaque
segment porte une paire de pattes.

- Le pléon, qui lui est constitué de 6 segments appelés pléonites et du
telson soudé au dernier pléonite. Sur la face ventrale, le telson se

compose de 5 paires de pléopodes.

. Antenne
Céphalon o
Tergite
Péréion
Pléon Telson

Figure 12 : Morphologie générale du cloporte commun Armadillidium vulgare

1.2.1. Appareils reproducteurs

1.2.1.1 Appareil reproducteur du male

Sur la partie ventrale du cloporte, au niveau du pléon, les deux paires de pléopodes se
différencient en endopodites (organes reproducteurs) (Figure 13(A)). La premiere paire se
différencie en stylets copulateurs tandis que les endopodites de la deuxieme se collent

aux stylets copulateurs pour permettre I’'écoulement du sperme (Vandel 1960).
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Figure 13 : Organe génital mdle (A) et femelle (B) photographié au microscope électronique
d balayage chez Armadillidium vulgare

Chez le méle (A) : Ex1 : Exopodite 1 ; AP ; Apophyse génitale ; EN1 : Endopodite 1 ; U : Uropodes
Chez la femelle (B) : GO : ouvertures génitales
Source : (Fortin, 2016)

La gonade male est constituée de 3 parties (Figure 14). Chaque stylet copulateur est relié
a un canal déférent, lui-méme relié a la vésicule séminale. Cette vésicule est surmontée
de trois petits saccules que I'on appelle les utricules. Les spermatozoides forment des
« bundles » (i.e. des regroupements formés de 15 a 30 spermatozoides) (Itaya 1979;

Fortin 2016)

Utricule

Vésicule séminale

Canal déférent

Stylet copulateur

Figure 14 : photographie (x10) des gonades mdles

1.2.1.2. Appareil reproducteur de la femelle

emes

Chez la femelle, les ouvertures génitales se trouvent a la base des 5 paires de pattes.
Chaque ouverture est reliée a I'oviducte qui s’ouvre dans 'ovaire. A la jonction de
I'oviducte et de l'ovaire se trouve un petit anneau qui permettra le stockage des

spermatozoides et que I'on appelle « spermatheque » (Figure 15).
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Ovocyte

Ovaire Emplacement de la spermathéque

Tractus génital

Figure 15 : Photographie (x10) d'un ovaire de cloporte femelle

1.3. Croissance et mue

Le cloporte est un organisme a croissance indéterminée, c’est-a-dire que contrairement
aux insectes, il grandit tout au long de sa vie par des mues successives. Le processus de
mue est composé de 4 périodes chez les Oniscidea (Figure 16).

- Lors de la période A, se déroule I'exuviation, aussi appelée ecdysis. Cette étape dure
entre 1 et 2 jours. L'exuviation va commencer par la partie postérieure du cloporte :
péréionites 5, 6 et 7, pléon et telson, puis aprés 12h a 24h, c’est la partie antérieure
du cloporte qui mue, comprenant le céphalon et les péréionites 1 a 4.

- Au cours de la période B, durant environ 2 jours, le cloporte est immobile, mou et
donc vulnérable aux prédateurs.

- La période suivante, appelée C, est la période de diecdysis, le cloporte est dur et
actif.

- La derniere période, la période D, correspond a la période durant laquelle le
cloporte se prépare a la prochaine mue, des plagues blanches apparaissent alors
sur la face ventrale du cloporte. Elles correspondent a une accumulation de
carbonate de calcium que le cloporte recycle afin d’éviter les pertes lors de la

prochaine mue. Cette période de pré-ecdysis peut durer environ 16 jours.
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< > < > < > < >
1-2 jours 2 jours 10jours 16jours
Ecdysis  Post- Diecdysis Pré- ecdysis
Ecdysis

Figure 16 : Cycle de mue chez A. vulgare

L’ecdysis correspond a la perte de I'ancienne cuticule, elle est réalisée en deux étapes. La partie
postérieure en premier, et la partie antérieure ensuite.

I.4. Reproduction

Chez le cloporte, comme chez la plupart des espéeces animales, le processus de
reproduction, présenté en Figure 17, est saisonnier. Cette temporalité permet de donner
plus de chances aux jeunes qui naitront ainsi durant la période la plus favorable a leur
survie. Ainsi, les signaux tels que I'augmentation de la température ou la modification de
I'intensité lumineuse stimulent I'animal et entrainent la mise en reproduction (Mocquard
et al. 1989 ; Souty-Grosset et al. 1993). Selon la provenance des animaux, le moment ou
les individus entrent en reproduction varie (Souty-Grosset et al. 1988). En France, les

femelles gravides sont observées du mois d’avril au mois d’octobre (Vandel 1962).

Pour comprendre le processus de reproduction chez A. vulgare, il faut tout d’abord
comprendre comment fonctionne la maturation des ovocytes chez la femelle (Figure 18).
En effet, alors que les males semblent étre capables de se reproduire toute I'lannée, les
femelles doivent réaliser des mues particulieres leur permettant de mettre en place une
poche ventrale appelée marsupium et ainsi de porter les petits lors de leur
développement. Une étape importante consiste en la maturation des ovocytes. Pour que
ces derniers soient fécondables, ils doivent s’étre chargés en réserves vitellines. Hors
saison de reproduction, durant les périodes de « mues normales », les ovocytes se
différencient. Aprés avoir stocké des ressources vitellines, les ovocytes entrent en phase
de vitellogenése primaire. lls stoppent leur développement a cette étape et lorsque les
conditions environnementales sont propices a la reproduction, les ovocytes connaissent
une étape de maturation, appelée intermue préparturielle (Mocquard et al. 1989). Ils
subissent alors une vitellogenese secondaire et accroissent leur taille par la mise en

réserve du vitellus (Souty-Grosset 1984).
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Fécondation

Femelle réceptive

Sortie du
marsupium

Ponte des ceufs
fécondés dans le
marsupium

S

1¢"® mue

Les mancae
deviennent des
“~._  pulli (7 paires de
pattes)

Croissance des
mancae (6 paires
de pattes)

Figure 17 : Etapes de la reproduction chez le cloporte commun A. vulgare

Entrée en reproduction Arrét de la reproduction

IN @ IPP IP P {} IN

O ovocyte en pré-vitellogenese O ovocyte en vitellogeneése | O ovocyte en vitellogenése |l

Figure 18 : Cycle de mue et de reproduction chez le cloporte commun A. vulgare

Les cercles représentent les ovocytes, en blanc lorsqu’ils sont en pré-vitellogenése, en jaune
lorsqu’ils sont en vitellogenése primaire et en orange lorsqu’ils sont en vitellogenése secondaire.
MN : Mue Normale ; MP : Mue Parturielle ; IN : Inter-Mue ; IPP: Intermue Préparturielle ; MP :
Mue Parturielle. Source : Lefebvre, 2002.
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Juste avant d’effectuer leur mue parturielle (Figure 18), les femelles sont réceptives a
I"accouplement (Beauché and Richard 2013). Le dép6t des plaques de calcium précédent
une mue sur leur face ventrale prennent alors une forme particuliere (Moreau and Rigaud
2002, Figure 17). Lors de I'accouplement, le méale insére son appareil copulateur de facon
successive dans les deux ouvertures génitales de la femelle (Mead 1973). Le sperme est
alors déposé dans le tractus génital de la femelle avant de migrer vers la spermathéque
(Suzuki and Ziegler 2005). Les ovocytes, alors matures, traversent cet anneau
spermatique, qui est déstabilisé et c’est probablement a ce moment que les ovocytes
sont fécondés. lls migrent ensuite dans la poche marsupiale (Suzuki and Ziegler 2005).
Aprés 1 mois d’incubation dans la poche marsupiale, et le développement visible des
embryons dans le marsupium, les mancae qui ne possédent alors que 6 paires de pattes
émergent du marsupium (Surbida and Wright 2001, Figure 19). lls effectuent une
premiere mue dans les premieres 24h, qui leur permet d’acquérir une 7¢me paire de
pattes, ils sont alors appelés « pulli ». Si la femelle n’a pas été inséminée par un male, elle
effectue tout de méme une mue parturielle et une ponte de ses ovocytes non fécondés

dans son marsupium. C'est ce qui est appelé une « ponte blanche ».

Figure 19 : Développement du cloporte de la fécondation & la naissance
D’aprés Rockhill et al. 2019

La spermatheque de la femelle peut contenir les spermatozoides de plusieurs males et le
maintenir pour |"utiliser pour plusieurs reproduction (Howard 1943 ; Bech et al. 2017).
Ainsi, dans la nature, les portées produites par les femelles d’A. vulgare sont composées
d’environ 5 péres différents, alors que les males, eux, ne semblent pas limités sauf en cas

de fortes compétitions entre males (Durand et al. 2020). Le systeme d’appariement est
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donc de type promiscuitaire, ce qui doit étre, vraisemblablement facilité par le caractére
grégaire de cette espece. Nous avons aussi observé chez cette espéce, une capacité pour
la femelle a refuser 'accouplement (Mead 1973) mais aussi a choisir son partenaire sur

des criteres génétiques (Durand et al. 2015, 2017a,b ; Fortin et al. 2018).

I.5. Elevage

Le laboratoire EBI de Poitiers possede un tres grand élevage d’Oniscidés. Tous les
individus sont maintenus dans des boites en plastique contenant du terreau non traité
(i.e. exempt de tout fertilisant). Tous les animaux sont maintenus dans les mémes
conditions d’élevage : une température constante de 20°C, la photopériode naturelle de
Poitiers (46° 35" N, 0° 20’ E), avec une nourriture ad libitum constituée de feuilles séchées
réhydratées de tilleul et de rondelles de carottes dans des boites classiques d’élevage
(Figure 20A). Les animaux sont obtenus a partir d’individus prélevés sur le terrain. Pour la
lignée étudiée dans cette thése, les animaux proviennent d’individus qui ont été prélevés
a Helsingor (Finlande) en 1982. Afin de faire perdurer les lignées, les cloportes sont mis
en reproduction une fois par an. Pour cela, des couples non apparentés sont réalisés et
déposés dans de petites boites circulaires (Figure 20B). Chaque couple est placé dans une
salle dite « a photopériode stimulante », mimant la luminosité stimulante pour I'entrée
en reproduction. Les boites sont controlées de facon hebdomadaire afin de suivre le
statut des femelles et de noter les gravidités. Quand les petits naissent, ils sont isolés
dans de grandes boites en plastiques rectangulaires jusqu’a atteindre leur maturité
sexuelle. Lorsque les individus sont assez gros, qu’ils ont atteint cette maturité sexuelle,
ils sont triés par sexe et séparés dans deux boites différentes afin d’éviter toute

reproduction entre fréres et sceurs. Ainsi, chaque individu dans une boéte a l'issue des

tris est vierge et d’ascendance connue.

Figure 20 : Apercu des conditions d'élevage du cloporte : en (A), les conditions de

maintenance des cloportes adultes sexés et séparés. En (B), boite contenant des couples



1.6. Prélevement d’hémolymphe et de tissus

1.6.1. Prélevement de I’hémolymphe

Afin de prélever I'hémolymphe d’un cloporte, il est tout d’abord nécessaire de lui faire
effectuer 3 bains successifs (le premier d’eau de javel 70%, suivi de deux bains successifs
d’eau) afin de le nettoyer. Le bain consiste seulement a tremper I'animal quelques
secondes. Ensuite le cloporte est placé sur la face ventrale. Un trou est effectué avec une
petite aiguille au centre de la 6éme tergite afin d’atteindre le vaisseau dorsal (Figure 21).

Une goutte d’hémolymphe surgit alors. Elle est récupérée avec une micropipette.

Figure 21 : Emplacement du trou & effectuer pour prélever
I'némolymphe
1.6.2. Prélevement de la chaine nerveuse
Le prélevement de la chaine nerveuse nécessite le sacrifice de I'animal, pour cela la téte
et la partie inférieure du telson sont coupés rapidement. L’animal est ensuite déposé
dans une solution de Ringer, et disséqué sous loupe binoculaire. La chaine nerveuse est
blanche et composée de différentes ramifications (Figure 22). Elle est fragile est nécessite

une dissection délicate.

Antérieur

Post érieur

46



Figure 22 : Photographie et schéma d'une vue ventrale de chaine nerveuse (x15)

1.6.3. Prélevement des gonades
Tout comme pour la chaine nerveuse, les gonades chez les males comme chez les
femelles, nécessitent le sacrifice de I'animal. Ensuite, il suffit de casser les sternites pour

ouvrir I'animal et prélever les gonades.
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CHAPITRE | : ETUDE DE LA SENESCENCE ACTUARIELLE CHEZ A. VULGARE

Chapitre | : Etude de |a
senescence actuarielle
chez A. vulgare
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l. Introduct

ion

Les données démographiques concernant les populations d’A. vulgare nous viennent de

Paris et Pitelka en 1962. A partir d’individus prélevés dans les populations en Californie, et

en prenant la taille des animaux comme proxy de I'age, Paris et Pitelka ont montré que la

probabilité de survie diminuait avec I'age (Paris and Pitelka 1962 ; Tableau 2 ; Figure 23),

et qu’apres la premiére année de vie, trés peu d’animaux survivaient (Tableau 2).
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Figure 23 : Probabilité de survie du cloporte A. vulgare

Cette courbe a été réalisée grdce a des données réalisées en milieu naturel dans les pairies de
Californie entre 1957 et 1960. Source : Paris et Pitelka, 1962.

Tableau 2 : Table de survie et reproduction chez A. vulgare

Source : Paris et Pitelka, 1962

TapLe VI. Ecological life table
|
2
X 1 19 my, My, Ix @ my, 1 @ mixy Z Lemy
i=1
Fecundity rates* Age-specifie fecundity™*
Age (years) Survivorshp | Survivorship —{ Age specific fecundity
{on April) of females Early Late Early Late Annual totals
O............... 1.0000 — —_ — — — —
15 0.1900 — — — — — —
3 0.1104 0.0355 0.7719 5.4814 0.0428 0.3042 0.3470
2., 0.0144 0.0058 23 .6534 61.3966 0.1372 0.3561 0.4933
3. 0.0020 0.0008 79.2750 122 6875 0.0634 0.0981 0.1615
4... 0.0002 0.0001 237 .5000 0.0238 0.0238
5. 0.0000 — —_ — -
Ro=1.0126

* Fecundity is computed for each of two modalities of refroduction during the breeding season.
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Au laboratoire, nous arrivons a obtenir des individus de 3 ans et de maniere plus
exceptionnelle, des animaux de 4 ans. Nous observons dans nos élevages une diminution
des effectifs aprés la premiére saison de reproduction sans avoir pour autant étudié cette
dynamique. En effet, a ce jour et a notre connaissance, aucune étude en laboratoire n’a
jusgu’alors été menée pour mesurer la sénescence chez cette espece. A 'aide d’une base
de données constituée en 2014 par une autre doctorante du laboratoire EBI, Sylvine
Durand (doctorante de 2014 a 2017 au laboratoire EBI), et en la complétant avec un suivi
réalisé durant ma thése, nous explorons dans ce chapitre I, les patrons de sénescence
actuarielle chez les femelles. Cette étude n’est qu’a ses prémices mais révele déja des
informations intéressantes. Les premiers résultats présentés ici sont donc encore a |'état

descriptif et nécessiteront une étude statistique plus complete.

1. Matériels et Méthodes

I.1. Matériel biologique

L’étude est réalisée a partir d’'une base de données constituée par S. Durand. Elle
représente le suivi individuel de 32 femelles de la méme lignée que celle utilisée durant
ma these. Ces femelles sont dgées de 1 an et ont, juste avant le suivi, été mises en
reproduction avec 2 males vierges de la méme lignée et du méme age. Les animaux ont
ensuite été mis en photopériode stimulante pour « déclencher » leur reproduction. Un
suivi hebdomadaire permettait de recenser les gravidités, les naissances et les morts.
Lorsque les femelles étaient gravides et sur le point de mettre bas, elles étaient isolées
dans des boites de Petri avec une feuille de papier absorbant mouillée. Ainsi, a leur
naissance, les petits pouvaient étre prélevés avec un pinceau et comptés. Le suivi de ces
femelles a été réalisé jusqu’a ce que la derniere femelle meure.

Afin de compléter le jeu de données et en particulier pour mesurer les mortalités en
amont de la premiére reproduction simulée dans I’étude de S. Durand, nous utilisons
dans ce chapitre | les données de suivi de 40 femelles agées de 200 jours pendant 200
jours (jeu de données issu du groupe contréle (i.e. femelles maintenues en conditions

classiques d’élevage) de I'expérience « stress température » Chapitre IV).
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11.2. Statistiques

Afin de tester I'effet de I'dge sur la sénescence actuarielle, nous réalisons un tableau
contenant les différents taux de mortalité observés en fonction du temps. Nous réalisons
ensuite un modele linéaire généralisé a distribution binomiale pour tester I'effet de la
période (saison de reproduction / période de repos) sur les taux de sénescence observés.
Pour cela, nous fusionnons les données des deux études (taux de mortalité entre 200 et
400 jours et taux de mortalité au-dela de 400 jours), présentées précédemment (Figure
24). Puis nous testons, par des modeles linéaires avec distribution Gaussienne, I'effet de
la saison de reproduction sur le nombre total de mancae produit. Nous testons
également 'effet de I'effort de reproduction précoce (1ére saison de reproduction) sur la

‘M et 3°™ saisons de reproduction) en regardant si le nombre

reproduction tardive (2
total de mancae produits lors de la premiere saison de reproduction impacte de facon
significative le nombre de mancae produits lors de la deuxieme et de la troisieme saison
de reproduction, mais aussi si cette allocation en nombre de descendants impacte la
survie des femelles. Pour cela, nous réalisons des modeles linéaires avec distribution

Gaussienne.

[11.  Résultats

Les femelles vivent en moyenne 755 jours, avec une médiane située a 686 jours. La
premiere mortalité est enregistrée au bout de 450 jours, et la derniere au bout de 1329
jours (soit presque 4 ans) (Figure 24). Entre 200 et 400 jours, nous observons un faible
taux de mortalité des femelles cloportes (Figure 24A). L'onset de sénescence intervient
vers 450 jours, en plein milieu de la 1o reproduction (Figure 24B) et les taux de mortalité
sont significativement plus élevés lorsque les cloportes se situent dans une période de

reproduction (F1,14=5.61, P=0.03).

Nous distinguons également 3 saisons de reproduction : une premiere située entre 400 et
470 jours, une seconde située entre 600 et 675 jours, et une troisieme située entre 810 et
920 jours (Figure 24). Aprés mise en reproduction, les femelles produisent jusqu’a
5 portées (Tableau 3 : Caractéristiques des portées obtenues; Figure 25), avec une
deuxieme portée qui comporte significativement moins de mancae que la premiere
portée (Estimate + se = -18.47 + 2.19, P=0.038 ; Tableau 3 : Caractéristiques des portées
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obtenues; Figure 25). Lorsque nous regroupons les portées dans chaque saison de
reproduction, nous observons que le nombre de mancae produits est moins important
durant la deuxieme et troisieme saisons de reproduction (Chisqg;,=33.55, P<0.001;
Respectivement : Estimate £ se = -90.58 + 19.98 ; Estimate * se=-136.55 + 30.35 ; Figure
26). Nous ne trouvons cependant aucun effet significatif de I'allocation a la reproduction
précoce sur la reproduction tardive (Chisq1=0.10, P=0.74 ; Chisq1=0.16, P=0.68) ou sur la
survie des femelles (F130=1.91; P=0.17).

A. B.

1¢esaison de 2°M¢ saisonde 3™ saison de
reproduction reproduction reproduction

1.00 1.00] .
0.80 0.80.
P 2
£ 0.60 £ 0.60 /
o (=]
Z 0.40 ; |
w 0. v 0.40]
o o
X 5 . 4
& 0.20 2 0.20. : \/ -
0.00 . | 000f—2 ¥
200 300 400 400 600 800 1000 1200 1400
Age (jours) Age (jours)

Figure 24 : Taux de mortalité des femelles cloportes entre (A) 200 et 400 jours et entre (B)
400 et 1400 jours

Les saisons de reproductions sont déterminées a partir des portées obtenues dans ces intervalles
de temps. La premiere saison de reproduction (couleur jaune) est plus étendue puisque nous
observons jusqu’a trois portées contre deux lors de la deuxieme saison de reproduction (couleur

bleue) et une seule lors de la troisieme saison de reproduction (couleur verte).

Tableau 3 : Caractéristiques des portées obtenues

lere 2éme 3éme 4éme portée  5éme portée
portée portée portée

Nombre de mancae minimum 61 22 68 42 98

Nombre de mancae maximum 186 194 182 174 98

Nombre de mancae médian 105 86 114 107 98

Nombre moyen de mancae 109,41 92,4 115,14 103,4 98

Nombre de femelles ayant connu 32 30 14 8 2

cet événement
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CHAPITRE | : ETUDE DE LA SENESCENCE ACTUARIELLE CHEZ A. VULGARE

en% 100 93,75 43,75 25 6,25

200
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100

Nombre de mancae par portée

50

1#eportée 2¢me portée 3°™° portée 1% portée 2™ portée 1% portée

1¢¢saison de 2¢me saison de 3¢me saison de
reproduction reproduction reproduction

Figure 25 : Nombre de mancae produits par portée en fonction de la saison
Chague ligne représente une femelle différente. En absence de portée, les femelles ont été

renseignées comme ayant produit « O » mancae.
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Figure 26 : Nombre total de mancae produits par saison de reproduction

Chaque ligne représente une femelle différente. Toutes les portées produites lors de la premiere,
de la deuxieme ou de la troisieme saison de reproduction ont été additionnées pour pouvoir

visualiser I'allocation a la reproduction en fonction de chague saison.

V. Discussion

A l'aide de I'ensemble de ces données, nous avons pu mettre en évidence |effet
important de la reproduction sur la sénescence actuarielle du cloporte. En effet, I'onset
de sénescence semble intervenir au moment de la reproduction. Avant la reproduction et
entre les saisons de reproduction, les taux de mortalité sont moins élevés que lors des
différentes saisons de reproduction. Comme |'ont observé Paris et Pitelka en 1962, la
premiere saison de reproduction est tres couteuse en terme de survie pour les cloportes
femelles (Paris and Pitelka 1962). En effet, nous observons que 'effort de reproduction
est plus important lors de la premiéere saison de reproduction durant laquelle plus de 90%
des femelles ont produit deux portées, et plus de 40% des femelles en ont produit 3. Nos
résultats coincident avec ceux de Paris et Pitelka en 1962 rapportant un taux de mortalité
trés important apres la premiére année de vie.

Le succes reproducteur en termes de nombre de descendants est lui aussi impacté par
I'dge (et la saison de reproduction) chez le cloporte, révélant une sénescence
reproductive chez cette espece a croissance indéterminée, a contrario de ce qui est

attendu chez ce type d’organismes. Cela étant dit, dans I'expérience de S. Durand, les
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femelles nont rencontré que deux males et ce, au début de leur vie. Nous ne pouvons
donc pas exclure que le peu de descendants obtenus lors de la deuxieme et la troisieme
saison de reproduction soit le résultat d’'une quantité trop faible de spermatozoides
contenus dans la spermathéque chez certaines femelles qui peuvent survivre
relativement longtemps aprées leur derniere portée. Etudier plus en détail la sénescence
reproductive chez cette espece reste donc nécessaire (cf. Chapitre Il).

Bien qu’il n’y ait aucun effet de 'allocation précoce a la reproduction sur la reproduction
tardive ou sur la survie comme nous pouvions l'attendre (Lemafltre et al. 2015), les
résultats illustrés sur les Figure 25 et Figure 26 suggerent que les individus ayant investi
de I'énergie de facon importante en début subissent le co(it de cet investissement sur
leur allocation a la reproduction les saisons suivantes. Ce processus du colt de la
reproduction précoce sur la reproduction tardive est retrouvé chez de nombreux
organismes (Lemaftre et al. 2015).

Le choix de telle ou telle stratégie pourrait étre conditionné par le poids (ou la taille) de la
femelle lors de la premiere saison de reproduction, connu pour avoir un effet important
sur le nombre de petits produits (Durand et al. 2018 ; Lefebvre et al. 2019) mais qui n'a
pas été mesuré dans 'expérience de S. Durand. Des expériences utilisant des femelles de
méme age mais de poids (et taille) différent pourraient permettre de tester cette

hypothéese.

Ces résultats, méme s’ils nécessitent des analyses plus approfondies, apportent les
premiers indices de sénescence actuarielle et reproductive chez cet organisme a
croissance indéterminée et nous aménent a étudier de facon plus précise la sénescence
reproductive (chapitre 1), jusgu’alors non soupgonnée chez le cloporte, modele
biologique chez lequel nombreux auteurs ont jusqu’ici considéré les vieux animaux et en
particulier les vieilles (et grosses) femelles comme de véritables forces dans la

reproduction (Paris and Pitelka 1962; Dangerfield and Hassall 1992; Caubet 1998).
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CHAPITRE Il : ETUDE DE LA SENESCENCE REPRODUCTIVE CHEZ A. VULGARE

Chapitre |l : Etude de la
sénescence
reproductive chez A.
vulgare

“Cc’ﬂzw, W fm/o/uznm, on ng, Mm,ﬂ,e, yvaﬁ Jcﬂw W—E@e& o%f/wwf}”

Alexander Graham Bell (1918)
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| Introduction

Avec 'age, les organismes voient leur succes de reproduction diminuer dans un processus
appelé « sénescence reproductive ». Par définition, le succés de reproduction est la
capacité d’un individu a produire des descendants capables eux-mémes de se reproduire.
Il est le résultat d’un processus complexe mettant en ceuvre de nombreuses étapes allant
de la production des gamétes aux soins parentaux. Bien souvent, seules certaines de ces
étapes sont étudiées pour révéler la présence ou |'absence de sénescence reproductive.
Chez des organismes a croissance indéterminée, les individus vont croitre avec le temps
entrainant ainsi des capacités physiques plus importantes lors de la reproduction. Il est
donc théoriguement attendu que le succes reproducteur chez ces organismes augmente
avec 'age (Vaupel et al. 2004). Chez les poissons notamment, il semblerait que les plus
gros individus, et donc les plus vieux, produisent plus de descendants que les plus petits,
et dong, plus jeunes individus (Venturelli et al. 2009).Pour autant, le nombre de petits
n’est qu’un des nombreux parametres constituant le succes reproducteur et de récentes
études tendent a montrer que bien que le nombre de petits augmente avec I'dge chez ces
especes, d’autres traits peuvent étre impactés par I'dage, comme la qualité des
spermatozoides chez les guppys (Poecilia reticulata) ou le comportement de reproduction
chez le poisson zébre (Danio rerio) (Gasparini et al. 2010 ; Kanuga et al. 2011).

Chez le cloporte A. vulgare, le nombre de petits produits augmente avec I'age de la
femelle (Dangerfield and Hassall 1992 ; Lefebvre et al. 2019 ; Figure 27). En effet, le

nombre d’ovocytes est proportionnel a I'age de la femelle (Lefebvre 2002).
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Figure 27 : Nombre de pulli comptés dans le marsupium en fonction de la taille de la
femelle

D’aprés Paris et Pitelka, 1962

De nombreuses études sur ce modele biologique ont donc rapportés I'importance des
individus agés en terme de dynamique des populations (Paris and Pitelka 1962 ; Caubet
1998). En effet, en produisant un nombre important d’individus, les individus agés
permettraient le renouvellement des populations. Pour autant, en dehors du nombre
d’individus descendants produits, nous n’avons aucun autre indicateur du succes de
reproduction des individus agés chez cette espéce. Par exemple, nous ne savons pas
quelle est I'allocation a la reproduction (comportementale ou physiologique), le succes de
fécondation, le succes de développement ou encore la qualité des descendants de ces
animaux agés. Afin de pouvoir conclure a une absence de sénescence reproductive dans
ce modele biologique, il est important de tester d’autres traits que le nombre de petits
produits a la naissance. Ce chapitre Il est donc dédié a I'étude de traits de reproduction
des cloportes a des ages différents et plus particulierement a I'étude (1) de la qualité des
descendants issus d’individus agés comparée a celle des individus jeunes et (2) de
I'allocation spermatique a la reproduction des vieux males comparée a celle des jeunes

males.
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II.  Age et succes reproducteur : article « Reproductive
senescence and parental effects in an indeterminate
grower» publié dans le Journal of Evolutionnary

Biology.

I.1. Présentation de I'étude

A linverse des organismes a croissance déterminée, les organismes a croissance
indéterminée vont croitre tout au long de leur vie. De ce fait, leurs capacités physiques
pour la reproduction peuvent elles aussi croitre. Chez le cloporte, le nombre d’ovocytes
est plus important chez les grosses et donc vieilles femelles. La femelle cloporte porte les
larves pendant un mois dans son marsupium, une plus grande taille lui permet de porter
plus de petits. Ainsi, de nombreuses études rapportent que les individus plus gros et donc
plus vieux produisent plus de descendants que les individus plus jeunes (Paris and Pitelka
1962 ; Lefebvre et al. 2019). Ainsi, jusqu’alors, il était couramment admis que |'age
conférait un avantage a la reproduction chez A. vulgare, validant ainsi I’hypothese de
I'absence de sénescence reproductive chez cette espece (Vaupel et al. 2004). Cependant,
comme dit précédemment, I'absence d’études sur d’autres parametres que le nombre de
petits ne permet pas de conclure réellement a cette absence de sénescence
reproductive.

Dans cette étude, nous testons 'effet de I'age des parents sur le nombre de portées
obtenues, le nombre de descendants, mais aussi la qualité de ces derniers par leur
capacité a eux-mémes survivre et se reproduire. Pour cela, nous mettons en reproduction
40 couples de cloportes vierges de 1 an (age de la premiere reproduction chez cette
espece) et 40 couples de cloportes vierges de 3 ans. Bien que les vieux individus aient
tendance a produire moins de portées, ils produisent, comme observé dans les
précédentes études, plus de descendants par portée. Cependant, ces descendants
présentent une survie moins importante et des difficultés a se reproduire (Figure 28).
Nous mettons ainsi en évidence une sénescence reproductive chez A. vulgare avec un

effet transgénérationnel de |'dge.
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Figure 28 : Résumé graphique de I'étude sur la sénescence reproductive
du cloporte

D’aprés Depeux et al. (2020) (résumé graphique)

Si dans cette étude, nous mettons en évidence un effet de I'dge des parents (males et
femelles) sur la qualité de leurs descendants, nous ne faisons pas la distinction entre
I'effet de I'dge du male et I'effet de I'age de la femelle a cause de |'assortiment par la
taille de ces animaux lors de la reproduction. En effet, les individus trop grands ne
peuvent pas, mécaniqguement, se reproduire avec des individus trop petits, c’est
pourguoi, nous n‘avons pas pu tester 'effet de I'age de la femelle et du male de facon
indépendant dans la présente étude. Pour autant, il semblerait que les descendants des
males agés arrivent tout de méme a se reproduire a I'instar des descendants de femelles

agés, postulant donc pour un effet transgénérationnel femelle plus fort.

[.2. Article scientifique
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Reproductive senescence is the decrease of reproductive performance with in-
creasing age and can potentially include trans-generational effects as the offspring
produced by old parents might have a lower fithess than those produced by young
parents. This negative effect may be caused either by the age of the father, mother
or the interaction between the ages of both parents. Using the common woodlouse
Armadillidivem vuigare, an indeterminate grower, as a biological model, we tested for
the existence of a deleterious effect of parental age on fitness components. Contrary
to previous findings reported from vertebrate studies, old parents produced both a
higher number and larger offspring than young parents. However, their offspring had
lower fitness components (by surviving less, producing a smaller number of cutches
or not reproducing at all) than offspring born to young parents. Our findings strongly
support the existence of trans-generational senescence in woodlice and contradict
the belief that old individuals in indeterminate growers contribute the most to re-
cruitment and correspond thereby to the key life stage for population dynamics. Our
work alsa provides rare evidence that the trans-generational effect of senescence
can be stronger than direct reproductive senescence in indeterminate growers,

KEYWORDS
ageing, Armadilicfurmvwigare, clutch size, indeterminate growth, reproductive success

Pankhurst, & Pankburst, 2010; Geister, Lorenz, Meyering-Vos, &
Hoffmann, Klaus.H. & Fischer, K., 2008: Schwanz, 2008). Within

Deciphering the eco-evolutionary roots of inter-individual variation
inreproductive success is a long-standing objective in evolutionary
biclegy. Many overall (e.g. temperature, photoperiod) and biokic
{e.0. social relationships, population density, predation and food
availability) factors can modulate reproductive success in both ver-
tebrates and invertebrates (e.g. Bertrarm, 2009; Descamps, Boutin,
Berteaux, & Gaillard, 2008; Donelson, Munday, McCormick,

a given population, individual attributes such as age and size are
also associated with reproductive performance in most animals
{Clutton-Brock, 1991). However, reproductive success, usually
measured as the number of offspring produced at some predefined
stage, (i.e. conception, birth, or independence of offspring) does
not account for the entire process of repreduction. In an evelution-
ary context where the performance of of fspring matters because it

| Evol Biol. 2020:00:1- 9.
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shapes Darwinian fitness (at the individual level) and growth {at the
population level), a trans-generational approach is required.

Among the factors that influence the fate of offspring, the role
of parental age is currently attracting considerable attention (see
Lerraitre & Gaillard, 2017 for a review). Evidence of a decrease in
reproductive performance at old age has accurmulated in the last
decades (Mussey, Froy, Lemaitre, Gaillard, & Austad, 2013}, and
empirical studies have reported evidence of reproductive senes-
cence in a large range of reproductive traits including clutch size
(Tabata & Teshiba, 2018), juvenile mass or size (Barks & Laird, 2016;
Sharp & Clutton-Brock, 2010), offspring survival (Packer, Tatar, &
Collins, 1998), offspring reproduction (Ducatez, Baguette, Stevens,
Legrand, & Fréville, 2012 ) or offspring lifespan (Barks & Laird, 2016;
Lansing, 1947), Interestingly, when Lansing (1947} published his pi-
oneering study demonstrating a negative effect of parental age on
offspringlifespan in rotifers, he made no explicit distinction between
the maternal and paternal ages. Howewver, most studies of this pro-
cess (e the so-called Lansing effect) have focused on maternal age
(Lemaitre & Gaillard, 201 7) whereas old paternal age should also neg-
atively influence affspring perfarmance (Lemaitre & Gailland, 2017)
a5 a result of decreasing sperm guality with increasing paternal age
il ohnson & Gemmell, 2012). Studies looking at the effect of both
maternal and paternal ages as well as their potential interactions are
now strongly required (Dzyuba, 2006; Tidigre et al,, 2018),

So far, most studies of parental age effect focused on deter
minate growers (especially longlived birds and mammals) (Fay,
Barbraud, Delord, & Weimerskirch, 2016), which are supposad to
show stronger senescence than indeterminate growers (Vaupel,
Baudisch, Dalling, Roach, & D. & Gampe, | ., 2004). In indetermi-
nate growers the numiber of offspring produced per reproductive
gitempt is expected to increase with age, which should count-
er-select reproductive senescence in terms of fecundity (| ones
et al, 2004; Vaupel et al., 2004), For example, in fish populations,
clder and s0 bigger individuals generally have a higher repro-
ductive success than younger and smaller individuals (Venturelli,
Shuter, & Murphy, 2009), which might be due to the production
of high-quality eggs by old females (e.g. Vallin & Missling, 2000 in
the Atlantic cod, Gaous marhua). Age classes largely differ in sizein
indeterminate growers, which makes mating between individuals
from distinct cohorts difficult, if not impossible. In such species,
both selective pressure and physical constraints during mating
can lead to a pattern of size- (and thus age-) assortative mating
(Crespi, 1989). Thus, reproductive senescence can be exaceribated
by the cumulative effects of both maternal and paternal ages
(Lemaltre & Gallard, 2007). Although investigations of reproduc-
tive senescence are mandatory to refine our current understand-
ing of the evolution of senescence (| ones & Vaupel, 2017), such
studies are still lacking, especially in invertebrates. Here, we aim
to fill this knowledge gap by investigating whether reproductive
SEMEsCence ocours in an indeterminate grower, the common wood-
louse Armadifiiciurm vulgare, and whether advanced parental age
negatively influences offspring fitness components.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Biological model

The common waodlouse is a terrestrial isopod that can live up to
three years (Paris & Pitelka, 1962) This species exhibits indeter-
minate growth and as such large size differences across individu-
als can be observed. For instance, an old individual could be up
to ten times larger than a newly mature individual (Brody, Edgar,
& Lawlor, 1983). Therefore, physical constraints prevent young
individuals to mate with old ones, leading to a pattern of assorta-
tive mating in both size and age at the population level (Lefebwvre,
Richard, Moreau, Rigaud, & Caubet, 2019). Female parental care
is energetically castly in this species as fermales actively carry and
protect their offspring in a marsupium for a month (Surbida &
Wright, 2001}, Offspring develop in this pouch and benefit from
a protected environment and nutrients provided by their mother
iSurbida & Wright, 2001), As the incubation of the offspring takes
place in the marsupium, the size of the females is closely asso-
ciated with the number of offspring produced (Dangerfield &
Hassall, 1992; Durand, Loiseau, Prigot, Braguart-Varnier, & Beltran-
Bech, 20108; Paris & Pitelka, 1962).

All individuals of A. vidgare used in our experiment came from
a natural population collected in Denmark (Helsingar) in 1982,
All the specimens were virgin at the beginning of the study and
had been maintained on moistened compost and subjected to
Poitiers natural photoperiod (86; 46°34'55°N; 0°20'10"E) at 20°C
with food provided ad libiturm fi.e. slices of fresh carrots and dried
leaves of linden, Tilka sp). These conditions were repeated across
all experiments.

2.2 | Differences of reproductive performance
between young and old parents

We set up two groups of 40 breeding pairs cormprising of ane male
and one female: one group was made up of old parents (36 manths
old) and another group was made up of young ones (12 months
old). The mass of each individual was initially checked to control for
variation within age groups. Young individuals weighed (mean + 50
0081 g +=0.027 gand old ones 0.293 g = 0.044 g All 80 breeding
pairs were weekly monitored throughout 7 months (e, during the
entire reproductive season, from ) anuary to | uly) and when females
were gravid, they were isolated and placed in boxes with wet paper
towel, Only the first clutch produced was used because very few
breeding pairs produced a second clutch. We computed the breed-
ing rate according to age (the probability to produce a clutch) for
each parental group (L.e young parents and old parents). We re-
corded the nurmber of offspring per clutch (hereafter called clutch
size). The entire clutch was weighed and then divided by clutch size
to obtain the mean of fspring mass &t birth. The experimental design
15 presented im Figure 1.
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2.3 | Inter-generational traits: offspring mass,
survival and reproductive success

We manitored the offspring during the most critical period of their
lives (=18 monthsk Indeed, in the wild, only 11% of individugals are
able to reach 2-year-old (Paris & Pitelka, 1962). To estimate survival,
we counted offspring fram the previous breading pairs a first time
gk birth, a second time at 5 months of age, then at 12 months of age
and finally at 18 months of age (Figure 1), The number of surviving
offspring counted at each tirme allowed estimating of fsprireg survival
from O to 5 months of age, offspring survival from 5 to 12 months
of age, offspring survival from 12 to 18 months of age and total
offspring survival (i, from 0 ta 18 months of age). Offspring were
weighed as 12 (+ 1) menths old and then as 18 (+ 1) months old to
obtain the offapring rmass at 12 months of age and the offspring meass
gt 18 months of age. To estimate reproductive success of offspring
bom from young or old parents, we set up, when they are sexually
rmature (i.e. 1-year-old, Paris & Pitelka, 1962), four combinations of
20 breeding pairs (2voiding brothers and sisters): (@) offspring from
old parents together, (b} fermale of fspring from old parents with male
offspring from young parents, () females offspring from young par-
ents with male offspring from old parents, and {d) offspring from
young parents together. To avoid pseodo-replication issues (sensu
Hurlbert, 1984), we analysed the reproductive status {i.e. reproduc-
tion success or falure) of the pair as function of the age group of
the female's parents in interaction with the age group of the father'
parents.

24 | Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the software R 3.6.0
(R Core Development Team 2019 For each model, we followed a
model selection procedure to identify the minimal model, or the sst
of adequate models (Anderson & Bumharm, 2002). Starting from
the full model, we ranked all the nested models based an their AIC,
Among the top-ranked models (delta AIC =< 2), we only retained the
most parsimonious ones: if one of these models was simply a more
corrplex form of another one listed among the top rank madels, for
instance because it contained an additional parameter {vanable or
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interaction term), this parameter was ignored and the more commplex
rmodel was not retained (Galipaud, Gillingham, Dawnd, & Dechaume-
M oncharmont, 2014, Table 1), For the mean of fspring mass at birth,
at 12 manths of age and at 18 months of age as for of fspring sur-
vival 8t 5 months of age, between 5 and 12 months of age and at
18 months of age, we first tested for an effect of clutch size. When
cluteh size had a statistically significant effect (see Table 52), it was
systernatically included in the set of considered models (see Berger,
Lemaitre, Gaillard, & Cohas, 2015 for a similar approach),

Breading rate as binary data has been modelled using a gener-
glized linear model {GLM ) with binomial distribution with parent’s
age (“young parents” versus. “old parents”) as a fixed factor. Clutch
size was modelled using & linear modeal (LM ) with normal distribution
with parent's age as a fixed factor. The mean offspring mass at birth
was modelled using a linear model (LM with a normal distribution
hecause only the average clutch mass was recorded (e, individual
body mass within a clutch could not be measured at birth). Offspring
mass at 12 months of age and offspring mass at 18 months of age
were analysad with a linear mixed-effect models (LM M) with & nor-
rral distribution, using parent's age, offspring sex and their inter-
action as fixed factors and the breeding pairs identity as a random
effect to take into account a potential genetic effect, The survival to
5 rmonths of age was modelled with a generalized linear mixed-ef-
fect rmodel (GLM M) with a binomial distribution, the parent's age and
clutch size were the fixed factors, and the bresding pairs identity
was the random effect. The offspring survival from 5 to 12 months
of age, from 12 to 18 months of age and the overall survival (i.e. from
0 to 18 months of agel have been modelled as binary data using gen-
eralized linear mixed-effect models IGLMM ) with a binomial distri-
bution, parent's age and offspring sex and thelr interaction added to
the clutch size were the fixed factors and the breeding pairs identity
was used as the random effect. The breeding rate of offspring was
rradelled with binary data using a generalized linear model (GLM),
with mother's age and father's age and their interaction as fixed
factors.

Finally, reproductive senescence can be masked by the selec-
tive disappearance of low-guality individuals (Nussey, Coulson,
Festa-Bianchet, & Gaillard, 2008). For a given age, larger females
produce more offspring in the common woodlouse and body
mass is thus generally thought to be a good indicator of individual
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guality {Dwurand et al., 2018). We tested for such relationships by
modelling the breeding rate as binary data using a generalized lin-
ear model (GLM ) with maternal mass set as a fixed factor within the
young and old mothers separately. Then, in absence of repeated
data on individuals over the life course, we tested for a putative in-
fluence of selective disappearance on our results by testing within
the old parents group whether the first 50% of individuals that
encounter premature death were lighter than the individuals that
survived beyond the median life span. When doing this, the effect
of mass on survival of the old individual group has been modelled
as binary data using a generalized linear model (GLM Jwith binormial
distribution with individual mass, sex and their interaction as fixed
factors,

3 | RESULTS

3.1 | Differences of reproductive performance
between young and old parents

O1d parents (40 breeding pairs) produced 16 clutches, whereas
young parents (40 breeding pairs) produced 24 clutches. Mo de-
tectable difference was found concerning the breeding rate. The
model with only the intercept was selected, but if we looked the
nonselected model concerning the effect of age on the breed-
ing rate, we found that the breeding rate tended to decrease
with increasing parental age (estimate £ 5 = —0.76 £ 0.45, LR
Chisg, = 2.86, p = .09; Table 1; Figure 2. Moreover, old parents
produced mare and heavier offspring than young parents (es-
timate + 58 = 4515 + 12.90, LR Chisq, = 12.62, p < .001; esti-
mate * 5E =5.63e-05g = 1.77e-05 g, LR Chisg, = 12,62, p=.001,
respactively; Table 1; Figure 3).

100%
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FIGURE 2 Breeding rate according to individual's age
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3.2 | Offspring mass, survival and
reproductive success

The offspring mass at 12 and 18 months did not differ between
voung and old parents (estimate = 55 = 0.004 g + 0,003 g, LR
Chisg, = 1.94, p = 16; estimate £ 5 = 0.002 g + 0.004 g, LR
Chisg, = 0.11, p =73 for 12 and 18 months, respectively; Table 1).
The curmulative survival (fram O to 18 months) was higher for off-
spring born from young parents than for offspring coming from old
parents (estimate + SF = 0.018 + 0.09, LR Chisg, = 395, p = .04:
Table 1; Figure 4), More specifically, this difference did not occur
for the offspring sunvival betweean birth and 5 months of age (es-
timate + 5 = 0.18 = 0.69, LR Chisg, = 0.07, p = .79; Table L;
Figure 4) but is present for the survival from 5 ta 12 months (es-
timate = 5F = -0.90 = 0.41, LR Chisg, = 4.27, p = .04; Table 1
Figure 4) and from 12 to 18 months (estimate += 5F = —1.06 + 0.24,
LR Chisg, =822, p=.004; Table 1; Figure 4). Reproductive success
of offspring was higher for offspring born from young mothers and
young fathers than for offspring born from old fathers or old moth-
ers 0,25 versus O for young and old females, respectively, 0.20 ver-
sus 0.05 for young and old males, respectively; LR Chisg, = 15.95,
p=.001 and LR Chisg, =5.06, p=.02; Table 1; Figure 5).

33 | Selective disappearance

The maternal mass did not influence the breeding rate within bath
the young mothers (y° = 0.27, df = 1, p = .59) and the old mothers
W =231 df =1, p=.12) We also did not find any link betwesn
body mass and survival in the 3-year-old group x° = 166, df = 1,
p=_20] neither in rmales nor in fermales as expressed by the absence
of statistically significant interaction between sex and bhody mass
lestimate £ 56=-17.19 + 11.44, p=.13).

4 | DISCUSSION

Inindeterminate growers, reproductive success should increase with
age, leading to an absence or a negligible reproductive senescence
Waupel et al,, 2004). At Tirst glance, our results support this pre-
diction as old parents produced clutches containing more of fspring
than young ones (Vaupel et al., 2004). However, old parents tended
to produce a smaller number of clutches than young ones and we
detected a trans-generational effect of reproductive senescence
because parental age negatively influenced both survival and re-
production of offspring, As we had hardly obtained clutches from
offspring of old individuals, we were unable to study the quality of
the grandchildren.

The effect of the ervironmental context experienced by the
parents {e.g. diet, temperature, pathogen prevalence) on offspring
performance has been described for a long time (Curley, Mashoodh,
& Champagne, 2011; Mousssaw, 1998) but an increasing number of
studies have revealed that parental age can also negatively impact
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offspring survival (Fox, Bush, & Wallin, 2003; Priest, Mackowiak,
& Promislow, 2002) and reproduction (Bouwwhuis, Charmantier,
Werhulst, & Sheldon, 2010; Ducater et al., 2012; Lippens, Faivre,
Lechenault, & Sorci, 2017; Priest, Roach, & Galloway, 2008;
Schroeder, Nakagawa, Rees, Mannarelli, & Burke, 2015). For in-
stance, in Asian elephants (Elephas maximus), older mothers pro-
duce offspring with impaired survival (Reichert et al., 2019) and in
the rotifers Brachionus manjavacas, maternal age negatively affects
offspring survival and reproduction {e.g. egg quality) (Bock, | arvis,
Corey, Stone, & Gribble, 2019). These results are in line with ours as
we found that the parent’s age has a high impact on offspring sur-
wvival and reproductive prospects. Moreover, we demonstrated the

66

erations, We reported that males from old parents reproduced less
than males from young parents and this observed effect in males
was stronger in fermales because ferrales from old parents did not
reproduce at all.

Several mechanisms could be involved in these trans-gener-
ational effects, including oxidative stress, telomere inheritance,
epigenetics or parental care (Franklin & Mansuy, 2010; Njajou
et al., 2007). Most studies of the physiclogical basis of senes-
cence in invertebrates (notably in Drosophila melanogaster and
Caenorhabditis elegans) have focused on oxidative stress due to
its well-described effect on lifespan (Golden, Hinerfeld, & Melov,
2002). Parental care could also be impacted by age (Lemaitre &
Gaillard, 2017) notably because the ability of acguiring and stor-
ing body reserves often decreases with increasing age, at least in
wvertebrates (Lecomte et al., 2010; Skogland, 1988). Parental care
effects are also well documented in invertebrates, in particular in
insects (Wong, Meunier, & Kdlliker, 2013) but the few studies in-
wastigating the effect of age on parental care in invertebrates have
provided mixed results (vimey-Cook & Moorad, 20180 In some
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organisms such as viviparous terrestrial isopods, the maintenanoe
of the reproductive systern can be very energetically expensive
iLardies, Cotoras, & Bozinowic, 2004), In the woodlice, females
provide nutrients to offspring during the incubation in the mar-
supium by a fluid called marsupial fluid (Surbida & Wright, 2001).
Thus, both the quality and the gquantity of nutrients provided by
females in marsupium fluid could determine of fspring quality and
thereby their viability, Studies investigating how the marsupial
fluid properties change with mother's age in the woodlouse and
whether such changes might account for the decrease in reproduc-
tive success we reported in old individuals are strongly reguired,
Owerall, our knowledge on age-specific allocation to maternal and
paternal care is still in its infancy in invertebrates, but we can hy-
pothesize that a decrease in maternal care associated to increased
oxidative stress and some epigenetic factors (Curley et al., 2011;
Guillaumet-adkins et al., 2017} could contribute to the trans-gen-
erational effect observed in woodlouse,

One of the grey areas of these results is the source of this
trans-generational effect. Although rmany studies have focused on
the maternal effect, the paternal effect and the interaction be-
tween both effects remain relatively unknown, Among the rare
studies that have investigated the influence of both maternal and
paternal age, Bouwhuis, Vedder, and Becker (2015) showed that
the trans-generational effects are sex-specific inthe common tern,
Sterna hirunda. In this species, daughters from old mothers had a
lower reproductive success than dauvghters from young mothers
and sons from old fathers had a shorter lifespan than sons from
young fathers, In the invertebrate Orosophila melanogaster, the
effact of parent's age in offspring reproduction differs between
SEXES: SONs wWere insensitive to maternal age but had reduced re-
productive abilities with paternal age when daughters from old
mothers showed a decrease in reproductive success (M ossman,
Mabeza, Blake, Mehta, & Rand, 2019). Offspring produced by
bath old mathers and fathers show a substantial modification in
reproductive behaviour with an extreme egg durmping (M ossman
et al., 2019). Overall, both advanced maternal and paternal ages
could have a negative impact on offspring lifetime reproductive
success, which can be exacerbated by the strong positive age as-
sortative mating that ocours in A. vuigare, In our experiment, it
was not possible Lo tease apart the relative contribution of mother
and father ages, notably because trials of mating between cross-
aged individuals (e.g. 1-year-old individuals* 3-year-old individuals)
were unsuccessiul, Future experiments would need to investigate
the effect of age directly on male or fermale reproductive traits
{e.g. sperm, cocytes), which could play a key role in shaping repro-
ductive senescence patterns (Fricke & Koppik, 2019; Monaghan &
M etcalfe, 2019). Finally, it is important to notice that the survival
of older individuals does not seem to be linked to their mass in
our experiment, which suggests that the possible selective disap-
pearance of the lightest individuals (in 2 given age-class) does not
impact our results.

Everything else being equal, individuals reaching 3 years of age
likedy achieve a higher fitness than short-lived individuals, thanks

to the much larger number of eggs produced throughout lifetime,
However, old individuals suffer from a strong reproductive senes-
cence in terms of offspring quality and why selection did not select
for old individuals allocating to offspring guality rather than to off-
spring guantity can be seen as paradoxical at the light of some re-
cent developments in evolutionary hiclegy of agsing, which suggest
that reproductive senescence should be absent in indeterminate
growing species (Vaupel et al., 2004)., However, these results can
largely be explained by classic evolutionary theories of ageing (@)
although we do not know how the environmentally driven mortal-
ity influence these patterns, the proportion of individuals reaching
3 years of age in nature (=<1%}1s far too weak to enable the evolution
a new reproductive tactic (Medawar, 1952), and (b) the selection for
the production of a large quantity of offspring might corme at a cost
in late life in terms of offspring quality (Williams, 1957). In the par-
ticular case of the woodlouse, these results run counter to studies
carried out so far, which have viewed oldest individuals as playing
@ key role in population dynamics through their ability to produce
rmany offspring (Dangerfield & Hassall, 1992; Paris & Pitelka, 1962).
Howewver, our study does not provide information an the conss-
quences of reproductive senescence in terms of population dynamr
ics in the wild. Although three-year-old individuals are guite rare
(=1% of & given cohort are reaching 3 years of agel to be expeactad
to play amy detectable role in population dynamics, two-year-old in-
dividuals are more cormmon in the wild (e, 13% of individuals within
a given cohort reach this age) and reproductive senescence in terms
of decreased offspring viability we demonstrated in our study rmight
negatively influence population recruitment (Paris & Pitelka, 1962),
To better understand the influence of reproductive senescence from
a guantitative viewpoint, data on age-specific reproductive success
in the wild will be required. Qur findings dermonstrate that indeter-
rminate growers are likely to show reproductive senescence but on
traits that may be different than determinate growers.
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IIl.  Age des males et compétition spermatique : article
scientifique en préparation « Fertilization challenge:
effect of age on sperm competition in the common

woodlouse »

l1.1. Introduction

Chez le cloporte, nous avons un rapport clair entre le nombre de descendants et la taille
de la femelle (Dangerfield and Hassall 1992 ; Lefebvre et al. 2019 ; Depeux et al. 2020).
Cependant, nous avons encore peu d’informations concernant I'effet de la taille des
males sur leur succes reproducteur. En effet, bien que notre étude portant sur la
sénescence reproductive (partie Chapitre Il, partie Il) mette en évidence un effet de I'age
des parents (males et femelles) sur la qualité de leurs descendants, nous n’avons pas pu
faire dans cette étude la distinction entre I'effet de I’age du male et 'effet de I’age de la

femelle.

La femelle a la possibilité de stocker le sperme des males au sein de sa spermathéque et
de I'utiliser pendant plusieurs saisons de reproduction (Suzuki and Ziegler 2005 ; Durand
et al. 2019), ce qui peut avoir une forte influence sur la sélection sexuelle notamment en
permettant a la fois (et de facon non exclusive) (1) aux femelles de « choisir » le sperme
des males les plus « performants » soit par des mécanismes précopulatoires (évitement
d’accouplement, préférences de partenaire...), soit post copulatoires (choix du sperme
pour la fécondation de ceufs...) et (2) aux males les plus « performants » d’inséminer plus
de femelles. Ainsi, s’il y a sénescence reproductive chez les males A. vulgare, des
parametres comme la capacité basale de synthése de spermatozoides, la capacité
d’insémination, [|'épuisement spermatique et éventuellement la capacité de
renouvellement spermatique (le tout sous le terme générique d’allocation spermatique)

devraient différer entre des males jeunes et des males vieux.

I.2. Présentation de I'étude
Afin de tester I'impact de I'age sur l'allocation spermatique (de facon générique) des
males, nous présentons a 15 méales de 1 an et 15 males de 2 ans, 12 femelles réceptives a
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la reproduction en 4 jours, a raison de 3 femelles différentes chaque nuit. Aprés avoir
passé la nuit avec le male, ces 3 femelles sont disséquées afin de vérifier si leurs oviductes
ont été inséminés. S’ils sont inséminés, nous prélevons les spermatozoides présents dans
la spermatheque afin de les compter sous microscope électronique (Box technique 1) et
les comparer entre jeunes et vieux males. Nous comptons et comparons aussi entre
jeunes et vieux males le nombre de « bundles » de spermatozoides présents (1) chez des
males vierges de méme age afin d’estimer et comparer selon |'dge les capacités basales
de synthese de spermatozoides et (2) a la fin de I'expérience sur les males ayant
rencontré les 12 femelles pour estimer I'épuisement spermatique des males et leur
éventuelle capacité de renouvellement spermatique en fonction de leur age.

Bien que les vieux males aient, avant reproduction, plus de spermatozoides dans leurs
gonades, ils fécondent moins de femelles sur 4 jours et utilisent donc moins de
spermatozoides que les jeunes males. De plus, les vieux males présentent dans leurs
gonades, a la fin de I'expérience d’épuisement spermatique, un nombre plus important
de spermatozoides que les jeunes males ce qui montre un investissement moindre dans
I'insémination des femelles et/ou un renouvellement spermatique inefficace. Par cette
étude, nous mettons donc en évidence un effet important de I'age sur l'allocation
spermatique qui peut étre assimilé a une sénescence reproductive chez les males A.

vulgare.

Dans le cadre de ma these, j'ai pu co-encadrer Simon Roy, étudiant en premiére année de
Master BEE a I’'Université de Poitiers. Son stage, d’une durée de 2 mois, a été réalisé en

2018. Il consistait en la co-réalisation de I'expérience d’épuisements des males

Box technique 1: Dénombrement de « bundles » et spermatozoides
Prélevement des spermatozoides

> Dans les gonades males, sous forme de « bundles »

Afin de visualiser ou compter les bundles contenus dans les gonades males, les gonades
sont prélevées (11.3.) et déposées dans du Ringer. Les utricules, siege de la
spermatogenése, sont retirés. Le canal déférent et la vésicule séminale sont séparés et
déposés chacun dans 15mL de Ringer (un verre de montre est utilisé afin de permettre

une homogénéisation de la solution).




> Au sein d’un oviducte fécondé

Lorsque la femelle vient juste d’étre inséminée, les spermatozoides sont présents dans le
tractus génital (oviducte) sous forme d’une boule/anneau blanchatre (Figure 29). Pour
prélever ces spermatozoides, il faut tout d’abord prélever 'oviducte et le déposer dans
15mL de Ringer. Ensuite, il faut briser I'oviducte pour laisser les spermatozoides se
déverser dans le Ringer. Tous les morceaux de tissus de I'oviducte doivent étre retirés. La
solution doit étre minutieusement homogénéisée.

Comptage des spermatozoides

Afin de compter le nombre de spermatozoides contenus dans un oviducte fécondé ou le
nombre de bundle dans la vésicule séminale et le canal déférent d’un male, il est
nécessaire de prélever les bundles ou spermatozoides comme présenté précédemment.
Ensuite, 3 gouttes de 10uL de la solution diluée dans le Ringer sont déposées sur une
lame de microscopie. La lame est déposée sur une plaque chauffante afin de permettre
I’évaporation de I'eau et est fixée par dépot d’éthanol 100% (qui permet la fixation des
cellules). Les lames alors séchées sont recouvertes d’une solution de DAPI (4',6-
diamidino-2-phénylindole) a 50 pug/mL et placées a I'obscurité pendant 15 minutes. Le
dénombrement s’effectue sous microscope inversé a épifluorescence (Axio observer
ZEISS, filtre DAPI) en comptant sur chaque lame les spermatozoides/bundles dans

chacune des 3 gouttes.

Abs
Ins

~ Ampoule
spermatique
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Abstract

To access reproduction, males have to be competitive during the two step of reproductive
competition : (1) the precopulatory selection, characterized by the ability for males to mate with
females, and (2) the post-copulatory selection, characterized by the ability for male’s ejaculate
to fertilized female’s gonad. The effect of age in post-copulatory selection is well documented as
gametes quality generally decreases with age. In the way to win the reproductive competition,
males could have to adjust their mating strategies. In some species, as indeterminate grower,
the quantity of sperm increases with age, given the possibility to multiply partners, and in case

of strong post-copulatory selection, to maximise their fitness. From an experimental design, we
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assessed whether males of the terrestrial isopod Armadillidium vulgare, an indeterminate
grower, displayed reproductive senescence. After estimating the basal sperm count in 1- and 2-
year-old males, we presented these males with three females successively for 4 days and
counted the number of inseminated females and the quantity of spermatozoa distributed by
males each day. The sperm potential of the 2-year-old males was greater than that of the 1-year-
ols males. Despite the higher potential in terms of sperm quantity for old males, they fertilized
less females than young males. Our work showed that old males were less competitive than
young ones in sperm competition, evidence of reproductive senescence in males of this

indeterminate grower species.

Key words

Armadillidium vulgare, sperm competition, sperm depletion, ageing, reproductive senescence

Introduction

In promiscuous species, females and males mate with different partners. The sperm competition
is all the stronger as the females will have access to several males. To guarantee their
reproductive success, males must be competitive. Ageing could be the evidence of a good
genetic heritage, and could be really attractive for females (Brooks 2001). Thus, in some case old
males are more competitors for mates, and more chosen by females (Jones and Elgar 2004;
Girndt et al. 2018). Moreover, senescence theories predict a decrease in reproductive success
with age, called “the reproductive senescence” (Lemaitre and Gaillard 2017). The sexual
selection can be played at two unexclusive levels: the pre- and post-copulatory sexual selection
levels. The pre-copulatory sexual selection is the male ability to mate with females, the post-
copulatory selection is the ability to fertilized oviducts. Thus, the post-copulatory sexual
selection could occur after the mating between the sperm of different males in female’s tract,

this phenomenon is called cryptic competition. Many studies have reported the effect of age in
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the sperm competitiveness or ability to fertilized females (Carazo et al. 2011; McDonald et al.
2017). In addition, age could have indirect effect on reproductive success: in fact, the
deterioration of gametes could lead the production of offspring of lower quality (Radwan 2003;

Johnson and Gemmell 2012; Preston et al. 2015).

Most recent studies have mainly focused on the effect of age on post-copulatory sexual
selection, in particular concerning the "ejaculate quality" characterized by the number of
spermatozoa and their quality (valocity, viability but also motility) (Pizzari et al. 2008). These
traits are predominant for the reproductive success (Wedell et al. 2002; Fitzpatrick and Lipold
2014). The number of sperm in ageing individuals depends on species with in some species, as in
humans, a number of sperm which decreases with age (Sasson et al. 2012; Johnson et al. 2018),
and, at the reverse, in other species, notably in some indeterminate growers as the guppy, a
number of sperm which increases with age (Gasparini et al. 2010). The velocity could also
decrease , for example or in the guppy (Poecilia reticulate) or in the Eastern mosquitofish
(Gambusia holbrooki) (Gasparini et al. 2010; Vega-Trejo et al. 2019) or at contrary increase with
age as in bluegill (Lepomis macrochirus) (Burness et al. 2004).

The pre-copulatory traits are less studied. Moreover, in case of a decrease in male
competitiveness in post-copulatory traits, reproductive strategies could be imployed in the pre-
copulary step to maximise reproductive success. We know that male are able to adjust their
allocation strategy in conditions of strong competition (Bretman et al. 2011). For example, in
guppies the quality of offspring increases with age when the number of mating decreases
(Johnson et al. 2018). In indeterminate grower, the quantity of sperm increases with age
(Gasparini et al. 2010) and could compensate the decrease in sperm quality by increase the
number of matings or transferred sperm during insemination (Kelly and Jennions 2011). Thus,
the sperm allocation could be the result of trade off as the reproductive effort that is
characterized by age but also, and importantly, by "mating history" (Lemaitre et al. 2015). It is

therefore sometimes difficult to understand what the real effect of age is on the allocation of
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males to reproduction (Vega-Trejo et al. 2019). To better understand this phenomenon, it seems
necessary to develop experimental approaches to better measure the effect of age on male
reproduction allocation.

In the way to develop our knowledge on the effect of age on male reproduction allocation, we
realized an innovative experiment on a promiscuous species: the common woodlouse
Armadillidium vulgare. Our experimental approach consisted to propose a series of females to
virgin males of different ages (1 and 2 years old) and to evaluate, on the one hand, by kinetics,
and on the other hand, by the total number of fertilized females and spermatozoa distributed,
the effect of age on the allocation of males to reproduction. As the common woodlouse is an
indeterminate grower, we expected that old males have, in their gonads, more sperm, and

therefore allocate more than young males in reproduction.

Material and Methods

1. Biological model
All individuals of A. vulgare (Crustacea, Isopoda, Oniscidea) we studied came from a natural
population collected in Denmark (Helsingor) in 1982. Individuals were maintained in constant
laboratory conditions, on moistened soil, at 20 °C and at natural photoperiod of Poitiers
(46°35’N; 0°20’E). Food consisted of dead leaves and slices of fresh carrots provided ad libitum.
To ensure virginity, males and females from the same brood were sorted and separated per sex
before they reached sexual maturity. Thus, all individuals we monitored were virgin at the

beginning of experiments.

a. Reproductive physiology of A. vulgare
In the terrestrial isopod A. vulgare, the reproduction is triggered by an increase in day length and
temperature, thus ensuring favourable conditions for the offspring (Souty-Grosset et al. 1988). In
this promiscuous species (Durand et al. 2020) individuals start to reproduce when they are one-

year-old (Paris and Pitelka 1962), females enter into parturial moulting, for which they
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accumulate calcium plates in their sternites with particular shape described by Moreau and
Rigaud (2002). Males are then be able to fertilize females: they introduce their two copulating
styli in turn into the two genital openings of a female, located on either side of the 5th sternite
(Suzuki 2001; Suzuki and Ziegler 2005), where they deposit the sperm. Thus immediately after
reproduction, the sperm is observable in the freshly inseminated oviducts (Moreau et al. 2002).
A few hours after mating, the sperm is stored in a ring-shaped seminal receptacle located at the
junction of the female’s oviduct and the ovary: the spermatheca (Suzuki and Ziegler 2005). When
the eggs are mature, they migrate through the spermatheca and can thus be fertilized by the
stored sperm, then they migrate into the incubator pouch (the marsupium) where they develop
for a month (Suzuki and Ziegler 2005).

The male genital tract consists in three pairs of utricles linked to a pair of seminal vesicles
extending into a pair of vas deferens (Katakura, 1959). Vas deferens terminate and converge in
the two copulating styli used by the male for reproduction (Wilson, 1991). Spermatogenesis and
the formation of "bundles" containing between 15 and 30 spermatozoa (ltaya, 1979) both take
place within the utricles (Nichols, 1909). Male’s gametes are packed and stored in the seminal
vesicle before being redirected to the vas deferens. In the female genital tract, after fertilization,
the bundles are broken and spermatozoa can be observed at the individual level. Thus, in the
following experiments we observed the spermatozoa on bundles in the male genital tract and on

the individual form in the female genital tract.

2. Experimental design
During this experiment, we measured the effect of age on the insemination success of males. In
this way, we elaborated a sperm depletion experiment (presented below). We have divided our
approach into 4 steps. Step 1: The first step consisted of measuring the sperm stock,
characterized by the quantity of sperm present in the gonads of virgin males aged 1 and 2 years

(Figure 30). Step 2: Then, we proposed to 1-year-old virgin males and 2-year-old virgin males, 12
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receptive virgin females each for 4 days at a rate of 3 females per day. Thus, we were able to
evaluate if the kinetics of insemination depended on age by measuring the number of
inseminated females and the quantity of sperm allocated per day (Figure 30). Step 3 : At the end
of the experiment, in a third stage, the insemination success was estimated by the total number
of females inseminated during the four days, as well as the total quantity of spermatozoa
allocated during the experiment (Figure 30). Step 4: Finally, in a fourth stage we studied the

guantity of sperm remaining in the males used in the sperm depletion experiment (Figure 30).

STEP 1 STEP 4
SPERM STOCK INSEMINATION KINETICS INSEMINATION SUCCESS SPERM REMAINING
* Sperm quantity invas + Number of inseminated females * Total number of inseminated females + Sperm quantity remaining in vas
deferens per day « Total quantity of sperm allocated deferens
= Sperm quantity in seminal + Sperm quantity allocated per day + Sperm quantity remaining in
vesicle seminal vesicle

Figure 30: Experimental design
The figure represents the four steps of our study focusing in the insemination success of the males of
Armadillidium vulgare according to age. Thus, each step was conducted in a group of young males (1-year-

old) and in a group of old males (2-yeard-old).

a. Step 1: Sperm stock in virgin males
To estimate the sperm stock in virgin males according to age, we counted bundle of sperm in
gonads of 15 1-year-old (+2 months) and 15 2-years-old (2 months) males. We dissected males
in Ringer solution (Sodium Chloride 394 mM, Potassium Chloride 2 mM, Calcium Chloride 2 mM,
Sodium Bicarbonate 2 mM), and we collected the entire gonads (i.e. testis, seminal vesicle and
vas deferens). We isolated seminal vesicle and vas deferens in two distinct receptacles

containing 15mL of Ringer solution. Organs were crushed and homogenized in the Ringer
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solution. Three drops of 10uL of the sperm were then deposited on a microscope slide, dried on
a hot plate and fixed with 100% ethanol. They were then coloured using DAPI solution
(concentration of 50ug.mL™") (adapted from Moreau et al., 2001). The sperm quantity was
estimated under epifluorescence on a ZEISS Axio observer microscope by counting 3 drops for

one sample and by means of the number of bundles contained in the 3 drops.

b. Step 2: Insemination kinetics

To study if the male insemination kinetics depends on age, we elaborated a “sperm depletion”
experiment presented in (Figure 31) and was adapted from Moreau et al. (2002)'s protocol. We
elaborated 2 groups of males : 15 males of 1-year-old (+2 months) and 15 males of 2-years-old
(2 months). Females were 1-year-old (+2 months) and had approximately the same body mass
(0.15+0.5g, N=360). We proposed genetically unrelated females to males to avoid inbreeding
avoidance or kin selection mechanisms (Durand et al. 2017a; Fortin et al. 2018). For this
experiment, receptive females were selected and weighted just before being used (Moreau and
Rigaud 2002)

The experimental design illustrated in Figure 1. Each male was placed individually in cylindrical
boxes (diameter of 8 cm) with towel paper soaked with water and a piece of dead leaf, at 20 °C
for 12 h. We selected only receptive females by checking their sternites and only taking ones
with particular shape calcium plates illustrating the entrance in parturial moult and ensuring
their receptivity to males (Moreau and Rigaud 2002). In each box, three receptive females were
proposed to each male from 7:00 p.m. to 8:00 a.m., removed at 8:00 a.m. and replaced with
three new females at 7:00 p.m. until 8:00 a.m. the next day. This protocol of proposing 3 females
to each male was carried out during 4 days. Each new day, directly after the removal of the
females, the males were dissected immediately to count the sperm in female oviducts and avoid
sperm storage in the spermatheca. We dissected females in Ringer solution (Sodium Chloride

394 mM, Potassium Chloride 2 mM, Calcium Chloride 2 mM, Sodium Bicarbonate 2 mM) and
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checked whether insemination had occurred in the two oviducts. We thus obtained the number
of inseminated females per day. We collected the inseminated oviducts in 15mL of Ringer
solution to get the sperm. We removed the tissue containing the sperm and we broke and
homogenized the sperm. Three drops of 10uL of the collected sperm in Ringer solution were
deposited on a microscope slide, dried on a hot plate and fixed with 100% ethanol. They were
then coloured using DAPI solution (concentration of 50ug.mL™") (adapted from Moreau et al.,
2001). Number of spermatozoa was estimated under epifluorescence on a ZEISS Axio observer
microscope by counting 3 drops for one sample and by means of the number of spermatozoa

contained in the 3 drops. We then quantified the sperm quantity allocated by day.
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Figure 31: General sperm depletion experimental design

The protocol consisted in proposing to each male of 1 year old (N=15) or 2 year old (N=15) 12 receptive

females at a rate of 3 females per evening for 4 days. At the end of the night spent with the males, the
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females were dissected to observe whether fertilisation occurred and, if it did, to collect sperm for
counting. At the end of the 4 days, the male was also dissected to count the quantity of sperm remaining in

gonads.

c. Step 3:Insemination success
In this step, we totalled the number of inseminated females and the quantity of sperm
allocated for reproduction for each male in order to test the effect of age on the success of

"raw" insemination at the end of the 4 days of experiment.

d. Step 4: Remaining sperm
At the end of the experiment, and to estimate the quantity of remaining sperm in males, we
dissected them in Ringer solution (Sodium Chloride 394 mM, Potassium Chloride 2 mM, Calcium
Chloride 2 mM, Sodium Bicarbonate 2 mM) (Figure 1). The entire gonads (i.e. testis, seminal
vesicle and vas deferens) were collected and we isolated seminal vesicle and vas deferens in two
distinct receptacles containing 15mL of Ringer solution. We following the same protocol as

presented in the Step 1.

2. Statistics

All statistical analyses were performed using the software R 3.6.0 (R Core Development Team
2019). Plots were realized using the package ggplot2 (Wickham 2011).

As the size and mass positively covary with individual quality in woodlice (Durand et al. 2018),
we first checked for the potential confounding effect of individual’s mass on insemination
success in both sexes by fitting GLM with binomial distributions. Females’ mass did not affect the
inseminating success (i.e. probability for an oviduct to be inseminated) of either young (LR

Chisg;=2.38, P=0.12) or old LR Chisq;=0.48, P=0.48) males. Likewise, the mass of males did not
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influence their inseminating success at any age (young males: LR Chisg;=1.25, P=0.26; old males:

LR Chisq;=2.10, P=0.15). We thus did not include body mass in the subsequent models.

Sperm stock in virgin males
In order to test the effect of age on the quantity of sperm in virgin males, we carried out a linear

model with age as a fixed factor.

Insemination kinetics

Inseminated females

To test fertilization kinetics, we first considered the number of females inseminated each day.
On the first day, we modelled the number of oviducts fertilized by a linear model with a
Gaussian distribution, with age as a fixed factor.

For the second, third and fourth day, we modelled the number of females inseminated by a
linear model with a Gaussian distribution, taking as a fixed factor the age and the number of

inseminated females the day before to account for precedence.

Allocated sperm

The number of sperm allocated on the first day was modelled by a linear model with Gaussian
distribution, taking the age of the males as a fixed factor.

As for the number of fertilized oviducts, we modelled the daily quantity of spermatozoa
allocated per males on the second, third and fourth day, taking into account the precedence,
using as a fixed factor the age of the males and the quantity of spermatozoa allocated the day

before.

Insemination success

Number of inseminated females
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The total number of inseminated females at the end of the 4-day experiment was modelled by a

linear model with a fixed age factor.

Number of spermatozoa allocated for reproduction
The total number of spermatozoa allocated at the end of the days of experimentation was

modelled by a linear model with Gaussian distribution with age as the fixed factor.

Remaining sperm
The amount of remaining sperm was modeled by a linear model with Gaussian distribution, with

age as a fixed factor.

RESULTS

Step 1: Sperm stock in virgin males
In virgin males the quantity of sperm is higher in old males than in young ones in both vas
deferens and seminal vesicle (Respectively: Estimate + sd=40564+9252, P<0.001; Estimate +

sd=152167+22870, P<0.001).

Step 2: Insemination kinetics
Number of inseminated females
The first day, old and young males inseminated the same number of females (F;,3=0.68, p=0.41,

Figure 2).
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Figure 3: Distribution of the number of inseminated females per day and according to age
Males are presented to 3 females. They have de possibility to inseminate 0O to 3 different females. In the 15
males used for each category (young or old males) we represented the frequency of males having

inseminated 0,1,2, or 3 different females according to the day of the experiment.

The second day, as the third day, old males inseminated less females than young ones
(Respectively: Estimate + sd=-0.59 £0.26, F;,;= 4.89, p=0.03; Estimate * sd=-0.49+0.22, F;,;=
4.77, p=0.04; Figure 3), but not depends significantly about the number of inseminated females

the previous day (F;,7=0.03, p=0.85; F;,,=0.61, p=0.43).

The fourth day, old males and young males inseminated the same number of females (F;,;=
0.01, p=0.92; Figure 3), independently of the number of females inseminated the previous day
(F1.7=1.18, p=0.28; Figure 3).

Quantity of allocated sperm
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The first day, the sperm quantity allocated to reproduction did not significantly differ between
young and old males (F; ,5=0.78, p=0.39), as for the second, third and fourth day (Respectively :
F1,7=3.03, p=0.10 ; F,,7;=2.74, p=0.11 ; F;,3=0.006, p=0.94). The number of sperm allocated the
previous did not impact the sperm quantity allocated in reproduction the second, third and

fourth day (Respectively : F;,7,=0.21, p=0.64 ; F; ,7=0.31, p=0.58 ; F; 53=0.53, p=0.47).

Figure 4: Plot of the total number of distributed sperm to females per day in relation to male age.
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Step 3: Insemination success

Males inseminated less females than young males (Estimate + sd=-1.94+085, P=0.02, Figure 5).
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Figure 5: Total allocated sperm during the experiment according to age.

Then, they have distributed less sperm than young males (Estimate +- se = -390367 +- 189686,
P=0.05, Figure 6).
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Figure 5: Total allocated sperm during the experiment according to age.

Step 4: Remaining sperm
After the depletion experiment the quantity of sperm stills higher in old males than in young
ones in both vas deferens and seminal vesicle (Respectively: Estimate + sd=42673+15512,

P=0.01; Estimate + sd=304467+81561, P<0.001).

Discussion

In this study, we showed that 2-year-old males had more sperm in their gonads than 1-year-old
males. Our experiment consisted of presenting 3 females per day for 4 days to each male.
Concerning the kinetics there did not seem to be any different strategies between the 1-year-
old males and the 2-years-old males who all saw their reproductive effort decrease on the 3rd
day then increase on the 4th day. However, at the end of the 4 days, the young males had
inseminated more females and had allocated more sperm than the 2-year-old males. We have
thus shown that although the older males have a quantitatively greater sperm potential than the

younger males, they are not as competitive during pre-copulatory selection.
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As if the production of sperm is costly (Wedell et al. 2002), it appears to be no limiting in old
individuals. So, how can we explained that old males, with greater sperm quantity were not able

to inseminate as many females as young males?

(i) One hypothesis is that age lead a cost in reproductive behavioural. As the quantity of bundle
of sperm was no limiting in old males and remaining in quantity after the mating with 12
females, this decrease in energy could then lead to a decrease in the efficiency in prospecting
(Makai et al. 2020), in stimulation of the female (Kanuga et al., 2011) or even in the realisation of

copulation (Fricke and Maklakov 2007).

(ii) Moreover, another hypothesis proposed that old males could be less attractive than young
ones. When “Getting old” could be synonymous of genetically quality (Brooks 2001), numerous
studies reports a negative effect of age on the male’s gamete quality and, thus, in offspring
production and fitness (Johnson and Gemmell 2012; Fricke and Koppik 2019; Monaghan and
Metcalfe 2019). Through sexual selection, mechanisms of avoidance of old males could be
selected over time . By the discrimination of different pre-copulatory traits, females could be
less receptive for mating with males of lower quality (Carazo et al. 2011). For example, in
Bombus terrestis, the male’s sexual pheromones change with age and alters the female’s choice
(Coppée et al. 2011). In woodlice, females can refuse mating (Lefebvre 2002) and could choice
males for their genetic quality (Durand et al. 2017a). We hypothesize that females may choose
to refuse breeding with old males to ensure better success for their offspring. In order to test

these hypothesis, behavioural experiments must be conducted.

Recently, it has been showed that offspring from old parents have a poorer fitness than offspring
form young parents in A. vulgare. These results suggest that, with age, the quality of gonads
decreases in A. vulgare (Depeux et al. 2020), suggesting an impact of age on post-copulatory
selection. If the male gonads are of poorer quality with age, one might have expected the males
to multiply mating before maximizing their reproductive success. Conversely, they also

experience a decrease in their ability to cope during pre-breeding selection, leading them to
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perform less well than young individuals. It must be considered that females possess a
spermatheca and that if a cryptic competition intervenes within this one, then a too important
investment in quantity would not serve to compensate for the loss in quality. This could justify a

reasoned allocation of males.

Our results suggest a very strong effect of reproductive senescence on sperm competition in an
organism which, however, sees its quantitative sperm capacity increase with age. This paradox
could perhaps be explained under natural conditions. Indeed, in the framework of this
experiment we did not induce competition between males. Each male was able to meet his
females in his box. However, we know that certain organisms can adjust their sperm allocation
according to the competition present in their environment (Wedell et al. 2002). Thus, it will be

interesting to test the male’s competition and the allocation of old males.

Our study highlighted the effect of age on sperm competition in the woodlouse. Although we

expected a higher allocation in older individuals, we found greater success in young males.
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Appendix 1. Model selection

In bold the selected models

Models
Model Variables df AlCc delta weight
Intercept 2 332.9 17.51 0.000
Day 5 325.7 10.36 0.003
Number of  Linear Model Father's age 3 327.0 1166  0.002
inseminated (Gaussian
different females distribution) Day + Father’s age 6 316.3 0.97 0.379
Day * Father’s age 9 315.4 0.00 0.615
Intercept 2 452.0 8.23 0.010
Number of Linear Model Day > 448.2 4.51 0.085
inseminated (Gaussian Father’'s age 3 447.9 417 0.076
oviducts distribution) Day + Father’s age 6 4437 0.00 0.616
Day * Father’s age 9 445.7 1.94 0.233
Intercept 2 3365.0 12.74 0.001
) Day 5 3354.6 2.35 0.217
Total allocated Linear Model
sperm (Gaussian Father’'s age 3 3363.1 10.88 0.003
P distribution) Day + Father’s age 6 3352.3 0.00 0.704
Day * Father’s age 9 3356.8 4.49 0.075
Intercept 2 5141.4 5.92 0.035
Day 5 5135.5 0.00 0.681
Linear Model
Allocated sperm by (Gaussian Father’s age 3 5143.3 7.87 0.013
ova CeY
distribution) Day + Father’s age 6 5137.5 2.08 0.240
Day * Father’s age 9 5141.7 6.25 0.030
Intercept 2 100.2 0.00 0.673
Day 5 105.1 4.96 0.056
. Linear Model Father's age 3 102.2 1.97 0.251
Proportion of half- . ,
females fertilized (Qagsagn Day + Father’s age 6 107.3 7.14 0.019
distribution)
Day * Father’s age 9 113.5 13.32 0.001
Sperm quantity in Linear Model Intercept 2 1.2 13.66 0.001
vas deferens in (Gaussian s
virgin males distribution) Father’s age 3 697.5 0.00 0.999
Sperm quantity in Linear Model Intercept 2 778.2 26.45 0
seminal vesicle in (Gaussian Father's age 3 751.8 0.00 1
virgin males distribution) 9 ’ ’
Sperm quantity in Linear Model Intercept 2 838.2 10.12 0.006
vas deferens in G ian 92
males after (Gaussia Father's age 3 828.1 0.00 0.994
distribution)

experiment




Sperm quantity in Intercept 2 1544.3 46.05 0.000
seminal vesicle in

Linear Model
males after (Gaussian
experiment distribution)

Father’'s age 3 1505.7 7.45 0.013
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V. Discussion

Par les deux études de ce chapitre I, nous mettons en évidence a la fois un effet
transgénérationnel de I'dge chez le cloporte mais aussi, nous montrons une diminution de

la compétitivité des vieux males lors de la reproduction.

IV.1. Sénescence reproductive : mécanisme complexe et cocktail de traits a étudier

Dans l'introduction de ce chapitre, nous évoquions que le succes de reproduction ne
dépend pas uniqguement de la quantité de descendants produits. Il englobe un nombre
important de traits qui peuvent tout a fait étre modifiés avec I'age et gqu’il semble
important d’étudier plus attentivement (Pizzari et al. 2008). Notre étude chez le cloporte
permet de mettre en évidence l'importance d’étudier le succes de reproduction a
plusieurs étapes et sur différents traits (Figure 32). En effet, si dans la premiere étude
nous nous étions contentés de regarder le nombre de descendants produits par les vieux
individus, nous aurions conclus a une absence de sénescence reproductive. Dans la
deuxieme étude, si nous nous étions arrétés a la quantité de spermatozoides en stock
chez les vieux males, une fois encore, nous n’aurions pas pu déceler la sénescence
reproductive et aurions continué de considérer les vieux animaux comme des forces de
reproduction dans les populations.

Chez les organismes a croissance indéterminée, on ne s’attend pas a trouver des signes
de sénescence reproductive sur le nombre de descendants produits. Pourtant chez le
cloporte, nous trouvons un effet de I'age sur la qualité de ses descendants. Ces résultats
pourraient étre dus a une stratégie particuliere chez ces organismes. Développer les
connaissances chez des organismes tres différents avec des stratégies évolutives trés
diversifiées pourraient apporter de précieux éléments a la compréhension du processus

complexe de sénescence (Shefferson et al. 2017).
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IV.2. Stratégies de reproduction en fonction de I'age

D’un point de vue de la stratégie de reproduction, nous savons que les vieux animaux
sont contraints de se reproduire entre eux du fait de leur taille. Cet assortiment par taille
a pour résultat une progéniture de mauvaise qualité. En effet, si les deux sexes
présentent chacun des gonades dégradées, les descendants subiront doublement I'effet
de I'dge de leurs parents. Cependant, il est intéressant de noter que chez notre espéece
d’intérét, la femelle possede une spermatheque, et que celle-ci peut stocker le sperme
des males pour l‘utiliser pendant plusieurs saisons de reproduction (Durand et al. 2020).
Ainsi, un seul accouplement peut permettre a la femelle de produire des portées tout au
long de sa vie (cf. Chapitre 1). Si le sperme est dégradé avec I'dge et produit une
descendance de mauvaise qualité, il semble donc nécessaire pour les méales d’augmenter
leur allocation a la reproduction lorsque le sperme est encore de bonne qualité.
Cependant, il est aussi possible que le sperme puisse aussi connaltre des dégradations au
sein de la spermatheque. Pour la femelle, il parait donc indispensable de sélectionner les
males avec lesquels elle choisit de s’accoupler, afin de privilégier une descendance de

bonne qualité, ce qu’elles semblent faire sur des criteres génétiques notamment (Durand
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et al. 2017a; Fortin et al. 2018). Du c6té des males, il est important de multiplier les
partenaires pour maximiser leur reproduction lors de leur premiere saison de
reproduction. Nous savons qu’il existe un trade-off entre I'allocation a la reproduction en
début de vie et les reproductions futures ainsi que la survie (Lemaftre et al. 2015). Le co(t
de l'allocation a la reproduction précoce pourrait expliquer la forte mortalité observée au
sein des populations de cloportes apres la premiére saison de reproduction que nous
avons pu observer dans le chapitre | et présent aussi dans les résultats de Paris et Pitelka,
1962.

En utilisant des individus vierges, nous avons pu observer une diminution des
performances, qui auraient pu, dans les conditions naturelles, étre attribuées a ce type de
compromis entre "allocation a la reproduction précoce et tardive. Pourtant, sans méme
avoir investi dans la reproduction en début de vie (les individus vieux étant vierges dans
nos expériences), I'énergie allouée a la reproduction diminue avec I'dge, ainsi que la
qualité des descendants, prouvant ainsi qu’il existe bien une sénescence reproductive
chez ces especes a croissance indéterminée mais aussi que le maintien du métabolisme
est couteux et qu’il est impératif pour ces organismes d’investir rapidement dans la

reproduction.

VI.3. Pistes futures et propositions d’expérimentations

Comme nous avons pu le souligner précédemment, la sénescence reproductive est un
processus complexe qui peut intervenir a chacune des étapes constituant le processus
complexe que représente la reproduction. Ainsi, pour déceler ce processus et mieux le
comprendre, il parait indispensable de développer les approches permettant de tester
I'effet de I’age sur le plus de traits possibles. Par les deux expériences de ce chapitre I,
nous avons pu mesurer |'effet de I’adge sur le succes reproducteur (soit le résultat final) et
I'allocation a la reproduction des males. Pourtant, de grands traits restent a étudier,
notamment toute la composante comportementale caractérisant le succes des males
aupres des femelles (et inversement), mais aussi la sélection sexuelle post-copulatoire.
Pour cela il serait par exemple tres intéressant de mettre en place des inséminations
artificielles afin d’observer I'effet de I’age du sperme sur la fécondation.

Dans I'étude de la sélection sexuelle post- et pré-copulatoire, le cloporte est d’autant plus

un modele de choix que la femelle stocke le sperme des différents males dans sa
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spermatheque pendant plusieurs saisons de reproduction, et présente des
multipaternités dans sa descendance (Bech et al. 2017 ; Durand et al. 2018, 2020). Les
outils permettant de déterminer la paternité de chaque descendant sont déja établis et
pourraient nous renseigner sur le potentiel choix cryptique des femelles (Bech et al.
2017). Ainsi, nous pourrions voir quelle est I'allocation de chaque male dans une portée.
En inséminant artificiellement la femelle avec des spermes d’ages différents et en méme
guantité nous pourrions avoir une idée de l'intensité de la compétition spermatique post-
copulatoire au sein de la spermatheque. Evaluer I'effet de I’age sur la sélection sexuelle
est un réel challenge en biologie évolutive, les modeles expérimentaux comme le

cloporte sont de vraies opportunités de pouvoir comprendre ces mécanismes.

97



CHAPITRE Il : DEVELOPPEMENT DE BIOMARQUEURS CELLULAIRES DE SENESCENCE
CHEZ A. VULGARE

Chapitre Il :
Développement de
biomarqueurs cellulaires
de sénescence chez A.
vulgare

98



|. Introduction

Nous avons précédemment défini la sénescence comme étant un déclin de la fitness avec
I'age. Ce déclin de la fitness est généralement considéré comme étant la conséquence
d’une accumulation des dommages cellulaires avec le temps (Kirkwood 2005 ; Gems and
Partridge 2013).
La dégradation des cellules avec I'age est un processus normal, cependant, sa vitesse et
son intensité vont étre variables selon les stress rencontrés au long de leur vie. Ainsi, les
organismes vont avoir deux ages : (i) I'age dit « chronologique », qui donne la mesure de
I'age de lindividu en unité de temps et I'age dit « biologique », qui représentera
d’avantage I'age physiologique de I'organisme. Bien évidemment, I'dge chronologique
permettra de donner des indices sur I'état physiologique d’un organisme mais c’est |'age
biologique qui caractérisera réellement a quel moment de sa vie se situe 'organisme. Il
n’est cependant pas aisé de quantifier I’dge biologique, et, dans ce but, des biomarqueurs
de sénescence doivent étre mis en place. Un biomarqueur de sénescence est défini
comme étant un parametre capable de mieux prédire leur age biologique que leur age
chronologique (Baker and Sprott 1988). Ils doivent présenter quelques caractéristiques
précises (décrites dans Johnson, 2006) :
- lls doivent étre capable de prédire le taux de sénescence. lls doivent
pouvoir renseigner sur la durée de vie d’un individu.
- lls doivent souligner le processus de sénescence et non |'effet d’une
maladie.
- lls doivent pouvoir étre utilisés sans entrainer d’effets négatifs sur
I'individu.
- lls doivent étre utilisables sur I'Homme mais aussi sur des animaux de

laboratoire.

Les deux derniéres caractéristiques sont particulierement importantes pour I'étude de la
sénescence sur le modele humain et a des fins thérapeutiques. Pour ['étude
fondamentale de la sénescence, les deux premiers criteres a respecter sont

indispensables.
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[l. Présentation de I'étude

En médecine ou en biologie cellulaire, la sénescence est bien souvent étudiée a I'échelle
de la cellule. Ce ne sont alors plus les diminutions des performances qui sont mesurées
mais, la plupart du temps, des biomarqueurs de sénescence. Dans le but de développer
les connaissances sur notre modele, et de pouvoir mesurer la sénescence a plusieurs
échelles, nous avons testé sur le cloporte A. vulgare, des biomarqueurs de sénescence
connus chez les vertébrés. Apres avoir ciblé des tissus qui ne muaient pas au cours de la
vie du cloporte et en avoir sélectionné un (la chaine nerveuse), nous avons mesuré
I'activité de la Béta-galactosidase, le profil des cellules immunitaires et I’'expression d’un
gene impliqué dans l'activité de la télomérase (le gene TERT). Comme attendu, ces
biomarqueurs fonctionnent aussi chez notre modéle. En effet, avec 'dge, I'activité de la
Béta-galactosidase augmente dans la chaine nerveuse des individus, le nombre et la
viabilité des cellules immunitaires diminuent tandis que leur taille augmente. Enfin, dans
les gonades, I"'expression du gene impliqué dans l'activité de la télomérase (gene TERT)

diminue aussi avec I'age, et dans la chaine nerveuse chez les femelles.

Box technique 2 : Protocoles de mesure des biomarqueurs de

sénescence

Profil des cellules immunitaires

Pour obtenir la concentration, la survie et la taille des hémocytes, 3uL d’hémolymphe
sont prélevés et rapidement déposés dans 15uL de MAS-EDTA (9mM EDTA, 27mM citrate
de sodium, 336 mM NaCl, 115 mM glucose, pH=7-7.4) pour éviter les processus de
« coagulation ». Puis, 6uL de Le bleu de Trypan, colorant permettant la coloration des
cellules mortes, sont ensuite ajoutés. Ensuite, 10uL de la solution obtenue sont déposés
sur une lame de comptage Countess® et les hémocytes sont dénombrées sur le compteur
de cellules Countess®. Au-dela de leur nombre, le compteur de cellules permet de

connaitre la taille moyenne des cellules et leur viabilité.

Activité de la Béta-galactosidase
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Une extraction des protéines est réalisée a partir des chaines nerveuses des individus.
Apres dissection des individus dans du Ringer (NaCl 394mM, KCI 2mM, CaCl, 2mM,
NaHCOs; 2mM), les chalnes nerveuses sont prélevées, déposées puis broyées dans 300uL
de tampon de lyse 1X (CHAPS 5mM, acide citrique 40mM, phosphate de sodium 40mM,
benzamidine 0.5mM, PMSF 0.25mM). Les échantillons sont vortéxés puis centrifugés a
15000g pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant est immédiatement dosé pour évaluer
la concentration protéique puis conservé a -80°C.

Les protéines sont quantifiées avec le kit BCA®(Thermofisher). Brievement, nous ajoutons
a 25ul d'extrait protéique, obtenu lors de I'extraction des protéines 25ulL du réactif. Le
réactif, contenant de l'acide bicinchonique, forme un complexe avec les protéines
entrainant une coloration violet-pourpre. Aprées 1h d’incubation a 37°C, la coloration est
proportionnelle a la quantité de protéines. Elle est mesurée a l'aide du nanodrop
(Thermofisher). Il est alors possible d’estimer, grace a I'utilisation d’'une gamme étalon, la
guantité de protéines contenue dans la solution. Suite a ce dosage, des dilutions sont
réalisées pour obtenir des échantillons présentant la méme concentration protéique
(pouvant étre différente selon I'expérience), nous permettant d’obtenir ainsi I'extrait
protéique utilisé pour le dosage de |'activité Béta-galactosidase.

La méthode utilisée pour doser |'activité Béta-galactosidase a été mise au point par Gary
et Kindell en 2005. Elle permet de quantifier I'activité de la Béta-galactosidase par
fluorescence. La réaction est possible grace au réactif MUG (4-methylumbelliferyl-B-D-
galactopyranoside) qui, au contact de la Béta-galactosidase, entraine la synthése par
hydrolyse fluorescente du 4-MU (4-methylumbelliferone) a pH = 6 (Gary and Kindell
2005). Dans le cadre de notre étude, nous mélangeons 75uL d’une solution réactive de
MUG (acide citrique 40mM, phosphate de sodium 40mM, NaCl 300mM, B-
mercaptoéthanol10mM, MgCl, 4mM, MUG 1.7mM ajouté a partir d’'une solution stock a
34mM préparée dans du dyméthylsulfoxide pour des raisons de dissolution) avec 75ulL
d’extrait protéique dans une plaque de 96 puits. La fluorescence est mesurée 2h apres
une incubation a 37°C par un lecteur de plaque (Bethold). Deux réplicats techniques sont

réalisés pour chaque échantillon.

Expression de la TERT
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Afin de mesurer |'expression de la TERT, il est nécessaire de prélever le tissu désiré sur
I’animal (gonade ou chaine nerveuse). Chaque tissu est alors déposé dans du TRIzol
(Invitrogen) pour extraire I’ARN selon le protocole du fabricant. Aprés une désintégration
cellulaire en utilisant un sonicator Vibra Cell 75,185 (30% d'amplitude), les échantillons
sont stockés a -80°C jusqu’a leur utilisation. Les RT (reverse transcriptases) sont réalisées
a partir d’'une solution de 500ng d’ARN et du kit SuperScripti TM IV (Thermofisher). Les
primers utilisés sont les suivants: primer TERT F: 5-AGGGAAAACGATGCACAACC-3’ et
primer TERT _R: 5'-GTTCGCCAAATGTTCGCAAC- 3. lIs sont établis a partir du génome du
cloporte (Chebbi et al. 2019), et aprés une comparaison avec les séquences retrouvées
chez d’autres especes. La RT-PCR est réalisée en utilisant 0.6uL de chaque primer (10uM),
2.5 pL d’eau « nuclease free » et 1.5% d’ADNc et d’un thermocycleur avec le programme
suivant : 10 minutes a 95°C, 45 cycles de 10s a 95°C, 10s a 60°C, et 20s a 72°C. Les
niveaux d'expression des genes cibles ont été normalisés sur le niveau d'expression de
deux genes de référence préalablement établis : la protéine ribosomique L8 (RbL8) et

I'élongation Facteur 2 (EF2) (Chevalier et al. 2012).

IIl. Article scientifique publié dans Journal of Crustacean

Biology
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ABSTRACT

Senescence, thededine of physiclogical pararmaters with increasing age, is a quas-ubiquitous
phenomenon in the living word. T he observed patterns of senescence howewsr, can mark-
edly dif er across species and populations, betwesn sedes, and even among individuals To
identify the drivers of thisvariation in senescence, experimental approaches are esential and
involve the devdopment of toolsand new study models Current knowledge of the ssnescence
process is mostly based on shudies on vertebrates and the main informetion about senescence
in imvertebrates is mostly limited to modd organisme such & Canorfebdltis daprsor Dogphla
rearass. | n this context, we tested whather biomarkers of vertebrate ageing could be used
to study senescence in a new imvertebrate model; the cormmon woodlouse Amadilidumicere
(Latreille, 1804). Maore specaf cally, we looked for the of et of age in woodlouse on thres
wedl[-established physiological biomarkers of ageng in vertebrates immune odls (cdl gze
dersty and viability), B-oelactos dase activity, and the gene expression of telomerase reverse
transcriptase (TERT), an essantia subunit of tedomerase protein, We found that the gze of
irrrrune cells wes higher in older individuals wheress their dendity and viahility decressed,
and that the B-galactoddase activity increassd with age whereas the TERT gene expression
decreased. T hese f ndings demonsirate that woodlouse displays age-related changes in bio-
rrarkers of vertebrate senescence, with dif erent patterns depending on gender. T he tools
used in shudies of vertebrate senescence can thus be successiully used in studies of senescence
of invertebrates such as the woodlouse The apolication of commonly usad tools to new
biclogical modes of ers a promisng approach 1o assess the diverdty of senescence patterns
across the tres of life

Key Words:  imnunosensscence, telomerase reverse tranacriptase (TERT), B-galadoddase
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INTRODUCTION

M ary hypotheses hawve tried o explain why senescence s a quas-
ubigquitous phenormenon in the living organisms For indance
the dispossble sorma theory proposed the ssnescence: process as
a reaut of dameges accumulation over time (Kirowood, 19770
These damages are drongly infuencad by the emdronment,
leading to trade-of s between the dif erent fundtions (eg, between

£ Crmwrtapanght 2020,

reproduction and somatic maintenance) and shaping a high diver-
sty of senescence patterns acros spedies and populations among
individuals, and between sakes, One curment challenge is to under-
diand the selective forces and mechaniams driving this diversity of
snescence pattarns

AL the cdlular levd, senescence corresponds to the odllular
deterioration leading to sop the cdiular opde (Campid &
d'Adda di Fagagna, 2007). As ageing is asodated with cellular
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DEPEUX ET AL

senespence (Herbig & &, 2006 Wang & &, 2009; Lawless g 4.,
2010), marny biomolecular paramieters potentially inform about
senescence and can therefore be valuable tools for studying this
process (Bernardez de Jesus & Blasco, 2012). For eample, the
anlution of the integrity and & dency of inmune cdlsis par-
ticulary rdevant to sudy celular senescence because a dimin-
ution of the number of o ective immune cells with increasing
age takes place in both vertebrates (eg, Cheyna & a., 2017)
and invertebrates (eg, Park g &, 2011). Another mearker used
to sudy cellular sEnescence is the enzymatic activity of the
p-gdactoddase. This enzyme is a hydrolase that trangforms
polysaccharides into monosaccharides. The lysosomal activity
of this enzyrme is increased when the cell enters in senescence
Dimri & 4., 1995; Itahana & 4., 2007). T his phenomenon oc-
curs in senescent odls of many organisTs ranging from hu-
rmans (Gary & Kinddl, 2005) to honeybees (Hsdh & Hau, 2011).
Another protein linked to the callular senescence process is the
telomerase, a ribonucleoprobein complex composad by two &5
sential the telomerase reverse transcriptase (TERT )
and the tdomerase RNA (TR) and other accessorial proteins
& 4., 2007). Tdomerase lengthens the ends of tdo-
rreres (e, DNA sequences located at the end of chromosomes
that protect chrormosome integrity and shorten after each cdl
divison). Cel senescence arises when the telomere length be-
comes critically short (Chiu & Harley 1997, Shay & Wright,
2005). Teomeras acivity depends on the species, age as well
as the type of tisue (eg, Gomes ¢ 4, 2010), For instance, tel-
omerase is active during the devdopment before birth and after
only in steamand germ cdls in humans (Liu & &., 2007; Morgan,
2013) whereas in Dagfnia pulicria Forbes, 1893 the telomerase
activity in all tisues of the body decresses with increasing age
(Schurrpert @ ., 2015, The TERT isessential in the telomerase
protein complex and has been shown (o be rdated to cdl qur-
vival in humans (Cao @ &., 2002). The TERT has also been de
tected in numerous species including vertebrates, fungl, dliabes,
and insects (Robertson & Gordon, 2006; Podlevsky a 4., 2007).

Berause the pattens of senescence are drongy diversfed
within the living world, it serrs essential to study organiss
digplaying merkedly dif erent llife-history jes to underdand
the causes and mechanigms underlying thisdiversity T hus, inverte-
brates are increasingly used in experimental shudies of senescence
iStanley 2012; Ram & Coda, 2018). In addition to share smilar-
ities with vertebrates in terms of ssnescence, they can be manipu-
lated exparimentally and they are easier to monitor throughout
their entire lifetime (Ram & Costa, 2018). T hese advantages make
them modds of choice for sudying senescence: Here we propose
the common woodouse Armadilidum wigre (Latrdlle 1804) as.a
promising new mode for studying senescence: Woodlouss can live
beyond three years and displays sx-gpecif ¢ senescence patterns in
natural populations (Paris & Pitdla, 1962). In addition, one sudy
has already reported evidence of inmmune-senescence in this soe
cies (Sicard & &, 2010).

In this contexd, we tested the autability of B-galactosidase ac-
tivity, immune cell parameters, and the TERT gene expression to
cause age-spedf ¢ responses in A wigse According to reports in
the literature, we expectad an indrease in f-galactosidase activity,
and a darease of both TERT gene expression and immune ol
viability and density in A wigere As males have higher adult sur-
vival than fermales (Paris & Pitdka, 1962), cdlular ssnescence pat-
terns are also expected to be gex-gpedif ¢ in this spedes

MATERIALS AND METHODS
Bidoga mued
Individuals of A wigsre used in the experiments were obtained

from a wild population collected in Denmark in 1982, Thes
individuals have been maintained on moistenad soil under the

natural photoperiod of Poitiers France (46.58°N, 0.34°E) at
20 °C, and fed ad libtumwith dried linden leaves and carrols.
Crosses were monitored to control and promote genetic diversityt
For each dutch obtained, individuals were sexed, and brothers
and ssters were separated to ensure virginity. Woodlice are pro-
miscuous and only breed when they are one-year old during
their fret breeding ssason in the spring Females carry their of -
goring in a ventral poudh (Mmarsupium) and can produce up to
three dutches par ssason, |n the common woodlouse, individ-
uals moit throughout their lifetimes, with approximate one molt
per month. During this proces all the odls of the concerned
tissues are renewed (Sted, 1980) The brain, the nerve cord,
and gonads, however, are not renewed during molting and are
therefore rdevant candidates for tissue-specif ¢ study of senes-
cence in this spades Woodlice were dassfed in three dif erent
age categories: juvenile (before frat reproduction, from birth to
mymrddhm{uﬁmdq.frﬁmd reproduction),
and old (up to two-year old), which are very rare in natural
populations (Paris & Pitadka, 1962). As the woodlouse is a con-
tinuous grower, juveniles and small individuals could not be used
for certain experiments, espedally when they required protein
extraction or hemolymph collection. Thus, we were only able
to test in them the telomerase expression. Old individuals were
sampled according to the number of individuals available in our
breading sometimes we had two-year-old individuals and some-
times three-year-old ones Moreover, males and famales were
tested separately to assess the impact of sex.

Mereret o §-cpladod chseadivily
To test the impact of age on P-galadins dase adtivity, 180 individ-
uals were wsedt 90 young (e, sx-month old, 45 males, and 45
fermales) and 90 old ftwo-year old, 45 males and 45 females).
Individuals were dissected separately in Ringer soluticn (sodium
chloride (NaCl) 394 mM, potassium chloride (KCI) 2 mM, caldum
chloride (CaCl,) 2 mM, sodium bicarbonate (NaHCO,) 2 mM)
and nerve cord wes removed. To obtain a suf dent amount of
protain, we made pools of ve nerve cords from f ve dif erent indi-
viduals of the same age The fve nerve conds were f led in 500 pl
of Lyse bufer 1X (Chaps detergant (3-(3-cholamidopropy)
dirmetiydammoniol 1-propanesulfonate) 5 M, ditric add (CH.0,)
40 mM, sodium (NaPO,) 40 M, benzamicine
{Cg.;l ) 0.5 M, and PMSF (phamymetiyvisulfornde (C H FO_S)
025 mi, pH 6) (Gary & Kindel, 2005), and then centrifuged
a 15,0009 a 4 °C for 30 min. The supernatant was taken and
kept & -80°C until its utilization. The protan concentration
was determined by the BCA (bidnchoninic add assy) assay
(Thermo Fisher Saentifc, Waltham, MA, USA) and homogen-
ized at 0.1 mg mi -1, The B-galactosidase activity was messured
a desribed by Gary & Kindel (2005). Briefy 100 Jd of ex-
tracted protain at the concantration of 0.1 mg mi -1 were added
to 100 W of reactive 4-mettylurmbsllifery-D-gdactopyrancside
MUG) slution in a 96well micoplate The MUG reactive in
contact to B-galactosidase leads by hydrolysis to the synthess of
4-methyiurmbdliferone (4-MU), which is detertable wsEing fuor-
escent messurements. Measures were performed by the multi-
mode Mithrax microplate reader (LBS40 HTS 111, exdtation
fiter: 120 nm, emission fiter 460 nnt Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Germany) for 120 min. Two tedhnical replicates were
measured for each nerve poal.

Meargret o inmured! parardas

To test the inpact of age on the imrmune odl parameters (e,
densgty viability and s2e), we were able to undertake individual
tests beraise of our prevous edperience |t was therefore not ne
cessary to carmy out pools of hermolyrmph unlike protains ar DNA
to make the messurements. Sidy mature individuals were usad:
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ARMADILLIDIUM VULAGARE AS A MODEL FOR CELLULAR SENESCENCE

30 young (e, oneyear old, 15 males and 15 females) and 30 old
fthreeyear old, 15 males, and 15 fermales) individuals

To study the impact of age on the immune pararmeters, a
hole was bored in the middle of the sxth segment and 3 il of
hasrmolyrmph were collectad per individual with an eyedropper
and deposited y in 15 W of annmagqla'lt solution
(MAS-EDTA (EDTA (ethylenediaminetatraacetic (C,H Ug,e
S M, trisodium citrate [NaC H.O.) 27 mM, Mum&"ulon
MaCl) 336 mM, gluose (C 1,,05} 115n1-1 pH 7 (Rodrigues
e d., 1995). Then, 6 W of trypan blue at 0.4% (Imvitrogen,
Canfbad, CA, USA) were added to color the dead cedls
T heresfter, 10 pl of this solution were deposed in a counting
dide (Imvitrogen Coutness®; Thermo Fisher Sdentifc). The
immune cdl denaty the immune cal viability and the im-
mune call size were evaluated usng an autormated cell counter
{Imvitrogen CountessE),

Meararet o TERT gesqrason

T he identif cation of the telomerase reverse transriptase (TERT)
gene was fra parformed from the A wigare genome (Chebbi
g 4., 2019). In order to test whether this gene was present and
preserved in orustaceans, phylogenatic analyses were undertaken
updream (s Supplementary material 51-54). This gene has
been found in crustacesn transoriptormes and the topology of the
TERT-gene tree follows the phylogendic relationships bebween
the involved spedes (Supplementary 53), suggesting a conserved
roleof the TERT gene

Gaesgasm

We tested the o ect of age on the expression of TERT gene
within four dif erent age groups 1) four-month old, 2) one-year
old, 3) two-year old, and 4) threeyesr old. Fermales and males
were tested separatay by pools of fve individuals in one, two-,
and threewear-old groups and by pools of saven individuals in
a four-month-ald group as amaller individuals provide less bio-
logical material. All conditions required four replicates for each
s, A total of 176 individuals were used for this experirment. For
each group we tested the expression level of the TERT genein
two dif erent tisues the nerve cord (somatic line) and gonads
{germinal line),

Arnimals were washed by immerdon for 30 sec in a 30% =
dium hypochlorite solution (NaCIO) followed by two 30-sec
immersions in distilled water, Tissues were dissected in Ringer
solution (sodium chloride 394 mM, potassurm chloride (KCI)
2 mM, caldum dhloride (CaClL) 2 mM, sodium bicarbonate
(NaHCO,) 2 mM) and deposited by pools of fwve units for
esch tssues on TRI2ol reagent (| mvitrogen) to extract RNA ac-
cording to the manufacturer's protocol after a odll disintegration
using a Vibra Cdl 75,185 (30% amplitude) sonicator (Qsonica,
Mewton, CT, USA)Total RNA was quantifed by NanoDrop
technology and stored at -80 “C until use Reverse transcrip-
tions (RT) were made from 500 ng of RMNA previoudy ex-
tracted and using the SuperScript™ |V Reverse Transcriptase
kit (T hermo Fisher Sdentif ¢) according to the manufacturer's
ingructions. Primers were designed wsing the identif ed gene:
primer TERT_F: 5-AGGGAAAACGATGCACAACC-3 and
primer TERT R: 5-GTTCGCCAAATGTTCGCAAC- 3 (=e
Supplementary material S1). Quantitative RT-PCR was per-
farrmed usng 0.6 pl of each prirmer (10 pM ), 2.4 pl of nuclease
free water, and 1.5 pl of cONA template and the LightCyder
LC480 syshermn (Roche, Pleasanton, CA, USA) asfollows 10 min
at 95 °C, 45 cydes of 105295 °C, 10sat 60 °C, and 20 54t
72 °C. Expression levels of target genes were normalized based
on the expression levd of two reference genes pravioudy es
tablished: the ribosomal protein L8 (RBLE) and the Elongation
Factor 2 (EF2) (Chevalier & &., 2011).

SEidid adye=
All satidical analyses were performed usng the R software v3.5.2
(R.. Core Team, 2018). T he B-galactosidase activity was analyzed
with linear rmixed o et models using the package Imed (Bates
d d., 2014). Astwo technica replicates were messured for each
poal, the modd induded the pools ftied as a random o ect, age
and sex and thelr two-way interactions as fxed factors

Concarning the immune parameters lineer modds  with
Gausan digribution were ftied to analyze wariabion in the
cell dze and viability A linear moded of the call number (log
transformed; 1ves, 2015) wes f thed for the cell density

Thelasd of TERT edpresson according to age in the two dif-
ferent tises were compared by a K ruskal-Wallis rank aum test in
combination with Mememd's post hoc rmultiple comparison test with
the Tudkey correction using R package PMCMR (Pohlert, 2014).

RESULTS
Bod adis cheeadivity
The B-gaacoddase activity was higher in old (i.e, two-year
old) than in young (i.e, Sx-month old) individuals [x"‘ = f.15,

F= am&FugDh'deﬂmdeta:tsﬂahugﬁ'Bgaaimdamac-
tivity in fermales than in males (%, = 7.26, P = 0.007; Fig 1.

| mmuredd|s perandas

Cdl sze was higher in threesyear-old than in oneyear-old individ-
uals (F, ., =854, P = 0.005; Fig 2A). Conversdly, the cdl dengty
was hi in one-year-old than in thresyear-old individuals
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Figure L Boxplot of B-galactosidass adivity in Amadiium wigse ac-
cording to age and = (F, faraes M, males). The thid line represents
the median, the b the interquartile rance and the whisker the most ex-
treme daa point within 1.5 of the interguartile range The outliers cutside
this range are hown as open drdes N = 180 individuals 45 sx-month old
ferales, 45 sx-rmonth old males, 45 two-years old famales, and 45 two-
veersold males sudied in podlsof 5indnviduals *, P < 0.05; +, P <(0.0L

105

0F0Z Aensgad g1 uo 1sanb AQ 00/ GiE00REN0IQINEE0 L 0 L M0RIDEISOE-2|HUB-a0UBADE a0 dNo IIUSDEIR; LSO WOl PAPEDIUMOC



DEPEUX ET AL

F... =433, P = Q0L Fig 28) Concerning the imrune cell via-
bifig} a satidically sgnif cant interadion ooourred between age
and s, with a redatively lower immrune cdll viability in threeyear-
old farales (F,.. = 6.85 P = 0.01; Fig 2C). No sx o ect was
detected on cel Size (F, ., = 0.76, P = 0.38; Fig 2A) or call density
F,., =032, P =057: Fig 2B).
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Figure 2. Immune cdl sze (&), density (B), and wviability (C) according
to age and s in Armadiiumadgere(F, famales M, males). T he thick line
represants the meadian, the box the interquartile range, and the whisker the
moet extrame data point within 1.5 of the interquartile range. The oudiars
outside this range are shown as open drdes N = 60 individuals 15 one
year-oid famrales, 15 onevyear-old males, 15 threeyears-old famales and 15
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TERT greeqgrasm

The TERT gene expresdon decressed with incressing age in
nenve cords (x2, = 23.30, P < 0.001; Fig 3A). TERT expresion
was higher in -maonth-old individuals compared to two-year-
old and three-year-old individuals (P = 0,001 in both cases) and in
one-year-old individuals compared to threeyears-old individuals
(P = 0.038), without any detectable sex f act {°, =014, P=0.70;
Fig 3A) In gonads the TERT gene expression was much higher
infemales %, = 17.81, P < (.001; Fig 3B) and tended to decrease
with increasing age (x%, = 7.5, P = 0.057; Fig 3B) asthe TERT
gENe expression to be higher in four-month-old ferrales
compared to three-year-old females (P = 0.054). A general ten
dency was also cbeerved in males (2, = 7.34, P = 0.061; Fig 3B),
the TERT gene expression tending to be higher in two-year-old
individuals compared to oneyear-old and three-year-old individ-
wals (P =014 and P = 012, respectivdy; Fig 3B)

DISCUSSION

We tested several & ective phwsiclogical biomerkers of vertebrate
snescence 1o asess whether they could also be used in inverte
brates such as the common woodlouse Irrune calls showed an
increase in thar 92e and a decrease in thar density and viakility
with incressing age The activity of the B-galactoddase erzyme
in nerve cords incressed. The TERT gene expression decreased
with indreesing age in nerve cords of males and fermales and in
the gonads of females In contragt, the TERT gene expression was
oo low in the male gonads to suggsst a role on the cdlular snes
cence gatus in this tisue T he dif erence regarding the expression
of TERT in the nerve cords and gonads underies the importance
of organ choice to perform such an analyss

Our sudy is in line with previous sudies that had previously
revesled the posshility of using vertebrate biormarkers in inver-
tebrates (Hseh & Hsu, 2011; Park & 4., 2011; Schurmpert & 4.,
2015). By testing a st of dif erent physiological biomarkers of
vertebrate senescence often dudied independently our shudy
supports both idess that routingly used biomarkers in vertebrates
can be adapted in invertebrates and that the senestence proces
is quas-ubiquitous in the living world and can be expressed in a
smilar way in very dif erent organisTs
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Figure 3. Rdaliveeqpresion lawd of TERT axpresdon in nerve cords (&) and in gonacds (B) in Arradiiumwigare(F, ferales M, males). Expresson of eadh
gEne wes normalized besed on the expression of ribosonal protein LS (R bLE) and dongation factor 2 (EF2) as rdference genes T hethick line represents the
median, the box the interquartile range, and the whisker the moat extrernz data point within 1.5 the interguartilerange N = 176 individuals 28 four-month-
old fernales, 28 four-month-old males, 20 one-year-old famales, 20 one-year-cld males, 20 two-year-old females, 20 two-year-old males, 20 threeyear-old

farrales, 20 three-year-old mades # P < 0.10; =, P < 0.0L
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CHAPITRE Il : DEVELOPPEMENT DE BIOMARQUEURS CELLULAIRES DE SENESCENCE

CHEZ A. VULGARE

ARMADILLIDIUM VULAGARE AS A MODEL FOR CELLULAR SENESCENCE

Previous sudies have shown that the probabilities to sundve de-
cresge with increasing age in A wiggre(Paris & Pitaka, 1962). T he
cellular damaoes accunnulated during the life of the isopod could
e the cause of cdll senescence and thergfore the driving force e
hind actuarial senescence (Harman, 1956; Barja, 2000; Barja &
Herrero, 2000; Finkel & Holbrook, 2000). In A wigre the 2- and
Fryear-old individuals could have therefore acourmulated more od-
lular darrages during ther lifetime lesding to the cdllular snes
CEnce we report,

Cur shudy al=o revealed a drong dif erence bebwesn s24es on the
response of biormarkers to age dhanges. At a gven age ferdles dis
play highar B-galactosdase adivity and lower inmrmune cdl viahility
than rrales, asif they age fader than males. Batween-s=x dif erences
in lifesnan have been reported in A wigrewith a longer lifespan in
males than in famales (Gaser, 1934; Paris & Pitelka, 1962). Exact
dif erences in achuarial senescence palterns (.2, age-Spedf ¢ changes
insurvival probabilities remein to be quantif ed in A wiggebut such
dif erences are quite common both in vertebrales and imeertebraes
(Tidigregd., 2015; Maraisd 4., 2018) Oneof the main hypotheses
proposed to edqplain s dif erences in longavity or senescence pat-
terns rdies on dff erent resource allocation drategies bebween s
(Vinogradoy 1998, Bonduriangey & 4., 2008). In woodiouss fe
rrales carry ther of goring in their marsupium for one month, giving
nuirients and protection, thus, they allocate more enargy to repro-
dudion than males that do not provide any care Thefadt
that the lifespan of A wiggeis shorter in fermales (Paris & Pitelka,
1962) thus supports a role of dif erential 92¢ allocation in this gpe
des Moreover, the dif erence betweaen rmales and fermales in TERT
edpresion in gonads do sugoet a dif eence in s dlocation ac
cording o both age and a2« The increesed in TERT expression in
male gonad in two-yearsold individuals should be the readt of a
termina imestrrent in reproduction for males by incressing ther
TERT expression and thus potentialy thar tllomerase adivity they
should provide a better T iness to their of goring T his allocation may
be lost when males are too old (threeyesr old),

Sex dif erences in resource allocation srategies could also be
driven by environmental conditions (Shertzer & Ellner, 2002). Our
physiological biomarkers of vertebrate ssnescence revesled sex dif-
ferences, and as supported in Depeux & &, (2019), they could con-
stitute ussful toals to identify ather factors imvolved in variations in
senesceEnce petterns such asernvironmental stressors Moreover, if
these biomerkers seem to predict better the physiological age than
chronological age notably in terrs of sunvival and reproduction,
they could correspond to biomarkers of sEnescence in the wood-
louse (Baker & Sprott, 1988; Simm a a., 2008; Sprott, 2010),

The physiological biomarkers of vertebrate senescence thus re-
spond to age chanoss in A Wwiges a spedes that represents a new
invertebrate modd of ageing The paramebars that predict the
chronological age of A wiggeindividuals might of er rdiable bio-
merkers, espedialy if thar measuremants are related to both re-
produdtive and sundval prospedts more than to the dhronological
age of individuas The availability of its genome the ease of its
breeding its particularity to continue growing during its lifespan,
and its adaptations to terrestrial life as well as the presence of od-
lular senescence on our senescence biomarkers make it a prome
isng candidate to shudy shescence

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplernantary material is available & | aurd of Cneamn Biday
online

S1. Phylogenatic analysis protocol of the TERT gene in
crustaceans

52. TERT-gene alignment used for the phylogenetic analyss
53, TERT-gene tree following the piwlogenetic rdationships
bebween the spedes imolved,

54, TERT-gene tree following the phylogenetic rdationships
between the gpedies involved (Newick formeat).
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CHAPITRE IV : IMPACT DE L’ENVIRONNEMENT SUR LES PATRONS DE SENESCENCE
CHEZ A. VULGARE

Chapitre IV : Impact de

I'’environnement sur les

patrons de sénescence
chez A. vulgare
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| Introduction

Comprendre le fonctionnement de la sénescence est un vrai challenge en biogérontologie
(Shefferson et al. 2017). En effet, en plus de la grande diversité de patrons de sénescence
observés entre les especes dans le monde vivant, il semblerait qu’entre les populations
d’une méme espece, des patrons de sénescence tres différents puissent étre mis en
évidence (Tidiere et al. 2016 ; Hassall et al. 2017). Les causes proximales de la
sénescence, qu’elles concernent la régulation des genes ou l'adoption de différentes
stratégies d’allocation aux ressources, sont modulées par I'environnement dans lequel
vivent les individus.

Ainsi, pour mieux comprendre ce processus, il semble indispensable de développer des
connaissances sur 'effet de I'environnement sur les patrons de sénescence. Cette mission
n’est pourtant pas si simple. En effet, lorsque les populations sont étudiées dans leur
milieu naturel, de nombreux facteurs de stress, biotiques comme abiotiques, peuvent
entrainer des réponses physiologiques tres différentes, et surtout peuvent interagir entre
eux. Ainsi, lorsque la température augmente, le taux d’humidité peut diminuer. Il est
donc impossible de délier ces deux pressions abiotiques et de savoir quelle est |la variable
responsable de la modification du patron de sénescence observé. Ainsi pour mieux
comprendre comment les stress environnementaux, de facon indépendante, impactent
les populations, il est important de réaliser des études en laboratoire, dans des
environnements qu’il est possible de contrbler. Par une approche expérimentale, une
seule variable « stress » peut étre testée a la fois et c’est I'effet de cette variable qui est
mesuré sur les patrons de sénescence. Il est aussi important de prendre en compte |'effet
du sexe. En effet, selon le sexe, les stratégies d’allocation aux ressources vont étre
différentes. Par exemple, chez les mammiféres, la présence de certaines especes
pathogénes dans un milieu peut entrainer des réponses immunitaires différentes entre et
les sexes, et de ce fait accentuer la différence entre les durées de vies des males et des

femelles (Tidiere et al. 2020).

Les invertébrés sont des modeles tres intéressants pour étudier leffet de
I'environnement sur la diversification des patrons de sénescence (Archer and Hunt 2015 ;

Ram and Costa 2018). En effet, ce sont des organismes ectothermes qui subissent
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particulierement les variations environnementales, comme la température, la
photopériode, le degré d’humidité ou encore la disponibilité en ressources dans son
milieu. D'ailleurs, certaines études ont déja mis en évidence 'effet de ces variables sur les
traits d’histoire de vie (Tableau 4). De plus, il est plus facile, de par leur petite taille et leur
temps de génération, généralement plus court, de les maintenir dans des conditions

d’élevage controlées.

Le cloporte est un modele particulierement intéressant pour étudier l'effet de
I'environnement sur les patrons de sénescence. En effet, de par son adaptation a la vie
terrestre, ce petit crustacé a di développer des modifications morphologiques et
comportementales (Smigel and Gibbs 2008) qui font de lui un organisme tres sensible aux
conditions environnementales (Mocquard et al. 1989 ; Smigel and Gibbs 2008 ; Hassall et
al. 2017). Dans le contexte actuel de réchauffement climatique, étudier l'effet de
I'environnement sur la sénescence des organismes, permet, au-dela d’apporter des
informations sur le mécanisme de la sénescence, d’obtenir des informations sur le
devenir des populations dans un futur proche ou les conditions environnementales sont
amenées a changer. Dans ce contexte, le cloporte est d’autant plus intéressant a étudier,
puisque c’est un détritivore, témoin de la qualité de son environnement et occupant une

place importante dans la chaine alimentaire (Souty-Grosset et al. 2005).

Tableau 4 : Exemple des effets de variables environnementales sur les traits d'histoire de

vie des invertébrés

Condition Conditions
Stress abiotiques Effet des stress Références
controle de stress
= Augmente la survie Drosophila
= Diminue la fécondité
melanogaster
(Marshall and Sinclair
Température | Basses 2010); Daphnia
Température optimale températures magna  (Korpelainen
1986)
= Augmente la résistance | Drosophila
aux basses températures melanosaster (Le
et températures létales &
Bourg 2007)
Températures | * Diminue la survie Perna canaliculus
Slevées = Diminue la croissance (Petes et al. 2007):
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Drosophila
melanogaster (Hercus

et al. 2010) ; Daphnia

magna  (Korpelainen
1986)
= Diminue la reproduction | Oniscus asellus

(McQueen and Steel
1980)

Augmentation

= Diminue la survie et le
succes reproducteur des
males

Daphnia magna

(Korpelainen 1986)

] Photopériode | de la durée de | = Période de reproduction | Oniscus asellus
Photopériode i . anticipée
optimale jour (McQueen and Steel
1980)
Diminution de | = Diminue la survie et la | Daphnia magna
la durée de reproduction des males (Korpelainen 1986)
jour
= Diminue la survie des | Cicindela  albissima
descendants .
= Diminue la fécondité (Knisley et al., 2018)
Humidité
Humidité ) Sécheresse
optimale
= Diminue la mobilité Procellio scaber
(Gunn 1936)
= Augmente la survie Frontinella pyramitela
(Austad 1993);
Caenorhabditis
elegans (Lee et al.
2006a); Aedes aegypti
Ressources
. . ad libitum ) (Joy et al. 2010);
Ressources alimentaires restreintes

Daphnia pulex (Latta
etal. 2011)

= Réduit la fécondité totale

Frontinella
pyramitela(Austad
1993), Aedes aegypti
(Joy et al. 2010)

Ces informations dans la littérature nous ont permis de cibler les stress pouvant affecter
les patrons de sénescence. Ainsi, et dans le cadre de ma thése, nous avons choisi de

tester les stress abiotiques liés a la température, a la photopériode et a la carence

alimentaire
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II. Impact de la température: Article scientifique en
préparation « High  temperature effect on actuarial,
reproductive, and cellular senescence in the common

woodlouse. »

II.1. Introduction

La température est une variable particulierement intéressante a étudier chez le cloporte.
En effet, au-dela de conditionner I'entrée en reproduction des femelles, la température
va étre un parametre déterminant dans la physiologie, le comportement et la distribution
de ces organismes (Paris 1963 ; Hassall et al. 2017).

Lors d’'une premiére étude réalisée en 2017 sur l'effet de la température et de la
photopériode sur les patrons de sénescence du cloporte, nous avons testé I'effet (1) de
2 températures de stress (10°C et 28°C), comparé a la température « optimale » de 20°C
(température de l'élevage) et (2) d’une photopériode stimulante, comparée a la
photopériode de Poitiers (46° 35" N, 0° 20" E de javnvier a février ; photopériode dans
laguelle les animaux sont maintenus dans notre élevage). A la fin de cette expérience,
nous avons trouvé des patrons de sénescence inattendus sur l'effet des stress de
température, probablement liés aux fortes fluctuations d’humidité observées dans les
anciennes enceintes climatiques alors utilisées pour ce stress de température (qui ne
garantissaient pas une stabilité de I’lhumidité, surtout pour le stress a 28°C).

Les résultats ont été déposés en ligne (Annexe 1) afin de partager I'effet de stress
environnementaux sur les biomarqueurs utilisés et nous laisser le temps de réitérer la
manipulation concernant la température dans des conditions d’hygrométrie contrblées
puisque que le laboratoire a acquis entre temps de nouvelles enceintes climatiques
garantissant le maintien de I'humidité méme a forte température (28°C), stress
finalement retenu pour la nouvelle expérience (cf. Il.1). En effet, cette température est

stressante pour les animaux mais pas forcément létale.
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Dans le cadre de ma thése, j’ai pu co-encadrer Angele Branger, étudiante en premiére
année de Master BEE a I'Université de Poitiers. Son stage, d’'une durée de 2 mois, réalisé
lors de la crise sanitaire de la COVID-19 (donc exclusivement en télétravail), a consisté en
I"'exploitation des données obtenues lors de I'expérience sur 'effet de la température sur

la sénescence du cloporte et la co-écriture du papier scientifique.

I.2. Présentation de I'étude sur I'effet du stress « haute température » sur la sénescence
(en contrélant I’lhumidité)

Afin de ne tester que I'effet de haute température sur la sénescence chez le cloporte,
nous réalisons I'étude suivante (Figure 33) : nous constituons deux groupes de cloportes
agés de 7 mois : le groupe témoin est placé a 20°C tandis que le groupe expérimental est

placé a 28°C et ce durant deux mois.

Temperature : 20°C
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Figure 33 : Design expérimental de I'expérience "effet de la température”

Afin de reproduire les mémes conditions environnementales en termes de photopériode
et de taux d’humidité, nous utilisons les enceintes climatiques programmables
nouvellement acquises au laboratoire. Apres deux mois dans ces conditions
expérimentales, une partie des animaux est sacrifiée pour mesurer et comparer les
biomarqueurs de sénescence entre les deux groupes (stressé ou non), une autre partie

est utilisée pour mesurer et comparer les parametres de reproduction, et une derniere
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partie pour mesurer et comparer la survie. Nous pouvons ainsi mettre en évidence un
effet de la température élevée sur les marqueurs de sénescence, la reproduction, la

croissance et la survie (uniqguement chez les males) (cf. article en préparation suivant).

I.3. Article scientifique en préparation
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ABSTRACT

Senescence is defined as a decrease in survival and reproductive performances associated
with age. This phenomenon is quasi ubiquitous in the living world but can be expressed
through different patterns. According to the life history theory, the variability in
senescence patterns can be the result of different trade-offs driven by environment. One
of the most important stress in invertebrates, ectotherms organism, is the temperature
variations. In this study, we observed the effect of an increase of temperature (20°C to
28°C) on actuarial, reproductive and cellular senescence in the common woudlouse

Armadillidium vulgare. We observed that an increase of temperature led a response to
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senescence biomarkers with a decrease in immune cell density and cell size and, an
increase in [-galactosidase activity. The increase in temperature also affected the
decrease in the growth, reproduction and male’s survival. By this study, we showed that

an increase in temperature drives sex-specific senescence patterns in A. vulgare.

Keywords: Armadillidium vulgare, environmental impact, cellular senescence, actuarial

senescence, reproductive senescence, evolution, trade-offs, invertebrates

Introduction

Senescence is defined as a decrease in the probability of survival and reproductive
success on with age (Carranza et al., 2004 ; Flatt and Schmidt, 2009 ; Jones et al., 2013 ;
Nussey et al., 2013). This phenomenon is quasi ubiquitous in the living world but can be
expressed through very different pathways. Thus, the senescence patterns could differ
between species, according to their life histories: fast such as Daphnia longispina, and
slow such as Fulmarus (Jones et al., 2014). It could also differ between populations, as in
Melanoplus grasshoppers, where those at higher altitudes have a faster senescence than
those at lower altitudes (Tatar et al., 1997). The genre could also lead to different
senescence patterns. For example, in polygynous species, including many insects and
mammals, males tend to have faster senescence than females (Nussey et al., 2013). An
lastly, senescence patterns could also differ between individuals, as in different castes of
Apis mellifera (Finch, 1991 ; Mlnch et al., 2013). The causes of such diversity are the key
to understand the phenomenon of senescence, its origin and its maintenance in the
course of evolution. According to the life history theory (Cody, 1966 ; Stearns, 1992), the
variability in patterns of senescence can be the result of different trade-offs. As presented
by the disposable soma theory, senescence could be the result of an energy compromise
between somatic maintenance and reproduction (Kirkwood, 1977 ; Lemaitre et al., 2015).
An individual, which has privileged reproduction in early life at the expense of somatic
maintenance, will senesce more rapidly (Lemaitre et al. 2015). The resource allocation
choices governing these trade-offs are impacted by the environment (Nussey et al., 2013;
Boggs, 2019). In this context, the diversity of patterns of senescence are linked to

different stress affecting individuals during their life (Boggs, 2019).
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Among the diversity of biotic and abiotic stress, the dehydration, salinity, toxic
compounds (heavy metals) and extreme temperatures (Roelofs et al., 2008) are known to
influence the organism lifespan. For example, in Drosophila, senescence is accelerated by
desiccation (Sinclair et al., 2007) when in Chironomus riparius, mortality increases in the
presence of cadmium (Postma et al., 1995). The temperature is a major abiotic stress for
organism and its study is particularly revelant in the current context of global warming
(6°C rise in temperature is expected in 2100) (Seguin and Soussana, 2006). Invertebrates
are ectotherms and therefore particularly sensitive to temperature changes. For example,
In Hymenoptera and Lepidoptera, survival decreases with increasing temperature (Abou-
Shaara et al., 2012; Khadioli et al., 2014). In Lepidoptera, too high or too low temperature
prevents hatching, suggesting that there must be an optimal temperature for hatching
(Khadioli et al., 2014). In Decapoda, egg size decreases with increasing temperature
(Thatje and Hall, 2016). In some Diptera, AGE pigments (cellular markers of senescence)
have been shown to accelerate senescence with increasing temperature (Kelly et al.,,
2013). In short-lived fish Nothobranchius furzeri, the activity of the [-galactosidase
(cellular biomarkers of senescence) is higher in warm temperature (Valenzano et al.,
2006). Major part of the studies on the impact of temperature on individuals are based
on molecular markers (rarely of senescence) or on some traits of life. In this context,
whether temperature is expected to affect senescence, an integrative experimental study
lacks to better understand its effect on senescence both at the molecular and at the
demographic points of view.

Among invertebrates, the common woodlice Armadillidium vulgare is the only terrestrial
crustacean. During course of its evolutionary history, this organism had to adapt to
terrestrial life but still very sensitive to changes in moisture and temperature (Hassall et
al., 2018). Indeed, it has been previously shown that temperature has an influence on
their distribution, behaviour and mortality (Hassall et al., 2018 ; Paris, 1963). The
common woodlice is able to live up to three years (Paris and Pitelka, 1962) and produce
large litters, that therefore allows to have many animals in a breeding, ideal parameter
for experimentation. Its short lifespan, its ease to control and monitor, its sensitivity to
temperature as well as the availability of senescence cellular biomarkers (Depeux et al,,
2019) make it a good experimental model for studying the role of temperature in the

shaping of senescence patterns. In this way we elaborated the following experimental
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approach: we placed a control group at 20°C and an experimental group at 28°C for 2
months. Then we compared the cellular, reproductive and actuarial senescence of these
two groups. Cellular senescence was observed from cellular biomarkers of senescence,
such as immune cells (cell size, density and viability) and B-galactosidase activity recently
published (Depeux et al., 2020). Actuarial senescence was measured throughout the
thermal stress, based on the number of deaths. We also studied the growth and finally,
reproductive senescence was evaluated from the number of clutches. We can make the
hypothesis that a rise in temperature will have a negative effect on demographic and
cellular senescence. This could suggest that A. vulgare can adapt with a new compromise

in energy allocation, as predicted by the disposable soma theory.

Materials & Methods

Biological Material

All individuals of A. vulgare used in this study were kept under the same rearing
conditions from birth to the beginning of the experiment: natural photoperiod of Poitiers,
temperature of 20°C and food (dried lime leaves and carrots) provided ad libitum. To
guarantee the virginity of the individuals, we separated the sisters and brothers of each

clutch (identified by a unique name and number) into two separate boxes.

Design

The study started in September; individuals were all 7 months old and came from 15
different clutches.

The experiment consists of two groups: a control group and an experimental group. Each
group consists of 3 boxes of 30 females and 3 boxes of 30 males from 15 different litters.
One box will be devoted to monitoring survival from the beginning to the end of the
experiment, another will test cell senescence with senescence biomarkers and the last
will evaluate reproductive success. The experiment is in two phases: the application of
temperature stress and the evaluation of this stress on cellular, survival and reproductive

parameters.
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The application of the temperature stress lasted two months and consisted of placing the
control group in a 12:12 (L/D) photoperiod study with a humidity of 85% and a
temperature of 20°C and the experimental group in a 12:12 (L/D) photoperiod study with
a humidity of 85% and a temperature of 28°C. The temperature stress was applied to the
control group for two months. Both groups were fed ad libitum.

At the end of the application of temperature stress, 1 box of males and 1 box of females
were taken from each group (i.e. control and experimental) and allowed testing the effect
of temperature on senescence biomarkers.

Two months after the end of the temperature stress, 1 box of males and 1 box of females
were collected from each group to test the reproductive success of the individuals. Thus
we formed 20 breeding pairs composed of one male and one female exposed for two
months at 20°C (i.e. control group) and 20 breeding pairs composed of one male and one
female exposed for two months at 28°C (i.e. experimental group). Each breeding pair was
placed in a box (size), at 20°C, with food ad libitum and in a photoperiod of 16:8 (L/D),
allowing the stimulation of reproduction (McQueen and Steel 1980). They were
maintained in this way for 5 months, during which time each clutch produced was
sampled. At the end of this period, the number of clutches produced by the 20 couples
was used to evaluate the effect of temperature on reproductive success.

Throughout the stress application, 1 box of males and 1 box of females allowed to study

the weight and survival of the individuals every 15 days for another 2 months.
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Figure 1: Global experimental protocol (B=box)

We composed 12 boxes (B: Box) have in the following way: different clutches were used to compose the
boxes, with B1-B4, B2-B5 and B3-B6 composed of brothers and sisters in the same number. In order to test
the survival, boxes B1 and B4 were used. To test reproduction, boxes B2 females and B3 males as well as
boxes B5 females and B6 males were used. Biomarkers were studied on animals from boxes B3 and B6
females and B2 and B5 males. The boxes from B1 to B3 have been tested at 20°C and the boxes from B4 to
B6 have been tested at 28°C.

Biomarkers

To test the effect of temperature on the cellular senescence we used biomarkers of

senescence developed in Depeux et al., 2020.

Immune cells parameters

Firstly, we tested the impact of temperature in the profile of immune cells. In this way we
collected 3puL of haemolymph per individuals and deposed it in 15uL of MAS-EDTA ((EDTA
9 mM, Trisodium citrate 27 mM, NaCl 336 mM, Glucose 115 mM, pH 7, (Rodriguez et al.
1995) We then added 6uL of Trypan Blue at 0.4% (Invitrogen) to discriminate alive and
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dead cells. After, 10ulL of this solution was deposited in Invitrogen Coutness® counting
slide and put in an automated Cell Counter (Invitrogen) to estimate the cell density,

viability as well as the cell size.

Beta-galactosidase activity

After having collected haemolymph for the immune parameters sitdu, and in the way to
test the impact of temperature on the Beta-galactosidase activity, we dissected and
removed the nerve cord of each individual. We put individually nerve cords in 300uL of
Lyse Buffer 1X (CHAPS 5 mM, Citric acid 40 mM, Sodium Phosphate 40 mM, Benzamidine
0.5 mM, PMSF 0.25 mM, pH = 6) (Gary and Kindell, 2005). We centrifuged sample at
15 000g for 30 minutes at 4°C and then we collected and kept the supernatant at -80°C
until its utilization. We determined the protein concentration thanks the BCA Assay and
we homogenized all sample at the 0.1mg/mL protein concentration. Then, 100uL of these
protein extracts were added to 100uL of reactive 4-methylumbelliferyl-D-
galactopyranoside  (MUG) solution. The synthesis of the fluorescent 4-
methylumbelliferone (4-MU), result of the contact of MUG reactive with Beta-
galactosidase, was measured using the multimode microplate reader Mithras LB940 133
HTS Ill, Berthold; excitation filter: 120 nm, emission filter 460 nm, for 120 minutes. We

measured two technical replicates for each sample and mean to obtain the measures.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using the software R 3.6.2 (R Core Development
Team 2019).
For all the following models, we have proceeded to a stepwise selection model, starting

with the full model. Then, we ranked all nested models according to their AlCc. The most
parsimonious models, among the top ranked (delta AlCc < 2), were selected (Galipaud et
al. 2017, Appendix 1). Anova were conducted with the "Anova" function of the "car"
package (Fox & Weisberg, 2019).

We tested the effect of temperature (20°C, 28°C) and sex on survival. The full model was
a survival model with a Cox regression including temperature and sex as well as the

interaction of these two variables as fixed factors. We tested the effect of temperature
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(20°C, 28°C) and sex on mass. The full model was a linear model with a Gaussian
distribution including temperature and sex as well as the interaction of these two
variables as fixed factors. We tested the effect of temperature (20°C, 28°C) and sex on
reproduction. The full model was a binomial model with a linear regression including
temperature and sex as well as the interaction of these two variables as fixed factors. We
tested the effect of temperature (20°C, 28°C) and sex on the density, size and viability of
immune cells and B-galactosidase activity. The full model was a linear model with a
Gaussian distribution including temperature and sex as well as the interaction of these

two variables as fixed factors.

Results

Models

The temperature model has been selected for reproduction, immune cell size, immune
cell density and B-galactosidase activity (Appendix 1). However, for survival and immune
cell viability, the model that has been selected is the sex model and the intercept model,
respectively (Appendix 1). And for the mass of individuals, the model has been selected is

the addition of sex and temperature (Appendix 1).

Survival

The temperature and the sex don’t have a significant effect on survival (Respectively:
X?1=0.01, p=0.90 ; X*1=0.63, p=0.43, Figure 1). But the interaction of sex and temperature
has a significant effect on survival (X*1=4.63, p=0.03, Figure 1). Indeed, at 28°C, the males

die the most.
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Figure 1: Survival curve according to temperature
N = 120 individuals (60 individuals at 20°C (30 males and 30 females; 60 individuals at
28°C (30 males and 30 females)

Mass

The males are significantly lighter than the females (Estimate + sd = -0.0057 + 0.0013,
F1=19.16, p=1.96e-05, Appendix 1, Figure 2). At 28°C the individuals are lighter than at
20°C (Estimate £ sd = -0.0078 + 0.0013, F;= 36.368, p=8.05e-09, Appendix 1, Figure 2).
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Figure 2: The weight at 124 days according to temperature and sex (F20=females at 20°C,
F28=females at 28°C, M20=males at 20°C, M28=males at 28°C)

The thick line depicts the median, the box the interquartile range, and the whisker are
bounded to the most extreme data point within 1.5 the interquartile range. The outliers
outside this range are displayed as black point.
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N=240 individuals: 60 females at 20°C, 60 males at 20°C, 60 females at 28°C, 60 males at
28°C. *** p < 0.001

Reproduction
The reproductive success is higher at 20°C than at 28°C (Figure 3, Estimate £ sd = 1.47 +
0.68, X*1=5.02, p=0.02, Appendix 1, Figure 3).
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Figure 3: Effect of the temperature on the proportion of breeding success (O=failure,
1=success (i.e. production of a clutch)
N=20 breeding pairs formed from individuals maintained during two months at 20°C;

N=20 breeding pairs formed from individuals maintained during two months at 28°C.

Biomarkers

Immune cells parameter

The cell density is higher in individuals maintained at 20°C than in individuals maintained
at 28°C (Estimate + sd = 2131035 + 344519, F1=38.26, p=7.57e-08, Appendix 1, Figure 4A)
as well as the cell size (Estimate + sd = 0.28 + 0.11, F1=6.42, p=0.01, Appendix 1, Figure
4B). The temperature does not have a significant effect on cell viability, (F1=0.92, p=0.34,
Figure 4C).
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Figure 4: Effect of the temperature on cell density (A), cell size (B) and cell viability (C) by
sex (F=females, M=males)

The thick line depicts the median, the box the interquartile range, and the whisker are
bounded to the most extreme data point within 1.5 the interquartile range. The outliers
outside this range are displayed as black point.

N=59 individuals: 13 females at 20°C, 17 males at 20°C, 12 females at 28°C, 17 males at

28°C. *** p < 0.001, * p < 0.05, NS: no significant effect
Beta-galactosidase activity

The B-galactosidase activity is higher at 28°C than at 20°C in males and females (Estimate

+sd=4598.7 + 1366.8, F;=11.32, p=0.001, Appendix 1, Figure 5).
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Figure 5: Effect of the temperature on B-galactosidase activity by sex (F=females, M=males)
The thick line depicts the median, the box the interquartile range, and the whisker are
bounded to the most extreme data point within 1.5 the interquartile range. The outliers
outside this range are displayed as black point.

N=59 individuals: 13 females at 20°C, 17 males at 20°C, 12 females at 28°C, 17 males at

28°C. ** p< 0.01

Discussion

In order to understand the different patterns of senescence at demographic scale,
it is important to identify the impact of environmental factors on senescence on (i)
survival, (ii) growth and (iii) reproduction of individuals. Our experiments showed that (i)
temperature increase alone had no significant effect on survival in A. vulgare, contrary to
what was previously shown in others species. Indeed, in Antestiopsis thunbergii,
Calliphora stygia and Margaritifera margaritifera, the increase of temperature reduced
the survival of individuals (Abdelmutalab, 2017; Kelly et al., 2013; Hassall et al., 2017).
Moreover, in our study, (ii) temperature and sex had an effect on affected mass of
individuals. Growth of individuals decreases with temperature increase, as it has already
been shown in three other isopods (Angilletta, 2004). One hypothesis of this decrease
may be that, at higher temperatures, resources for growth are used for early
reproduction (Angilletta, 2004). Even if, in our growth monitoring, the animals had not
yet reproduced (which did not prevent them from investing e.g. in parturial moulting in
anticipation of the reproduction period), we showed, in our experiment, that (iii) the

temperature had also an effect on reproduction, reproductive success being less
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important for individuals maintained at 28°C, as observed with the decline in female
fecundity with increasing temperature in Antestiopsis thunbergii (Abdelmutalab, 2017). In
A. vulgare, fecundity increases with the corporal mass of the individual (Durand et al.,
2018; Lawlor, 1976). The lack of investment in reproduction could be explained by the
size difference between females maintained at 20°C and females maintained at 28°C. As
females in the stress conditions were smaller, they may have less facilities to access to
reproduction. Whether we didn’t observe a significant effect of temperature on survival,
we observed that growth and reproduction had been impacted by temperature increase
which could be the result of an energy reallocation to somatic maintenance and thus
survival (Kirkwood, 1977 ; Stearns, 1989). Moreover, individuals of A.vulgare are able to
maintain themself thanks to behaviours, such as aggregating or sheltering behaviour to
resist the heat (Hassall et al., 2018) which also goes in the direction of a hypothesis of
fight for somatic maintenance.

Beyond the impact of temperature increase on demographic senescence, our
experiments confirmed that temperature had an effect on cellular senescence in
particular by observing the biomarkers of senescence (ie. (i) Immune cells, (i) B-
galactosidase activity).

(i) Concerning immune cells, we expected that temperature stress decreased cell
density, size and viability (Depeux et al., 2018). Indeed, the size and density of immune
cells decreased with increasing temperature, as it has been already observed for
haemocytes in clams Chamelea gallina (Monari et al., 2007). However, temperature
increase had no effect on cell viability. We can assume that a decrease in the number of
immune cells translates into a decrease in immune defences. It has been shown that in
many invertebrates, an increase in temperature causes a decrease in the immune
defences (Cheng et al., 2005; Monari et al., 2007 ; Yu et al., 2009). We might also wonder
whether immune cells are bigger at 20°C and are not less viable than those at 28°C. For
individuals under stress, we can suppose that the older cells have been damaged faster
and therefore have been eliminated and not replaced. In Crassostrea gigas, an increase in
temperature induces an increase in the mortality of haemocytes, which are involved in
the defence mechanisms (Gagnaire et al., 2006). The fact that cells were bigger at 20°C in
our study may suggest that they had less loss or more replacement. These results could

indicate that temperature increase decreases the investment in immune cell
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replacement. (ii) Concerning B-galactosidase activity, we observed that with temperature
stress B-galactosidase activity increased, as expected. This biomarker allows us to observe
the senescence of the cells (Depeux et al., 2020; Itahana et al., 2007). In our study, we
can see that individuals at 28°C had more B-galactosidase activity and thus an higher
cellular senescence than those at 20°C. This result suggests that temperature accelerates
the cellular senescence of organisms. In Calliphora stygia, the accumulation of AGE
pigments, another cellular biomarker of senescence, was faster at high temperature,
showing an increase in cellular senescence (Kelly et al., 2013). Also in Nothobranchius
furzeri, it has also been demonstrated, via P-galactosidase activity and lipofuscin
accumulation, that a higher temperature induced an acceleration of senescence
(Valenzano et al., 2006).

We also observed sex differences in mass and actuarial and cellular senescence
but also at 28°C in survival. The theory that the two sexes adopt different resource
allocation strategies can explain the differences in senescence patterns observed in A.
vulgare (Bonduriansky et al., 2008; Vinogradov, 1998). Indeed, females have previously
shown a better survival in stress temperature condition than males (what we observed
also in the stress temperature condition of the present study), results that we didn’t
expected because, generally the A. vulgare female seems to invest more than the male
(Paris and Pitelka, 1962). This may be due to different reproductive strategies. Females
build up energy reserves as they invest a lot in the production and care of their young
during about one month of incubation in their marsupium (Dangerfield and Telford, 1995)
while males invest a lot in multiplying their partners (Durand et al., 2020) and therefore
could neglect others functions e.g. the search for food or immunocompetence. This
hypothesis is consistent with our result on growth with mass inferior in males compared
to females also in terms of immunity as the size and number of immune cells were larger
in females, illustrating that they had less loss of immune cells than males. With regard to
B-galactosidase activity, we shown that even under stress-free conditions, males have a
lower production of B-galactosidase than females, as previously published (Depeux et al.,
2020). We can deduce that males naturally produce less B-galactosidase than females
even though they were dying faster under our stressful conditions. To summary, different

patterns were observed between sexes on the demographic and cellular senescence
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metrics, which shows how important it is to use several markers in the same experiment
in order to have an overall view and to take account the effect of sex.

Our study in A. vulgare confirms that the diversity of senescence patterns is the
result of complex interactions between sex and environmental conditions. To study
senescence, it is therefore important to consider environmental stress. Faced with
environmental variations, organisms will adopt different strategies to evolve in the best
possible way in their environment, which will influence their senescence. They can differ
between the sexes, as can be seen in our study. According to disposable soma theory,
these strategies may correspond to a change in energy allocation depending on
environmental conditions (Kirkwood, 1977; Lemaitre et al., 2015). It is also important to
study senescence at different scales in order to be as complete as possible (Gaillard &
Lemaitre, 2020). Here, we have shown in A. vulgare that an increase in temperature leads
to a lack of investment in immune cell replacement and in individuals’ growth, which
negatively impacts the reproduction of individuals. An increase in temperature also
induced an increase in [B-galactosidase activity and thus an acceleration of cellular
senescence, even if globally temperature did not significantly affect the survival of A.

vulgare.
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Annexe 1: Temperature effect: Model selection

Models
Model Variables of AlCe delta weight
Temperature 1 3616 0.55 0.237
. Survival Model

Survival (Cox regression) Sex 1 361.0 0.06 0.323
Temperature + Sex 2 3632 223 0.107
Temperature * Sex 3 3609 0.00 0.333
Intercept 2 -1250.8 43.08 0.000
Li Mode! Temperature 3 -1277.4 16.47 0.000

near Model
Mass L Sex 3 -1262.1 31.78 0.000
(Gaussian distribution) L erature + Sex 4 12939 0.00 0.583
Temperature * Sex 5 -1293.2 057 0.417
Binomial Model Intercept 1 573 28 0.198
Reproduction (Linear regression) Temperature 2 547 0.0 0.802
Intercept 2 466.3 0.00 0.471
Temperature 3 4876 1.28 0.249

R Linear Model
Immune cell viability B Sex 3 458.4 208 0.166
(Gaussian distribution) - tire + Sex 4 469.3 351 0.081
Temperature * Sex 5 4718 532 0.033
Intercept 2 738 4.30 0.035
Linear Model Temperature 3 69.7 0.23 0.288
Immune cell size (Gaussian distributicn) Sex 3 731 360 0.054
Temperature + Sex 4 69.7 017 0.297
Temperature * Sex 5 69.5 0.00 0.323
Immune cell density Linear Madel Intercept 2 18311 2798 0.000
(Gaussian distribution) Temperature 3 1803.1 0.00 0.662
Sex 3 18323 28.20 0.000
Temperature + Sex 4 1805.0 1.89 0.257
Temperature * Sex 5 18073 422 0.080
Intercept 2 11279 8.42 0.009
Temperature 3 1119.5 0.00 0.597

. - Linear Model
P-Galactosidase activity ear Model | Sex 3 11297 10.20 0.004
(Gaussian distribuion) . ture + Sex 4 1211 155 0.276
Temperature * Sex 5 1122.8 330 0.115
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IIl. Impact de la photopériode

l1.1. Introduction

La photopériode correspond au rapport entre la durée du jour et la durée de la nuit. Elle
est trés importante dans la vie des organismes car elle va permettre aux organismes
d’adapter leur physiologie en fonction des saisons, et ainsi d’optimiser certains traits,
comme la reproduction (Pittendrigh and Daan 1976).

Chez le cloporte, la reproduction est saisonniere afin d’optimiser la survie des
descendants a leur naissance. Ainsi c’est la photopériode et la température qui vont
permettre I'entrée en reproduction notamment par la mise en place des mues de
reproduction (McQueen and Steel 1980). Comme ce stress environnemental est
indispensable a la reproduction de cette espece, nous testons son effet sur la survie et les

marqueurs de sénescence.

I1.2. Matériel et Méthodes

I11.2.1. Matériel biologique

Afin de tester I'effet d’une photopériode stimulante 18:6 (D/N) sur les marqueurs de
sénescence du cloporte commun A. vulgare, nous réalisons deux groupes: un groupe
témoin non stressé qui reste en photopériode naturelle de Poitiers (46.58°N, 0.34°E, de
janvier a mars) et un groupe expérimental stressé placé en photopériode stimulante
durant 2 mois (durée approximative d’un tel stress de photopériode dans la nature a nos
latitudes). Au total, I'effet de la photopériode est évalué sur 120 animaux : 60 femelles et
60 males en photopériode stimulante et 60 femelles et 60 males en photopériode
naturelle de Poitiers de janvier a mars a raison de 20 individus par boite triés par sexe
(soit 6 boites par condition) (Mat et Met, I.5. Elevage). A la suite de ces deux mois de
stress, les animaux des deux groupes sont comptés pour estimer et comparer leur survie
et pesés pour évaluer et comparer leur croissance. Ensuite, 10 individus de chaque boite
sont prélevés et sacrifiés pour mesurer I'effet de la photopériode sur leurs biomarqueurs

de sénescence.
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I11.2.2. Statistiques

Nous avons testé I'effet de la photopériode sur la survie par un modele généralisé avec
une distribution binomiale. Afin de tester l'effet de la photopériode sur l'activité
lysosomale de la Béta-galactosidase, nous utilisons un modeéle linéaire a effet mixte a
I'aide du package Ime4 (Bates et al. 2014). Pour tester I'effet de la photopériode sur la
taille et la viabilité des cellules, nous utilisons un modele linéaire avec distribution
Gaussienne. Pour la densité des cellules, et comme ce sont des données de comptage,

nous utilisons une transformation logarithmique (lves and Freckleton Robert 2015).

I11.3. Résultats

La photopériode stimulante n’a aucun effet sur la survie des males et des femelles
(respectivement : X*1= 0.20, p=0.65 and X*1=1.96, p=0.16). Aucune différence de masse
n’est détectée entre les deux groupes (stressé ou non). La taille des cellules, ainsi que leur
densité ou leur viabilité, ne sont pas influencées par une photopériode stimulante
(respectivement : F1108=0.264, p=0.61, ; F1108=0.54, p=0.54; F;105=0.83, p=0.86; Figure
34). En revanche, nous observons une augmentation de "activité de la B-galactosidase en
photopériode stimulante (X*1=3.86, p=0.05, Figure 35), et ce de facon plus importante

chez les femelles que chez les males.
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I1.4. Discussion

Le changement de photopériode est un parameétre indispensable a la reproduction du
cloporte (Souty-Grosset et al. 1988 ; Mocquard et al. 1989). En testant son effet sur les
patrons de sénescence chez cette espéece, nous constatons qu'une photopériode
stimulante n’a aucun effet ni sur la survie du cloporte ni sur le profil des cellules
immunitaires. Une augmentation de l'activité de la Béta-galactosidase est cependant
observée, et de facon plus marquée chez les femelles. Nous pensons que la photopériode
stimule la physiologie de la reproduction, et plus particulierement, participe a la mise en
place de mues parturielles chez les femelles. Cet investissement dans la reproduction
pourrait donc marquer I'age chronologique des individus, retranscrit en augmentation de
la Béta-galactosidase, et étant plus élevé chez le sexe ayant ces mues particulieres. Il
serait intéressant, dans une prochaine étude, de suivre les individus dans les mémes
conditions expérimentales que dans cette étude jusqu’a la fin de leur vie pour voir si une
photopériode stimulante affecte également la survie des individus.

Nos résultats sur ce stress sont cohérents avec la physiologie de ces organismes. En effet
si ce stress de photopériode stimulante n’est pas létal, puisqu’il est indispensable a la
reproduction de I'espéece, il affecte les compromis énergétiques engagés par les individus.

Ce n’est probablement pas directement qu’une photopériode stimulante entraine une
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modification des patrons de sénescence, mais elle déclenche la mise en place de la
reproduction et entraine une ré-allocation d’énergie couteuse pour 'organisme, ce qui a
des répercussions, comme le prédit la théorie du soma jetable (Kirkwood 1977) sur I'age

biologique des organismes et dans notre cas, en particulier celui des femelles.

IV. Impact de |la carence alimentaire

IV.1. Introduction

Dans leur milieu, les organismes ont rarement accés a de la nourriture en quantité
illimité. Pour autant, il semble qu’une diminution de I'apport calorique, aussi appelé
restriction calorique, peut entrainer une augmentation de la survie et retarder |'onset de
sénescence chez certains vertébrés, notamment chez des rongeurs et certains primates
(Weindruch et al. 1986 ; Masoro 2005 ; Speakman and Mitchell 2011 ; Mattison et al.
2017). Ce processus, dont les mécanismes sont souvent débattus, serait lié a une
diminution du métabolisme basal et par conséquent, de la quantité de réactifs oxygénés

produits (Alugoju et al. 2020 ; Mladenovic Djordjevic et al. 2020).

Chez les invertébrés, un allongement de la durée de vie est aussi observé lors d’une
restriction caloriqgue, notamment chez le nématode Caenorhadbitis elegans et chez la
drosophile Drosophila melanogaster (Partridge et al. 2005 ; Lee et al. 2006b ; Kapahi et al.
2017). Cependant, ce processus ne semble pas étre lié a |'allocation a la reproduction ou
a la réduction du taux métabolique, et nécessitent des études plus approfondies
(Partridge et al. 2005). Comme les mécanismes impliqués dans cette méme réponse
semblent différents entre les vertébrés et les invertébrés, il semble indispensable de
développer des connaissances sur un panel plus important d’organismes. Chez le
cloporte, 'apport nutritionnel, au moins d’un point de vue qualitatif, influence de facon
importante ses traits d’histoire de vie, son microbiote, et en particulier sa croissance et sa
fécondité (Rushton and Hassall 1983 ; Horvathova et al. 2016). Nous supposons donc que
cet apport nutritionnel peut avoir de forts impacts sur les patrons de sénescence chez A.

vulgare.
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IV.2. Matériels et Méthodes

IV.2.1. Matériel biologique

Afin de tester |'effet de la carence alimentaire sur les patrons de sénescence du cloporte
commun A. vulgare, nous constituons deux groupes de 120 individus (60 femelles et
60 males répartis par sexe dans des boites de 20 individus). Le protocole expérimental est
illustré en Figure 36. Tous les individus sont vierges et ont 8 mois, nous avons souhaité
réaliser cette expérience avant la saison de reproduction afin de pouvoir tester |'effet
d’un stress de température sur celle-ci. Nous pesons tous les individus de chaque boite
pour fournir en nourriture 1/10 de leur poids au groupe expérimental (groupe avec
application d’un stress « carence alimentaire ») et 1/1 de leur poids au groupe témoin
(groupe non stressé). Ces quantités ont été choisi apres des tests préliminaires menés
pendant un mois et permettant le maintien des animaux. Nous laissons les individus dans
ces conditions pendant trois mois, le stress devait durer 6 mois, mais comme il était tres
létal pour les males nous avons décidé de I'arréter plus tot. Les animaux sont ensuite re-
nourris ad libitum. A la fin de I'exposition au stress, (1) nous comptons le nombre de
survivants afin d’estimer et comparer la survie post stress entre les deux groupes
(animaux stressés ou non), (2) nous pesons chaque individu afin d’estimer et comparer
leur croissance, et (3) nous mettons en reproduction 20 femelles carencées avec 20
males non carencés, et 20 femelles non carencées avec 20 males non carencés pour
estimer |'effet de la carence alimentaire sur la reproduction. Nous n’avons pas pu tester
I'effet du stress de carence alimentaire sur les males carencés puisque le nombre de mort
était trop important et nous n’avions plus assez d’effectifs. Nous sacrifions également 20
males et 20 femelles non carencés et 12 males (totalité des males restants) et 20 femelles
carencés pour mesurer |'effet du stress « carence alimentaire » sur le profil des cellules

immunitaires et I'activité de la Béta-galactosidase (biomarqueurs de sénescence).
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Figure 36 : Design expérimental de I'expérience "effet de la carence alimentaire”

IV.2.2. Statistiques

Pour chague modeéle suivant, nous réalisons une sélection de modele par la méthode

stepwise et AlCc, le modele complet comprenant, I'effet du sexe et de I'dge en

interaction. Ainsi, les modeéles sélectionnés sont présentés Tableau 5. Parmi les modéles

dont le delta est inférieur a 2, nous sélectionnons le modeéle le plus parcimonieux

(contenant le moins de variables ou le moins d’interactions) (Galipaud et al. 2014).

Tableau 5 : Tableau de sélection de modele pour l'effet de la carence alimentaire

En gras, les modeles sélectionnés.

Modeles Variables df AlCc delta weight
Modele linéaire 1 296.9 59.41 0
généralisé Sexe 2 290.2 52.67 0
Survie (Distribution Carence 2 248.4 10.90 0.003
binomiale) Sexe + Carence 3 239.4 1.95 0.273
Sexe * Carence 4 237.5 0.00 0.724
Intercept 1 -1217.2 83.77 0.397
Modele linéaire
Sexe 2 -1222.5 78.46 0.359
Masse (distribution
Carence 2 -1300.0 0.97 0.245
Gaussienne)
Sexe + Carence 3 -1300.7 0.20 0
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Sexe * Carence 4 -1300.9 0.00 0
Intercept 1 1976,2 2.58 0.154
Modeéle linéaire Sexe 2 1281.8 4.75 0.052
Beta-galactosidase (distribution Carence 2 1277,0 0 0.557
Gaussienne) Sexe + Carence 3 1279.3 2.26 0.180
Sexe * Carence 4 1281.6 4.55 0.057
Intercept 1 172.4 17.56 0
Modeéle linéaire Sexe 2 170.8 15.96 0
Densité des cellules
(transformation Carence 2 158.2 3.41 0.121
immunitaires
logarithmique)  Sexe + Carence 3 154.8 0.00 0.667
Sexe * Carence 4 157.1 2.30 0.211
Intercept 1 501.0 0.76 0.291
Modeéle linéaire Sexe 2 503.2 2.94 0.098
Viabilit¢  des  cellules
(distribution Carence 2 500.2 0.00 0.425
immunitaires
Gaussienne) Sexe + Carence 3 502.5 2.24 0.138
Sexe * Carence 4 504.6 4.36 0.048
Intercept 1 192.0 3.42 0.108
Modele linéaire S€Xe 2 194.1 5.51 0.038
Talle  des cellles . irbution  Carence 2 188.6 0 0.595
immunitaires
Gaussienne) Sexe + Carence 3 190.8 2.20 0.197
Sexe * Carence 4 193.1 4.51 0.062

IV.3. Résultats

La carence alimentaire impacte négativement la survie des individus (Chisg:= 52.71,
p<0.001, Estimate + sd= -2.34+-0.37). Les males présentent une survie significativement
plus faible que les femelles (Chisql= 10.99, P<0.001, Estimate * sd = -1.06 + 0.34). Les
individus placés en carence alimentaire présentent une masse plus faible a la fin de
I'expérience (F-value; .165=109.3, p<0.001, Estimate + sd = -0.008 + 0.0007).

Concernant la reproduction, 12 couples d’individus non carencés (sur 20 couples mis en
reproduction) produisent une portée, alors qu’aucun des couples composés d'une
femelle carencée ne sont en mesure de se reproduire. La carence alimentaire a donc un

impact significatif sur la reproduction des femelles (Chisg;= 17.14, p<0.001).
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Concernant les biomarqueurs de sénescence, la carence alimentaire entraine une
augmentation de I'activité de la Béta-galactosidase (F-valuey gs= 4.79, p=0.03 ; Estimate +
sd =1502.2 £ 687.6 ; Figure 37). La densité des cellules, quant-a-elle, diminue a la suite de
la carence alimentaire (F-value;gs= 4.46, p<0.001 ; Estimate + sd = -0.80 £ 0.17 ; Figure
38A). Les males présentent significativement moins de cellules immunitaires que les
femelles (F-valuej gs= 2.97, p=0.02 ; Estimate + sd =-0.42 £ 0.17 ; Figure 38A). La viabilité
des cellules n’est pas modifiée suite au traitement de carence alimentaire (modele avec
intercept séléctionné ; Figure 38B). Enfin, la taille des cellules immunitaires est plus
importante chez les individus ayant rencontré la période de carence alimentaire

(F-valuey gg= 5.67, p=0.02, Estimate + sd = 0.55 £ 0.22 ; Figure 38C).
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Figure 37 : Impact de la carence alimentaire sur I'activité de la Béta-galactosidase

* p<0.05
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Figure 38 : Impact de la carence alimentaire sur le profil des cellules immunitaires

* P<0.05, *** P<0.001

IV.4. Discussion

IV.4.1. Carence alimentaire : stress important chez le cloporte ?

La carence alimentaire, a raison de 1/10 du poids en nourriture pendant 3 mois, entraine
une diminution de la survie, plus marquée chez les males, ainsi qu’une diminution de la
croissance et de la reproduction chez A. vulgare. D’un point de vue cellulaire, la carence
alimentaire entraine aussi une hausse de |activité de la Béta-galactosidase, une
diminution du nombre de cellules, plus importante chez les males, ainsi qu’une
augmentation de la taille des cellules. Ainsi, la diminution d’un apport en calories entraine
chez le cloporte une augmentation de la sénescence démographique et cellulaire, avec un

effet plus important chez les males.
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La restriction calorique est connue pour entrainer chez de nombreux modeles une
augmentation de la survie (Latta et al. 2011 ; Mattison et al. 2017 ; Mladenovic Djordjevic
et al. 2020). A linverse de ce qui est obtenu chez ces autres organismes, la carence
alimentaire chez le cloporte a un effet |étal. Plusieurs hypotheses permettraient
d’expliquer les résultats observés :

(1) Si le stress de carence alimentaire avait entrainé un ralentissement du
meétabolisme, nous n’aurions pas observé un taux de mortalité si élevé. Il est donc
possible que les cloportes ne connaissent pas de ralentissement métabolique en cas de
carence alimentaire. Nous savons en effet que les mécanismes qui régissent ce processus
de ralentissement métabolique sont différents selon les organismes étudiés (Kapahi et al.
2017 ; Mladenovic Djordjevic et al. 2020). Il est tout a fait possible qu’un tel type de
mécanisme ne soit pas observé sur certains organismes comme le cloporte. Ce
mécanisme adaptatif a peut-étre été sélectionné chez des organismes pouvant
fréequemment rencontrer des périodes de carences alimentaires. Ainsi par ces
meécanismes ils peuvent se maintenir dans leur milieu méme quand celui-ci ne présente
pas des ressources alimentaires en grandes quantités. En tant que détritivore, le cloporte
ne rencontre peut-étre pas de difficultés a trouver de la nourriture en quantité suffisante
et par conséquent, n’a pas adopté ce mécanisme.

(2) La carence alimentaire d’1/10°™ du poids de l'animal appliquée dans nos
expériences pourrait étre trop forte pour avoir un effet « bénéfique » sur la survie des
individus. En effet, la restriction calorique ne vise pas a affamer les organismes mais a leur
apporter une ressource minime, permettant tout de méme a l'organisme de subsister.
Dans un contexte ou cette restriction serait trop forte, il est possible qu’elle entraine un
stress physiologique trop important, qui ménerait, a une sénescence plus rapide et plus
forte. De plus, nous savons que selon I'age, I"acquisition des ressources peut avoir des
conséquences importante sur les traits d’histoire de vie (Richardson and Smiseth 2019).
Les individus dans nos expériences ont moins de 1 an quand ils sont exposés au stress de
carence alimentaire. Ils pourraient ne pas disposer d’assez de ressources pour faire face a

une diminution significative des apports en nourriture.

Quel que soit I'hypothése explicative de nos résultats, ce qu’il est important de souligner,

c'est que d’apres ces résultats, en cas d’appauvrissement sévere du milieu, les
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populations de cloportes du genre A. vulgare, ne seraient pas en mesure de résister et
seraient probablement vouées a disparaitre. En effet, les capacités de dispersion
(inférieures a 100m) du cloporte ne leur permettent pas de se déplacer assez pour
changer radicalement de milieu (Durand et al. 2019), surtout dans le contexte actuel

d’homogénéisation et de fragmentation des paysages (Newbold et al. 2015).

IV.4.2. Un effet sexe tres marqué

Nous remarguons un effet plus marqué chez les males, qui subissent une mortalité si
importante que nous n‘avons pas pu tester I'effet de la carence alimentaire sur leur
reproductionn ni poursuivre notre expérience aussi longtemps que nous |'avions prévu.
La différence entre les deux sexes pourrait étre due a des stratégies d’alimentation et de
stockages différents. En effet, nous savons que la femelle cloporte, va, au cours de la
reproduction, porter ses petits au sein de son marsupium. Cet acte est couteux pour la
femelle (Surbida and Wright 2001), et nécessite donc un apport énergétique important.
Nous pouvons supposer qu’en prévision de la reproduction, les femelles stockent des
réserves. A I'inverse, lors de la reproduction, les méales sont a la recherche des femelles,
ils sont donc plus dispersifs que les femelles (Durand et al. 2019), et vont pouvoir acquérir
des ressources plus facilement que les femelles, qui, une fois le marsupium formé auront
certainement plus de difficultés a se mouvoir. La différence de stratégie reproductive
pourrait étre a l'origine des résultats que nous observons. En |'absence de stock
énergétique, les males peuvent, en effet, et de facon plus importante, subir le stress de
carence alimentaire. Ces résultats confirment des réponses différentes entre les sexes
chez le cloporte. Elle est un indice supplémentaire de I'importance des différences de
stratégies de reproduction entre les deux sexes sur la diversité des patrons de sénescence

(Zajitschek et al. 2009 ; Maklakov and Lummaa 2013a).

V. Discussion

V.I. Patrons de sénescence : variabilité des traits en fonction du stress
Au cours de ces trois études sur 'effet de la température, de la photopériode et de la
carence alimentaire, nous observons que selon le stress appliqué, les patrons de

sénescence varient (Synthese des résultats sur les stress Tableau 7).
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Le stress environnemental affectant le moins les traits liés a la sénescence est la
photopériode. Comme discuté précédemment, ce stress environnemental est
indispensable pour I'entrée en reproduction des cloportes. De ce fait, il ne semble pas
étre directement lié a une sénescence précoce, mais plutdt a une stimulation
physiologique. Nous savons que selon les populations, et en fonction de leur latitudes,
I'onset de reproduction des cloportes est différent. Il serait tres intéressant d’étudier
I'impact d’une photopériode stimulante sur des individus prélevés de populations
échantillonnées a des latitudes tres différentes.

Les deux stress impactant le plus les cloportes en termes de survie et de reproduction
sont les stress de température et de carence alimentaire. La carence alimentaire ayant
méme eu un effet trés [étal sur les males.

Pour chacun des trois stress, nous observons un effet sur l'activité de la Béta-
galactosidase, y compris pour le stress de photopériode stimulante. Ce biomarqueur

semble étre un marqueur fiable de I'age chronologique des individus.

Les parametres immunitaires, notamment la viabilité et |la taille des cellules, peuvent
parfois avoir un profil allant a I'inverse du profil obtenu chez de vieux individus. Ces deux
traits sont liés au renouvellement cellulaire, or, le processus de renouvellement des
cellules en temps de stress est encore peu connu chez le cloporte. Nous pouvons
supposer, aux vues de nos résultats, que ce renouvellement cellulaire peut étre impacté
de facon importante par des stress environnementaux. Le nombre de cellules
immunitaires diminue dans les deux situations ou les stress ont entrainés un effet sur la

survie, ils semblent donc étre de bons marqueurs de sénescence.
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Profil des cellules immunitaires Activité de la

Condition  Condition  Sexe des Succes de .
Stress A R Beta- Masse . Survie
decontrole  destress individus Nombrede  Viabilité des Taille des galactosidase Reproduction
cellules cellules cellules
male - -
Age lan 3ans
femelle . " a ’ 3 .
male P
Température 20°C 28°C
femelle 2 e . NS
el N.S N.S N.S A N.S / N.S
Photopériode 12:12 18:6
femelle N.S NS N.S f N.S / N.S
1/10 éme male o o ~
Poids de du poids . o : - .
Carence s R
5 2 animalen de l'animal
alimentaire X .
nourriture en femelle NS /

nourriture

Tableau 6 : Tableau synthétique des patrons de sénescence obtenus d la suite des stress

en comparaison avec les patrons obtenus chez des individus dgés de 2 a 3 ans (Chapitre

)

La fleche orientée vers le haut signifie que le trait/biomarqueur réagit par une augmentation entre
la condition de contréle et la condition de stress. A l'inverse, la fleche orientée vers le bas indique
une diminution entre la condition de contréle et la condition de stress. Les « /» signifient une
absence d’observation du trait en question. Les N.S indiquent une absence de changement
significatif entre la condition de contréle et la condition de stress.

V.II. Sensibilité du cloporte a des stress environnementaux : impact sur les populations

Grace a I'étude de la sénescence actuarielle, reproductive et cellulaire, nous mettons en
évidence I'effet de trois stress environnementaux. Plus particulierement nous observons
des réponses tres fortes a une augmentation de la température et a une réduction de
I"apport en nourriture chez le cloporte. Ainsi, dans le contexte actuel du changement
climatique prédisant une augmentation de température allant de 1.5°C a 4°C d’ici 2100
(Field et al. 2014), et en absence d’adaptation suffisamment rapide de ces espeéces, il est
fort probable qu’une diminution des populations de cloportes soit observée dans les
années a venir pour plusieurs raisons. En effet, au-dela d’une augmentation certaine de la
température prévue dans les prochaines années, les milieux vont étre modifiés de facon
drastique. Ainsi, en plus de leur faible capacité de dispersion (Durand et al. 2019) et leur

fragilité face a une diminution des apports et de leur qualité (Rushton and Hassall 1983),
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les cloportes ne pourront certainement pas se maintenir dans les zones qu’ils occupent
actuellement et difficilement émigrer de facon assez importante pour survivre aux
modifications climatiques (capacité de dispersion inférieure a 100m (Durand et al. 2019)).
Ce petit isopode terrestre est, rappelons-le, un indicateur de la qualité des milieux (Souty-
Grosset et al. 2005). De plus, c’est une espece détritivore, et donc un élément important
dans la dynamique de la chaine alimentaire. Sa perte pourrait donc entrainer une

perturbation de la chaine alimentaire et des organismes qui la composent.

V.II1. Pistes futures et propositions d’expérimentation

Au cours de ces travaux, nous avons observé 3 stress de type abiotique. Pour étudier la
sénescence cellulaire, nous avons utilisé des biomarqueurs de sénescence mis en place
dans le chapitre Ill. Nous avons pu remarquer que ces marqueurs pouvaient réagir de
facon plus ou moins similaire en fonction des stress et nous supposions qu’ils réagissaient
de facon différente et a des seuils différents en fonction de I'dge chronologique des
individus. Il serait particulierement intéressant de mettre en place des stress allant en
intensité ascendante et de tester leurs effets sur les biomarqueurs. Ainsi, nous nous
attendons a ce que la Béta-galactosidase soit le premier marqueur a réagir et que son

activité augmente au fur et a mesure de I'augmentation du stress.

Nous avons pu mettre en évidence un effet important de I’environnement sur les patrons
de sénescence, cependant, nous avons étudié des stress abiotiques. Nous n’avons pas eu
I'occasion d’étudier I'effet du degré d’humidité sur les patrons de sénescence. Pourtant,
comme nous le savons (Smigel and Gibbs 2008), et comme nous avons pu |'observer dans
notre étude préliminaire sur la température (Annexe 1), ce stress semble avoir de forts
impacts sur les patrons de sénescence du cloporte et serait une variable extrémement
intéressante a étudier. Au-dela de toutes ces variables abiotiques, nous savons aussi que
des variables de types biotiques, comme la densité ou des infections, peuvent avoir, elles
aussi, de forts impacts sur les traits d’histoire de vie et la sénescence des invertébrés (voir
exemples Tableau 7). Il serait donc également intéressant de tester I'impact de ces

variables sur les patrons de sénescence du cloporte.
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Tableau 7 : Effets de stress abiotiques sur des modeles invertébrés

Forte densité

= Diminution de la survie
larvaire

= Diminution de la masse
larvaire

Chrysomya (Goodbrod
and Goff 1990), Coenagrion pttella
(Banks  and 1987),

megacephala

Thompson

Periplaneta americana (Wharton et al.

Densité 1968)
Densité ) —
optimale = Diminution du succés | Macrobrachium amazonicum (Moraes-
reproducteur Valenti et al. 2010)
= Diminution de la survie | Chrysomya megacephala (Goodbrod
larvaire and Goff 1990)
Faible densité = Diminution de la masse
larvaire
= Perturbations Aphis fabae (Shaw 1970)
développementales
= Diminution de la survie Ceratitis capitate (Sarakatsanou et al.
' ]fa,lmml.ltl,on de la 2011); Trichogramma sp (Tagami et al.
Infecté par ¢condité
2001)
Wolbachia
. . = Diminution des fonctions | Armadillidium  vulgare  (Braquart-
Infections Non-infecté immunitaires ]
Varnier et al. 2008)
Infect¢é par la | = Diminution de la survie Armadillidium ~ vulgare  (Braquart-

bactérie

Salmonella

Varnier et al. 2015)
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Résume des résultats obtenus chez A. vulgare

Au cours de cette thése, nous avons mis en évidence le processus de sénescence chez le

cloporte commun A. vulgare.

Dans le premier chapitre, nous avons exploré la sénescence actuarielle chez les
femelles. Nous avons mis en évidence un onset avoisinant 400 jours, et un effet

important des événements de reproduction sur la survie.

Dans le second chapitre, nous avons mis en évidence |'effet de I’age sur le succes
de reproduction. Nous avons en effet observé une diminution de la fitness chez
les descendants issus de couples de vieux parents (agés de 3 ans). De plus, nous
avons mis en évidence I'impact de I'age sur I'allocation a la reproduction des vieux
males. Lors de I'expérience d’épuisement des males, nous avons observé que les

vieux males fécondaient moins de femelles et allouaient moins d’énergie a la

reproduction que les jeunes males.

Dans le troisieme chapitre, nous avons développé sur notre modele biologique
A. vulgare des biomarqueurs de sénescence connus chez les vertébrés. Ces
marqueurs sont (1) la Béta-galactosidase qui augmente lorsque les cellules sont
en sénescence ; (2) le profil des cellules immunitaires, marqué par la taille des
cellules qui augmente, la viabilité et la densité qui diminuent lors du processus de
sénescence ; et enfin (3) I'expression du gene TERT, sous unité indispensable a la
télomérase, qui diminue avec le temps en particulier dans la chaine nerveuse et
dont I'expression est plus élevée chez les femelles dans les gonades et décroit

avec I’age comme observé chez les males.

Dans le quatrieme et dernier chapitre, nous avons mis en évidence l'effet de
stress environnementaux sur la sénescence du cloporte. L'ensemble des résultats
est présenté en Tableau 6. Brievement, 'augmentation de la température de 20°C
a 28°C ainsi que la carence alimentaire (ad libitum vs 1/10 du poids de I'animal)

ont eu des effets (1) sur la survie, avec une diminution de la survie a la suite de
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I'augmentation de la température, mais aussi apres application du stress de
carence alimentaire, (2) sur le succeés de reproduction (qui diminue avec le stress)
et (3) sur I'expression de la Béta-galactosidase et la taille des cellules immunitaires
révélant que les animaux stressés vieillissent prématurément. La viabilité et la
densité des cellules semblent réagir de facon différente en fonction des stress.
Pour ce qui est de l'effet de I'application d’'une photopériode stimulante (18:8
D/N), nous observons une augmentation de 'activité de la Béta-galactosidase, les

autres marqueurs et la survie n’étant pas modifiés par ce stress.

De la sénescence chez un organisme a croissance

indéterminée : stratégies évolutives et sénescence

Le terme «organisme a croissance indéterminée » a été abordé a de nombreuses
reprises au sein de ce manuscrit. Cette caractéristique de croissance est un point
important dans notre étude. En choisissant d’étudier un organisme a croissance
indéterminée, nous nous sommes exposés a un probléeme majeur : 'augmentation de la
taille avec I'age. Comment dissocier 'dge de la taille, et quelle importance cela peut-il
avoir ? Il est vrai que la taille est un élément primordial, car elle est habituellement gage
de qualité des individus (Calder 1996). Les connaissances sur la sénescence des
organismes a croissance indéterminée sont bien moins développées que pour les
mammiferes ou les invertébrés a croissance déterminée.

Tres longtemps, l'augmentation de la taille des individus a été associée a une
augmentation de leur performance de reproduction (Vaupel et al. 2004) avec des
performances de reproduction la plupart du temps établies sur le trait « nombre de
descendants produits ». Pourtant, sur d’autres traits, les organismes a croissance
indéterminée peuvent connaitre une diminution de leur performance. Chez les guppys,
les males agés possedent des spermatozoides nombreux mais présentant une vélocité
moins importante (Gasparini et al. 2010). Chez le poisson zebre, ce n’est pas la qualité des
spermatozoides qui entraine une diminution du succés de reproduction avec I'age chez
les males mais ce sont le comportement de reproduction et/ou l'attractivité qui ne
permettent pas aux vieux males d’accéder a la reproduction avec le méme succes que les

jeunes males (Kanuga et al. 2011). Les résultats obtenus lors de cette thése semblent
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confirmer le fait que malgré une quantité de spermatozoides disponibles plus importante
avec |'age chez ces organismes, la sénescence reproductive intervient bel et bien, mais
sur d’autres traits liés au succés de la reproduction (Figure 32 : Schéma simplifié de I'effet

de I'age sur les traits affectant le succes reproducteur chez les males A. vulgare).

De maniére logique, une question survient alors: «Si ces organismes allouent de
I"énergie a croitre tout au long de leur vie mais que celle-ci ne confére pas d’avantage en
terme de reproduction, pourquoi cette stratégie est-elle maintenue au fil de
I"évolution ? » Il est possible que la réponse réside dans la question. En effet, si sur
certains traits, les performances diminuent avec I'dge, notamment en termes de succes
aupres des femelles ou si les gameétes de ces organismes se dégradent avec I'age, des
stratégies évolutives permettant tout de méme la production d’une descendance ont pu
étre sélectionnées. Ainsi, le systeme de croissance indéterminée pourrait permettre aux
cloportes, en augmentant leur taille et donc leur capacité physiologique pour la
reproduction (en particulier chez les meéres, pour qui il faut assez de place pour le
développement des petits au sein de leur marsupium), de compenser la diminution des
performances en termes de qualité par des performances en termes de quantité. Cela
nous ramene aux especes « fast» et «slow » (Stearns 1992). Les « Slow-species »,
anciennement décrites comme ayant adopté la stratégie K : espéces a vie longue, qui
vont privilégier la survie des descendants a leur quantité (Pianka 1972 ; Stearns 1992). Les
« Fast-Species », qui correspondent a la stratégie « r », représentées par des especes qui
vivent peu de temps et qui privilégient la production de descendants en terme de
quantité plutot qu’en terme de qualité (Pianka 1972; Stearns 1992).

Rappelons aussi que les individus agés sont trés peu nombreux dans la nature, et que, la
stratégie principale est tout de méme la production de descendants en qualité la
premiere année de vie. La croissance étant elle aussi couteuse, il semblerait que le
cloporte ait trouvé un certain équilibre. Ainsi, les individus survivants a cette premiere
saison de reproduction maximiseront leur fitness en produisant d’autres individus de
moins bonne qualité, certes, mais pouvant permettre tout de méme la transmission de
leurs génes. Ainsi, nous proposons que l'augmentation de taille permettrait, dans un
certain équilibre, de pallier la diminution de la qualité des descendants par

I'augmentation de leur quantité. Une étude transgénérationnelle menée sur des animaux
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d’ages graduels entre 1 an et 3 ans, nous permettrait de comprendre a partir de quel
moment |'effet de I’dge entraine un vrai colt chez la descendance afin d’expliquer les

patrons de dynamique des populations observés dans la nature.

. Stress et environnement

I.1. Effet des stress sur les patrons de sénescence

Comme nous l'attendions, les stress environnementaux ont impacté les patrons de
sénescence chez le cloporte. Les stress sont connus pour impacter de facon importante la
physiologie (Webster 1983 ; Breuner and Hahn 2003), et plus particulierement la
sénescence des organismes (Korpelainen 1986 ; Valenzano et al. 2006 ; Mladenovic
Djordjevic et al. 2020). En effet, dans des conditions de stress, les organismes doivent
allouer plus d’énergie a leur maintenance somatique qu’a leur reproduction ou leur
croissance. Ce mécanisme perturbe donc les stratégies d’allocation aux ressources (Cody
1966 ; Stearns 1992), a la base de la théorie du soma jetable (Kirkwood 1977). Comme
chaque stress peut entrainer des réponses physiologiques différentes, les patrons de
sénescence observés peuvent étre completement différents. La diversité des patrons de
sénescence est un élément clef pour comprendre les mécanismes sous-jacents a ce
processus quasi-ubiquiste. Les effets des différents stress sur le cloporte a permis a la fois
de mieux comprendre I'impact de variables environnementales telle que la température
sur ces organismes mais aussi de mettre en évidence des stratégies différentes selon les

Sexes.

I.2. Population de laboratoire vs Population naturelle : vers une utilisation de I'étude de la
sénescence en gestion des populations

Par notre approche expérimentale, nous avons pu mettre en évidence |'effet propre de
chaque stress étudié sur les patrons de sénescence. En effet, les études réalisées en
conditions naturelles, ne permettent pas de déterminer I'impact de chaque variable
environnementale de facon indépendante, et ce, notamment parce que ces variables
environnementales interagissent entre elles. Maintenant que nous avons connaissance
de lI'impact indépendant de la température ou de la carence alimentaire sur les patrons
de sénescence du cloporte, nous pouvons plus facilement interpréter les observations
réalisées sur le terrain et méme prédire la capacité des populations a répondre aux stress
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environnementaux. De plus, au vue des perspectives concernant ['évolution des
températures dans les prochaines années a venir, avec une augmentation des
températures allant de 1.5°C et 4°C attendue d’ici 2100 (Field et al. 2014), on peut
supposer que cette espece qui aujourd’hui ne présente pas de risque d’extinction
devienne a risque si elle n’a pas le temps de s’adapter. Cela devient problématique quand
on sait le réle important qu’elle joue dans les services écosystémiques (David and Handa
2010), et notamment dans le processus de décomposition et le cycle nutritif (Paoletti and

Hassall 1999 ; Bredon et al. 2018).

Notre approche pluridisciplinaire permet de mettre en évidence la sénescence a deux
échelles : démographique et cellulaire. Etudier la sénescence des populations pourrait,
au-dela de nous apporter de précieuses informations sur I'évolution de la sénescence,
permettre de participer aux études populationnelles dans un but de conservation (Plot et
al. 2012). En effet, I'étude de la sénescence pourrait apporter des informations sur I'état
global des organismes et de leur age chronologique et ainsi donner une indication sur le

chemin que prennent les populations selon les perturbations de type environnementales.

I.3. Conclusion et perspectives

Comprendre quels sont les mécanismes de la sénescence est indiscutablement un réel
challenge en biologie évolutive. En prenant en compte des variables pouvant affecter des
patrons de sénescence a |'échelle individuelle, les mécanismes régissant ce processus
pourront étre mis en évidence et permettront a long terme de comprendre comment un

tel processus a pu évoluer au cours du temps.

IIl.  Sexe et patrons de sénescence

L'intensité de la sénescence actuarielle est connue pour varier entre les sexes (Clutton-
Brock and Isvaran 2007 ; Maklakov and Lummaa 2013b ; Adler and Bonduriansky 2014).
Dans les populations naturelles de A. vulgare, les femelles connaissent une mortalité
vraisemblablement plus forte que les males apres I'age de 1 an (Paris and Pitelka 1962).
Alors que lors des stress environnementaux appliqués en début de vie, nos résultats
montrent que ce sont les males qui connaissent un taux de mortalité plus élevé suite a
ces stress. Les différences entre ces observations peuvent étre expliquées par différentes
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hypotheses, comme par exemple les différences de stratégies de reproduction ou

I"hétérogamétie.

Il.1. Sexe et stratégies de reproduction

Les males et les femelles de I'espéce A. vulgare n‘ont pas les mémes stratégies de
reproduction. Bien que ce soit une espéce grégaire et que le systéeme d’appariement soit
promiscuitaire (Durand et al. 2020), les femelles semblent investir beaucoup plus
d’énergie que les males dans la reproduction. En effet, par la mise en place de mues
particulieres, la femelle met en place un marsupium qui protege ses embryons lors de
leur développement (environ 4 semaines) (Warburg and Rosenberg 1996 ; Surbida and
Wright 2001 ; Bech et al. 2017). C'est donc cet investissement important dans la
reproduction (et dans le soin aux jeunes) qui semble moduler leur sénescence actuarielle,
et c’'est effectivement ce que nous observons dans le Chapitre |. Ainsi, nos données
s’ajoutent aux nombreuses études soulignant I'impact des stratégies reproductives sur la
différence dans les patrons de sénescence entre les deux sexes (Clutton-Brock and

Isvaran 2007 ; Maklakov and Lummaa 2013 ; Adler and Bonduriansky 2014).

I1.2. Sénescence et chromosome sexuel

Dans l'introduction, nous présentons la théorie du sexe hétérogamétique (Marais et al.
2018). Pour rappel, selon cette théorie, les différences de longévité entre males et
femelles pourraient s’expliquer par le fait que l'un des deux sexes (le sexe
hétérogamétique), ne possede qu’une version du chromosome sexuel et est, par
conséquent, plus exposé a voir des mutations déléteres s’exprimer (Xirocostas et al.
2020). Chez A. vulgare, le sexe hétérogamétique est le sexe femelle (Chebbi et al. 2019),
dont la longévité dans les populations naturelles est moins élevée que les males (Paris
and Pitelka 1962). Les femelles sont donc peut-étre plus sujettes a I'expression de
mutations déléteres. Chez une autre espéce de cloporte trés proche de la nbtre :
Armadillidium nasatum, le sexe hétérogamétique est le sexe male (Becking et al. 2017). Il
serait donc particulierement intéressant de comparer les patrons de sénescence entre
ces deux especes afin de vérifier si cette théorie du sexe hétérogamétique explique la

différence dans les patrons de sénescence entre sexes.
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I11.3. Conclusion et perspectives

Chez A. vulgare, les stratégies de reproduction différentes entre les sexes mais aussi la
présence de chromosomes sexuels peut expliquer les différences observées. Encore une
fois, nos résultats suggerent un effet important de I'allocation aux ressources, et ici a la
reproduction, sur les patrons de sénescence. Il serait particulierement intéressant
d’étudier I'effet du sexe sur des organismes dont les sexes s’investissent de fagon tres
différente ou trés similaire dans la reproduction afin d’évaluer I'impact de ces différences

d’investissement sur les différences de sénescence actuarielle male et femelle.

IV. Théories évolutives : les apports des études sur A.

vulgare

Comprendre les causes et le fonctionnement de la sénescence est aujourd’hui le but
commun des scientifiques de nombreuses disciplines (Wolf 2010 ; Lopez-Otin et al. 2013 ;
Shefferson et al. 2017b). Dans lintroduction de cette thése, nous évoquons les
principales théories avancées pour expliquer le processus de sénescence, dont la théorie
du soma jetable et la théorie de la pléiotropie antagoniste. Au cours de cette thése, nous
avons pu observer que cet organisme a croissance indéterminée présentait des
altérations de ses performances avec le temps, notamment en termes de survie et de
reproduction, mais aussi au niveau cellulaire avec une augmentation des réponses des
biomarqueurs de sénescence avec |'dge, mais aussi sous l|'effet de certains stress
environnementaux, et notamment les stress de température et de carence alimentaire.
De plus, nous avons, dans la majeure partie des expériences, une différence d’effet selon

le sexe.

IV.1. Allocation aux ressources et stress : théorie du soma jetable chez A. vulgare

La théorie du soma jetable explique la sénescence comme un compromis entre les
ressources allouées a la reproduction et celles allouées a la survie. L'un des premiers
indices allant dans le sens de cette théorie est mis en évidence des le chapitre I. En effet,
I'allocation a la reproduction est plus forte lors de la premiere saison de reproduction. Les
cloportes ayant produits plus de petits lors de cette premiere saison que les deux autres

additionnées. Ce compromis entre I'allocation a la reproduction précoce au dépit de la
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reproduction tardive est déja bien renseignée dans le monde animal (Lemaitre et al.

2015).

La reproduction a toujours été soupconnée d’étre une fonction couteuse, et notamment
pour les femelles qui doivent assurer, dans notre modeéle biologique, des mues
particulieres et des soins parentaux au travers de leur marsupium, justifiant une mortalité
plus élevée dans les populations naturelles (Paris and Pitelka 1962 ; Warburg and
Rosenberg 1996 ; Surbida and Wright 2001). Cependant, face a une augmentation de la
température ou a une carence alimentaire, les males semblent étre moins résistants que
les femelles, en particulier au début de leur vie. En effet, dans nos expériences sur ces
deux stress, la survie des males stressés est plus faible que celle des femelles stressés. Ces
deux stress étant appliqués avant la saison de reproduction, aucune allocation n’a alors
pu encore étre dédiée a cette fonction, ce qui pourrait signifier que pour un méme stress,
les males subissent un co(t en terme de survie plus important, alors que lors de la
premiere saison de reproduction, le colt est davantage porté par les femelles (Paris and

Pitelka 1962).

Dans le cadre de la théorie du soma jetable (Kirkwood 1977), nous pouvons émettre
I'hypotheése que les femelles, qui allouent vraisemblablement plus d’énergie a la
reproduction que les males, peuvent utiliser cette énergie pour résister d’avantage aux
stress appliqués avant reproduction. Ainsi, la mortalité des males est plus importante
suite a un stress, et la fécondité est réduite chez les femelles ; exactement le schéma que
nous observons a la suite de I'application de nos stress. En effet, nous supposons
I'existence d’un trade-off chez notre espéce entre I'énergie allouée a la reproduction et
celle allouée a la maintenance somatique. Nous savons que le cloporte A. vulgare, espece
grégaire, est capable de choisir ses partenaires selon des critéres génétiques (Durand et
al. 2015, 2017a) et que les males dispersent plus que les femelles (Durand et al. 2019).
Par le processus de dispersion, les males peuvent certainement augmenter leur
probabilité de rencontrer des femelles génétiquement plus éloignées de lui, évitant ainsi
la consanguinité et favorisant sa fitness (Durand et al. 2019). Cependant, la dispersion
doit aussi étre couteuse pour le maéle et intervient forcément avant la premiére saison de

reproduction de facon a ce que ce male ne se reproduise pas avec ses soeurs. Ainsi les
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jeunes males pourraient étre plus actifs que les femelles en début de vie. En allouant plus
d’énergie a la prospection avant l'arrivée d’un stress, ils ne sont pas en mesure de
réallouer autant d’énergie que les femelles a la lutte contre ce stress (Figure 39). D’autant
plus que les femelles, en vue de leur reproduction pourraient adopter la stratégie d’un

stockage de ressources.

Energie
A disponible pour
les femelles
Delta de la disponibilité pour
maintenance somatique entre
Energie méles et femelles
disponible pour *
les males :
\ |
Energie
nécessaireala
maintenance
somatique
Reproduction

v

Temps

Figure 39 : Schéma théorique des différences d'allocations énergétiques entre males et
femelles et réponse a la survenue d'un stress
Les femelles et les mdles allouent I’énergie de facon différente. Les femelles vont investir beaucoup
dans la reproduction, il est donc possible qu’elles stockent en attendant la premiere saison de
reproduction. Les mdles eux, vont allouer de I'énergie a d’autres fonctions et notamment, a la
dispersion. Lors de la survenue d’un stress (éclair rouge sur le schéma), I’énergie nécessaire a la
maintenance somatique (en orange) augmente. Les mdles ne disposent pas assez d’énergie pour
leur maintenance somatique, alors que les femelles, elles, vont pouvoir réallouer leur stock

disponible pour la reproduction.

IV.2. Théorie de la pléiotropie antagoniste : chez le cloporte A. vulgare ?
La théorie de la pléiotropie antagoniste décrit la sénescence comme étant le résultat de
I'expression de certains genes qui apportent des bénéfices en début de vie mais

deviennent délétéres en fin de vie. Lors de nos expériences, nous avons observé un effet
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transgénérationnel de I'age. Chez les vieux et gros cloportes (de par la stratégie de
croissance indéterminée), le nombre de petits issus de chaque portée est plus important
gue pour les jeunes couples, mais les petits sont de moins bonnes qualités en terme de
survie et de reproduction. Lors de la premiere saison de reproduction, et a age égal, les
femelles les plus grandes vont produire plus de petits, il y a donc un effet bénéfique de la
taille (Durand et al. 2015). Cet effet bénéfique de la taille est donc perdu a un age plus
avancé. Ces observations vont dans le sens de la pléiotropie antagoniste. La taille,
favorisant dans une premiere partie de vie une portée contenant plus de petits, sera au
contraire délétere en fin de vie avec des descendants certes plus nombreux, mais de
mauvaises qualités. Nos observations chez cette espéce, renforcant la théorie de la
pléiotropie antagoniste viennent s’additionner aux éléments précédemment évoqués

dans la théorie du soma jetable. Nos résultats s’inscrivent donc dans ces deux théories

pour expliquer les patrons de sénescence observés chez cette espece.

IV.3. Critiques et perspectives

Afin de mieux comprendre les allocations aux ressources et la place de la reproduction
dans celles-ci, il serait intéressant de réitérer les expériences de stress mais a des
moments différents de la vie. Par exemple, si les stress sont appliqués apres une premiere
saison de reproduction, un effet plus important chez les femelles est attendu, en lien avec

le fait qu’elles auront alloué beaucoup d’énergie a la reproduction.

Le principe de la théorie du soma jetable réside en I'existence de compromis d’allocation
aux ressources entre différents traits (Cody 1966 ; Stearns 1992). Il est souvent aisé de
mesurer |'allocation a deux grands traits comme la survie et la reproduction. Ainsi, de
nombreuses études tendent a affirmer que la sénescence observée n’est vérifiable que si
I'on se place du point de vue de la théorie du soma jetable (da Silva 2019). En est-il
possible autrement ? Lorsque le compromis d’allocation aux ressources est clairement
observable puisqu’il intervient entre deux grandes fonctions comme la reproduction, la
croissance ou la survie, il est facile de conclure et de s’inscrire dans la théorie du soma
jetable. Mais pouvons-nous réellement réfuter cette théorie lorsqu’un trade-off entre
survie et reproduction n’est pas clairement identifié ? En effet, pour pouvoir réfuter la

survenue d’'un compromis énergétique entre plusieurs traits, il faudrait étre en capacité
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de mesurer tous les traits, et donc toutes les fonctions physiologiques d’un organisme.
Or, cela paralt tout bonnement impossible. La théorie du soma jetable, qui est la plupart
du temps mise en évidence, pourrait, méme si elle n’est pas observable, régir 'ensemble
des patrons de sénescence que nous observons. Si tel n‘est pas le cas, il semble bien

difficile de la réfuter.

V. Conclusion

Comprendre un mécanisme et processus tant présent et si complexe que la sénescence
nécessite un développement massif des connaissances, et ce, sur un nombre tres
important d’especes présentant des caractéristiques différentes (Shefferson et al. 2017b).
Il parait en effet évident qu’un processus tel que la sénescence, si liée aux traits d"histoire
de vie des organismes, s’exprime de facon différente au sein du monde vivant. Pour
autant, quelques soient les différences de patrons de sénescence observables, ils menent
au méme résultat : une diminution de la fitness avec |'age. Notre approche originale et
pluridisciplinaire aura permis de mettre en évidence des patrons de sénescence
différents, a la fois entre les sexes mais aussi entre les individus en fonction des stress
environnementaux qu’ils auront rencontrés sur un modele biologique jusqu’alors non
étudié sur la sénescence. Pour cela, nous aurons lié deux grands champs disciplinaires de
I'étude de la sénescence: I'approche cellulaire/biomoléculaire, et |'approche
démographique. Bien que souvent étudiés de facon parallele ces deux domaines
complémentaires ne sont que trop rarement étudié ensemble. Cette these nous aura
aussi permis de nous inscrire dans deux des principales théories de la sénescence et
apporter des éléments de réponses quant aux éléments régissant ces mécanismes. Ainsi,
nous pensons qu’il est indispensable de développer les approches expérimentales et
pluridisciplinaires afin d’apporter chaque petite pierre a I'édifice de la compréhension de

ce mystérieux et complexe processus qu’on appelle la sénescence.
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Aolt 2018 : Volontaire a l'organisation du congres international Evolution 2018 a Montpellier
(compté comme une formation de 20h a I'école doctorale)
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2017-2020 : Membre du comité d’organisation des séminaires de I’équipe ESS

VULGARISATION SCIENTIFIQUE

2016, 2017, 2019 : Participation a la féte de la science de Poitiers (86), tenue d’un stand et accueil
du grand public.

FORMATIONS DIVERSES

2020 : Introduction a la statistique avec R, MOOC, formation a distance — Module de 20h

2018 : Ethique de la recherche — MOOC, formation a distance — Module de 25h

2018 : Paléontologie et Evolution : le message des fossiles — Module de 20h — Villeurbanne (64)

LANGUES ET INFORMATIQUE

Langues : Anglais (TOEIC 735), Espagnol (bases)

Informatique : Pack Office, Inkscape, QGis, Logiciel R.
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Abstract

Most living organisms display a decline in physiological performances when ageing, a
process called senescence that is most often associated with increased mortality nsk.
Previous researches have shown that both the timing and the intensity of senescence
vary a lot within and among species, but the role of environmental factors in this
vanation is still poorly understood. To fill this knowledge gap, we investigated the
impact of environmental conditions on the strength of senescence using an
experimental design applied to a population of common woodlouse Armadillidium
vulgare intensively monitored in the lab. Cellular senescence biomarkers are available
in woodlouse and are age-related. These biomarkers provide relevant biomarkers to
test the impact of environmental conditions, through changes in temperature and
photopenod, on individuals of the same age mantained in different environmental
conditions. We found different effects of the environmental changing: the increasing of
day light modification leaded the same effect as age on our senescence biomarkers

while temperature modifications leaded the opposite effect as age on the pB-



galactosidase activity and cell size. We also demonstrated the existence of sex-
specific responses to changes in environmental conditions. By using an expenmental
approach and biomarkers of senescence in woodlouse, we show that environmental
conditions and sex both shape the diversity observed in senescence patterns of
woodlouse and underline the importance of identifying senescence biomarkers to

understand how environmental conditions influence the evolution of senescence.

Keywords
Armadillidium vulgare, cellular senescence, immunosenescence, environmental

impact, invertebrates

1.Introduction

Senescence Is generally defined as a progressive decline in physiological
performances that leads to a decrease in the probability to reproduce (i.e. reproductive
senescence) or survive (l.e. actuanal senescence) with increasing age (Monaghan et
al., 2008). This process Is nearly ubiguitous in the living world ((Nussey et al., 2013))
but displays a tremendous diversity of patterns across the tree of life (Jones et al.,
2014; Shefferson et al., 2017). Whatever the studied trait, both timing and intensity of
senescence strongly vary across species (Jones et al., 2014; Nussey et al., 2011),
populations (Hassall et al., 2017; Tidiére et al., 2016), and individuals (Bérube et al.,
1999). Many studies aiming to understand the diversity of senescence patterns at
different levels of the biclogical organization have suggested that environmental
conditions are likely to play a significant role (Fontana et al., 2010; Martin et al., 1996).
For instance, resource competition in early life can strengthen both actuanal and body
mass senescence in wild populations of mammals (Nussey et al., 2007; Beime et al.,
2015). However, environmental conditions can potentially influence senescence in a
sex-specific way, as evidenced for other life-history traits. For instance, in the nemid fly
(Telostylinus angusticollis), a dietary restriction caused the complete female infertility,
whereas in males, the negative effect of dietary restriction on reproduction was
effective only when they received a nich larval diet and when they were housed with
females (Adler et al,, 2013). In the Alpine marmot, (Marmota marmota), the social
environment lead strongly different actuanal senescence patterns between males and
females (Berger et al., 2018). Sex-specific effects of environmental conditions on

senescence thus need to be investigated. Moreover, to thoroughly understand how



environmental conditions modulate observed pattems of senescence, their specific
impact on organisms must be separately quantified. Here, we provide such a study by
investigating cellular senescence in the common woodlouse Armadillidium vulgare.
This terrestnal isopod can live up to three years (Pans and Pitelka, 1962) and is highly
sensitive to environmental conditions, especially when they involve changes in
photopenod and temperature. In fact, these parameters are closely related to
reproduction and water loss (Brody et al., 1983; Hassall et al., 2018; Mocquard et al.,
1989, 1980; Smigel and Gibbs, 2008; Souty-Grosset et al., 1988). Overall, woodlouse
can be easily controlled and monitored in the laboratory and thereby constitutes a very
relevant model to test whether and how environmental conditions impact senescence
patterns.

Biomarkers of senescence comespond to biological parameters that allow
predicting the functional capability of an organism better than its chronological age
(Baker and Sprott, 1968). At the cellular scale, senescence corresponds fo the cellular
detenoration leading stop of the cellular cycle (Campisi and di Fagagna, 2007). As
ageing i1s associated with cellular senescence (Herbig et al., 2006; Lawless et al_, 2010;
Wang et al., 2009), cellular biomarkers provide reliable metrics to study senescence.
One of the most popular biomarker of senescence is based on the lysosomal activity
of the p-galactosidase enzyme, which increases when the cell enters in senescence
(Dimn et al., 1995; Kahana et al., 2007). The activity of the p-galactosidase has mostly
been used to study the senescence of mammalian cells (Gary and Kindell, 2005), but
has also been successfully used to detect both senescence in honeybees (Hsieh and
Hsu, 2011) and effect of lower temperature on senescence of the short-lived fish
Nothobranchius furzeri (Valenzano et al., 2006). Likewise, the decline in immune
performance with increasing age (1.e. iImmunosenescence) can also provide a suitable
biomarker of senescence. A diminution of the number of effective immune cells has
thus been reported in wild vertebrates (Cheynel et al., 2017) but also in invertebrates
including mosquitoes Aedes aegypti (Hillyer et al., 2004) and crickets Gryllus assimilis
(Park et al., 2011). In this later species, the immunosenescence also involves a
decrease of the melanotic module formation, which increases damage of immune cells,
and then modifies the immune cell composition (Park et al., 2011). Moreover,
senescent cells are bigger than non-senescent cells (Hayflick, 1965; Rodier and
Campisi, 2011). Overall the viability and the size of mmune cells rehiably indicate the

level of individual immunosenescence. In biomedical research, biomarkers of



immunosenescence are routinely used to assess the role of stressful environmental
conditions on ageing (Piazza et al., 2010).

In this study, we used measurements of senescence biomarkers specific o A
vulgare (Depeux et al., 2019) as meirics to guantify the impact of changes in
temperature and photoperiod on individuals of the same age experimentally
maintained in different conditions of temperature or photopenod. We expected the
effect of temperature and photoperiod to shape specific vanations on the senescence

biomarkers and survival in female and male woodlice.

2. Materials & Methods
2.1 Biological model

Indrvidual A. vulgare used in the following expenments were denved from wild
populations and have been monitored in lab conditions over ten years. Individuals have
been maintained on moistened soil with the natural photopenod of Poitiers (France
46.58°N, 0.34°E, 20°C) at 20°C with food (i.e. dned linden leaves and carrots) ad
libitum. Crosses were monitored to control genetic diversity. For each clutch obtained,
individuals were sexed, and brothers and sisters were separated to ensure virginity.

In common woodlouse, individuals moult throughout their lives according to a
malting cycle (Lawlor, 1976). At 20°C, they approximately moult once per month (Steel,
1980) and all the cells of the concemed fissues are renewed. However, the brain, the
nerve cord, part of the digestive tract and gonads are not part of tissues renewed during
malting and are therefore good candidates for tissue-specific study of senescence in
this species. In addition to molting regularly, the female woodlouse exhibits specific
molts related to reproduction (Moreau and Rigaud, 2002). These molts and more
generally the onset of reproduction are influenced by environmental conditions: both
increased temperature and longer days stimulate the onset of reproduction (Mocquard
et al., 19689). The reproductive period occurs during spring.
2.2 Experimental design

We tested the effect of environmental factors on senescence in A vulgare on
the survival and on our senescence biomarkers (Figure 1). The different protocols were
applied to males and females separately to assess the effect of sex on senescence

patterns.
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Assessing the role of changes in temperature and
photoperiod on senescence
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Figure 1 Experimental Design
GO0 indrviduals were used to test the impact of changes in temperature and photopenod on survval and biomarkers
of senescence: 120 individuals by experimential (or control} condition composed of 80 females and 80 males. We
estimated G0 days after exposure to different temperature and photopencd conditions the sundval of these 120
individuals (by condition). Maore specifically, 30 (15 males and 15 females) individuals were sampled to measure
the impact of changes in temperature and in photopencd on immune cells and on B-galactosidase activity using the
photopencd expenmental or control protocols and the temperature protocols at 10°C and 20°C. For the temperature
protocol at 28°C, fewer females (25) and males (20) were sampled because of the lower survival rate under these
conditions.

To measure the effect of temperature and photopeniod on senescence, we used
120 indmviduals by expenmental (or control) condition (i.e. natural photopenod,
stimulating photopenod, 10°C, 20°C and 28°C) composed of 1 year old individuals (60
females and 60 males). At the beginming of the expenence, the same quantity of soil
and 5g of dry food were weighed, rehydrated, and disposed in boxes (length x width x
height: 26.5 x 13.5 = 7.5 cm). To test the impact of photoperniod, we exposed A. vulgare
to either natural photopenod (corresponding to the photopenod observed from January
to March at Poitiers) as controlled conditions or a photopenod stimulating woodlouse
reproduction (18:6 D/N) as expenmental conditions at a temperature of 20°C. To test
the effect of temperature, we exposed A. vulgare to three different temperatures: 20°C
corresponding to controlled conditions, 10°C corresponding to supposed stressful cold
conditions, and 28°C comresponding to supposed stressful “hot” conditions. After 60
days of exposure at the five different conditions, individuals were enumerated to
estimate survival. Survivors were then maintained in normal laboratory conditions (i.e.
at 20°C under natural photopenod) dunng two months until the measures of cellular

senescence using senescence biomarkers previously developed. The suraval at



different temperatures was estimated from 120 individuals. To estimate the cellular
senescence on biomarkers of senescence, 30 individuals from each sex were collected
from each environmental condition except at 28°C, when high mortality forced us to
collect only 20 males and 25 females. The measure of immune cell parameters was
realized at the individual scale when the measurement of the p-galactosidase required
a pool of 5 nerve cords (i.e. from 5 individuals) to obtain enough biological matenal. In
this way, the hemolymph sampling was achieved in each individual before dissection
of the animals and reunification of the nerve cords of 5 animals.
2.3 Measure of immune cell parameters

To study the impact of environmental conditions on the immune parameters, 3
uL of haemolymph were collected per individual. A hole was bored in the middle of the
6t segment and 3 pL of haemolymph were collected with an eyedropper and deposited
promptly in 15 pL of MAS-EDTA (EDTA 9 mM, Trisodium citrate 27 mM, NaCl 336 mM,
Glucose 115 mM, pH 7, (Rodriguez et al., 1995)). Then, 6 pL of Trypan blue at 0.4%
(Invitrogen) were added to permit the coloration of dead cells. Thereafter, 10 pL of this
solution were deposed in (Invitrogen Coutness®) counting slide (Thermofisher). The
immune cell density, the immune cell viability and the immune cell size were evaluated
using an automated Cell Counter (Invitrogen Countess®).
2.4 Measure of f-galactosidase activity

To test the impact of environmental conditions on B-galactosidase activity,
individuals were dissected separately in Ringer (Sodium Chlonde 394 mM, Potassium
Chloride 2 mM, Calcium Chlonde 2 mM, Sodium Bicarbonate 2 mM) and nerve cord
was removed. MNerve cords were chosen because they are not regenerated during
molting. To obtain a sufficient quantity of protein, we made pools of five nerve cords
(from five different individuals of the same age). The five nerve cords were filed in 500
uL of Lyse Buffer 1X (CHAPS 5 mM, Citric acid 40 mM, Sodium Phosphate 40 mM,
Benzamidine 0.5 mM, PMSF 0.25 mM, pH = B6) (Gary and Kindell, 2005). Samples
were centrifuged at 15000g at 4°C for 30 minutes. The supematant was taken and kept
at -80°C until its utilization. The protein concentration was determined by the BCA
assay (Themmofisher) and were homogenized at 0.1 mg/mL.

The p-galactosidase activity was measured as previously described by Gary
and Kindell (2005). Briefly, 100 pL of protein extract at the concentration of 0.1 mg/mL
were added to 100 pL of reactive 4-methylumbelliferyl-D-galactopyranoside (MUG)

solution in a 96 well-microplate. The MUG reactive, in contact to B-galactosidase, leads



by hydrolysis to the synthesis of 4-methylumbelliferone (4-MU), which is detectable
using fluorescent measurement. Measures were performed by the multimode
microplate reader Mithras LB940 HTS I, Berthold; excitation filter: 120 nm, emission
filter 460 nm, for 120 minutes. Two technical replicates were measured for each pool.
2.5 Statistical analysis

The p-galactosidase activity was analyzed with linear mixed effect models using
the R package Imed (Bates et al., 2014). As two technical replicates were measured
for each pool, the model including the pools fitted as a random effect and age,
photoperiod or temperature, and sex and their two-way interactions as fixed factors.
Linear models with Gaussian distnbution were fitted to analyze vanation in the cell size
and viability. For the cell density, a inear model of the cell number (log-transformed,
(lves and Freckleton Robert, 2015) was fitted. Survival in different conditions of
temperature and photoperiod was analyzed with generalized models (with a binomial
error). All results were obtained by stepwise backward selection model. The effect size
of temperature and photoperiod on the B-galactosidase activity and immune
parameters was measured by rescaling and standardized slopes were reported as a

measure of effect size (Schielzeth, 2010).

3. Results
3.1 Photoperiod

Stimulating photoperniod did not have any detectable influence on sunaval in
each sex (X21=0.20, p=0.65 and X2;=1.96, p=0.16 for males and females, respectively)
but led to a higher B-galactosidase activity, (X%1=3.86, p=0.05) and did not influence
the size (F1.100=0.264, p=0.61) density (F1,10:=0.54, p=0.54) or viability (F1,10s=0.83,
p=0.36) of immune cells (Figure 2).

Sex did not impact significantly the p-galactosidase activity (X21=1.96, p=0.16),
the size (F2.108=0.32, p=0.57), density (F21e=0.41, p=0.52) or viability (Fz10s=1.50,
p=0.22) of immune cells (Figure 2).
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Figure 2 Effect size of photoperiod stress on the B-galactosidase acfivity, immune cell size,
immune cell density and immune cell viability

This figure synthetizes the effect size with bootstrapped 95% Cl of non-optimal photoperiod (solid lines),
with the sex effect (dotted line) for each senescence biomarkers studied. In each case, the effect is
relative to the control condition {natural photoperniod for stimulating photopeniod) and for the sex, females
were compared fo males.

3.2 Temperature

At 28°C, the survival of animals decreased (X2:=47 .48, p<0.001). However, at
10°C, survival of animals was not impacted (X21=0.42, p=0.51). Temperature had an
influence (Figure 3) on the p-galactosidase activity (X%:=12.2, p=0.002), on the cell
size (Fz2.201=7.96, p=0.01), but also on cell density (Fa.2e0=9.24, p=0.001) and viability
(Fa200=19.37, p<0.001). In fact, B-galactosidase activity showed lower values in the
two stressful temperature conditions (ie. 10°C (X%=9.67, p=0.002) and 28°C
(X21=3.85, p=005)) than in the control condition (ie. 20°C). Under stressful
temperature of 10°C cells were smaller than in temperature 20°C (Fzz7=924,
p=0.006). The density of immune cells was lower under the stressful temperature 10°C
(X?1=18.96, p<0.001) and 28°C (X%=7.06, p=0.008) as the cell viability (Respectively:
X21=15.98, p<0.001; X%=15.80, p<0.001).

A sex effect was also detected with a higher B-galactosidase activity in females
than in males (X%1=16.95, p<0.001, Figure 3). The cell density was higher in females
(Fa200=4.01, p=0.05) as was the cell viability (F3200=19.61, p<0.001) (Figure 3). No
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detectable difference occurred between females and males in cell size (Fz.200=0.46,
p=0.49, Figure 3).
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Figure 3: Effect size of temperature stresses on the B-galactosidase activity, immune cell size,
immune cell density and immune cell viability

This figure synthetizes the effect size with bootstrapped 95% Cl of temperatures (=olid lines), with the
sex effect (dotted line) for each senescence biomarkers studied. In each case, the effect iz relative to
the control condition (temperature 20°C for temperatures 10°C and 20°C) and for the sex, females were
compared to males.

4. Discussion

To understand the diversity of senescence pattermns descnbed across the tree
of life, the role of interplaying environmental factors must be identified. Our
expenments provide clear evidence that changes in photopenod and temperature
influence biomarkers of senescence in A. vulgare and temperature influences survival
too. These resulis suggest that environmental condition likely shape senescence
patterns in A. vulgare.

We aimed to test the impact of environmental conditions on woodlouse
senescence by using two distinct environmental stressors: the photoperiod and the

temperature. While the elongation of the day light caused an increase of the -



galactosidase activity without any negative impact on survival and immune cells, cold
condition led to smaller cell size. At 268°C (hot condition), survival being affected, we
cannot totally exclude the hypothesis that the dead individuals did not have exactly the
same profile as the sunivors on the measured biomarkers. Anyhow, lower and higher
temperatures than 20°C seems to induce lower f-galactosidase activity and decreased
cell density and wiability. Results obtained in biomarkers were highly different and
underlined the important role of environmental factors on senescence. In Drosophila
melanogaster, exposition to high temperature lead the shortening of the lifespan
(Garcia et al_, 2010) while caloric restriction often leads to extended lifespan in different
species, from rats to worms (Koubova, 2003). However, strong modulations in humidity
levels do not allow us to conclude on the effect of temperature per se, but on the
combined effect of a change in temperature and associated humidity. An experiment
allowing the control of humidity in parallel with temperature would allow to really
understand the effect of this vanable on the senescence patterns. In our study on A
vulgare, we observed that different environmental stresses could also lead opposite
effects on the same biomarkers. These results suggest that stress effects observed in
lifespan need to be study at the cellular scale to understand phenomenon implied.
Moreover, old females had a higher B-galactosidase activity and a betfter
immune cell density and viability than males in stressed conditions. These results could
be explained by a more effective immune system in females as often observed in the
living world (Nunn et al., 2009). However, previous study in A. vulgare suggests the
opposite: in Sicard et al. (2011), one-year-old males showed a higher cell density than
females of the same age. We supposed that, according to their life history traits,
different gender sirategies exist in A. vulgare as suggested previously in (Pans and
Pitelka, 1962) and our study indicates that these sftrategies are shaped by

environmental conditions.

5. Conclusion

Our study confirms that A. vulgare presents all charactenistics required to study
senescence. Our findings in this species support the hypothesis that the diversity of
senescence patterns observed among species results from complex interactions
between sex and environmental conditions. The development of a vanety of
biomarkers including telomerase activity and telomere size could allow gefting a

deeper understanding of the impact of environmental conditions on senescence



patterns. Assessing how different environmental stressors influence biomarkers should
help to identify the drivers of the great diversity of senescence patterns in the living
world.
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