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Résumé en francais

Caractérisation de la plasticité transgénérationnelle : le cas des défenses contre les
prédateurs du gastéropode Physa acuta

Les étres vivants vivent dans un environnement variable dans le temps et dans I'espace. La
manicre dont les étres vivants s'adaptent a leur environnement est une question fondamentale
en biologie évolutive, notamment dans le contexte actuel ou les activités humaines génerent des
variations rapides de I'environnement. La plasticité transgénérationnelle (abrégée TGP ci-apres)
pourrait étre un processus important dans P'adaptation des organismes a un environnement
variable et suscite donc 'intérét de la communauté scientifique depuis sa premiere description
formelle il y a une vingtaine d’années. La TGP est 'extension au travers des générations de la
plasticité phénotypique et se manifeste lorsque environnement des parents, ou ancétres plus
lointains, influence le phénotype des descendants, sans passer par une modification de PADN
des descendants. .a TGP pourrait notamment étre un processus important dans les interactions
prédateur-proie qui concernent la majorité des animaux. En effet, il a ét¢ montré que les
descendants peuvent produire des défenses en réponse a la détection d’indices (de la présence)
de prédateurs par les parents. Ainsi, la TGP permet une préadaptation des descendants a la
présence de prédateurs dans leur environnement. L’objectif de cette theése est d’améliorer la
compréhension de la TGP des défenses contre les prédateurs chez les animaux en caractérisant
plusieurs facteurs susceptibles de I'influencer. Le premier objectif de cette these était de réaliser
une synthese bibliographique sur ce sujet. Ensuite, a travers une succession d’expériences, nous
avons caractérisé plusieurs facteurs impactant la TGP des défenses en prenant comme mode¢le
biologique un petit gastéropode d’eau douce, la physe aigué (Physa  acuta).
Les résultats principaux sont que :
1. la TGP des défenses n’est pas restreinte a Ienvironnement parental : les défenses
morphologiques et comportementales sont influencées par la présence d’indices de

prédateurs dans I'environnement des meres, des peres et des grands-parents ;

2. la TGP est fortement « trait-dépendante » : les effets transgénérationnels de I'exposition

a des indices de prédateurs étaient différents entre les différentes défenses mesurées ;
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3.

la présence d’effets transgénérationnels sur les défenses des descendants dépend dun
grand nombre de facteurs : environnement des descendants, le sexe du parent exposé
aux indices de prédateurs, de la génération exposée (génération parentale ou grand-
parentale) et du moment de exposition des parents aux indices de prédateurs pendant

leur développement ;

la TGP impacte les défenses comportementales a 1'échelle moyenne (moyenne
phénotypique sur plusieurs descendants), mais aucun effet transgénérationnel sur la

variance comportementale entre les descendants n’a été trouvé (personnalité animale) ;

la nature adaptative de la TGP reste équivoque. En fonction des expériences et des
défenses, l'exposition parentale aux indices de prédateurs a induit 'expression des
défenses chez les descendants et a donc pré-adapté les descendants a la présence de

prédateurs, ou a l'inverse a diminué I'expression des défenses des descendants.

La TGP joue donc un role dans I'expression des défenses contre les prédateurs. Ce travail de

these démontre que la TGP dépend de multiples facteurs qui peuvent interagir entre eux : le trait

considéré, environnement des descendants, le parent exposé aux indices de prédateurs (mere,

pere ou grand-parent) et le moment de lexposition aux indices de prédateurs. Ainsi, en

identifiant des facteurs clés de la TGP des défenses contre les prédateurs, ce travail de these met

en lumiére de nombreuses pistes de recherche qui ultimement permettront une compréhension

plus globale et intégrative des causes et conséquences de la TGP.

Mots-clés : plasticité transgénérationnelle, plasticité phénotypique, effets parentaux, Physa acuta,

défenses contre les prédateurs



Abstract

Characterisation of transgenerational plasticity: the case of predator-induced defences
of the gastropod Physa acuta

The environment is variable in space and time. How organisms adapt to their environment is a
hot topic in evolutionary biology, particularly in the current context of global change where
human activities generate rapid environmental variations. Transgenerational plasticity (TGP
hereafter) may represent an important process for organisms to adapt to a variable environment
and has therefore been highly studied since its first description about twenty years ago. TGP
extends the concept of phenotypic plasticity across generations and occurs when the
environment of the parents, or more distant ancestors, influences offspring phenotype without
altering the offspring DNA sequence. TGP could be particularly important in predator-prey
interactions which affect virtually all animals. Indeed, it has been shown that offspring can
produce defences in response to the detection of predator presence by the parents. TGP then
allows offspring to be pre-adapted to predator presence in their environment. In this thesis, we
aim to better understand predator-induced TGP in animals by characterising several factors that
could influence it. We first realize a comprehensive review on all papers published on this
subject. Then, through successive experiments, we characterise several factors altering TGP of

defences using the small freshwater snail Physa acuta as a model. The main results are:

1. TGP is not restricted to parental environment: morphological and behavioural defences
are influenced by the presence of predator cues in the environment of mothers, fathers
and grandparents;

2. TGP is strongly "trait-dependent™: exposure to predator cues has different
transgenerational effects depending on the defences measured;

3. A large number of factors determines the presence of transgenerational effects on
offspring defences: the offspring environment, the sex of the parent exposed to predator
cues, the generation exposed (parental or grandparental generation) and the timing of

the parents' exposure to predator cues during their development;
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4. TGP influences group mean of behavioural defences (z.e. mean behaviour over several
individuals), but no transgenerational effect on between-individual variance in behaviour
was highlighted (animal personality);

5. the adaptive nature of TGP remains equivocal. Depending on experiences and defences,
parental exposure to predator cues induced the expression of offspring defences and
thus pre-adapted offspring to predator presence, or conversely decreased the expression

of offspring defences.

TGP therefore plays a role in the expression of predator-induced defences. This thesis shows
that TGP depends on multiple factors that can interact with each other: the trait considered, the
offspring environment, the parent exposed to predator cues (mother, father, or grandparent)
and the timing of exposure to predator cues. Thus, by identifying key factors for TGP of
defences against predators, this thesis highlights many research perspectives that will ultimately

lead to a more global and integrative understanding of the causes and consequences of TGP.

Keywords: transgenerational plasticity, phenotypic plasticity, parental effects, Physa acuta,

inducible defences
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Avant-propos de vulgarisation

Cet partie « vulgarisation » est destinée a des lecteurs et lectrices naif-ve-s a la biologie évolutive qui
tentent courageusement de comprendre ma these. 11 contient un glossaire et quelques bases de biologie
¢volutive sur la théorie synthétique de I'évolution, I'épigénétique et la génétique quantitative. Il contient

¢également des informations intéressantes sur mon modele d’étude, le gastéropode d’eau douce Physa
acuta. Mon modeéle d’étude est présenté plus formellement dans la partie « Le mod¢le animal » page 41.

Glossaire

Individu

Un individu est un ensemble d’une ou plusieurs cellules spatialement solidaires et issues de
divisions cellulaires conformes d’une seule cellule, elles portent donc la méme information
génétique (ADN ; David & Samadi 2011). Cette définition de I'individu posséde donc un critére
spatial et un critére génétique, tous deux nécessaires pour définir un individu. Une cellule peut
donc former un nouvel individu si elle remplit les conditions suivantes : 1) elle se sépare
physiquement de 'ensemble de ses cellules-sceurs, ou 2) elle est issue d’une division cellulaire
non conforme (David & Samadi 2011). Cette définition est une définition parmi d’autres, la

définition de I'individu est en effet complexe et débattue (Ereshefsky & Pedroso 2015).

Population

Une population est un groupe d’individus pouvant se reproduire entre eux. Cette définition
comprend donc un critére biologique (les individus peuvent se reproduire sexuellement entre

eux) et un critere spatial (les individus sont dans la méme zone géographique).

F0, F1 et F2

Ces abréviations sont utilisées en biologie pour décrire les individus de générations successives.
Les FO sont les individus de départ de 'expérience, les F1 sont les descendants des FO, et les F2
sont les descendants des F1.

Phénotype

L’ensemble des caracteres mesurables de I'individu. Un trait phénotypique correspond a un seul

caractere comme la taille, un comportement précis, le taux métabolique.
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Trait d’histoire de vie

Un trait phénotypique qui caractérise le cycle de vie d’'un individu, comme la vitesse de

croissance, I’age a la maturité, le nombre de descendants, la longévité.

Génome et Génotype

Le génome est 'ensemble du matériel génétique (ADN) d’un individu. Le génotype désigne la
partie du génome qui détermine le phénotype.

Environnement

L’environnement regroupe l'ensemble des facteurs environnementaux qu’expérimente un
individu, comme la température, la présence de prédateurs, la présence de polluants. En biologie
¢évolutive, il n’y a pas de distinction entre 'environnement dit « naturel » et 'environnement
induit par les activités humaines : 'environnement est tout ce qui entoure I'individu. Le terme
de « naturel » est en fait utilisé en opposition a « laboratoire » ; par exemple, les populations
naturelles sont les populations qui ne vivent pas dans le laboratoire, que ce soit en ville ou dans

des milieux moins urbanisés.

Plan factoriel complet

Un plan factoriel complet est un plan d’expérience ou la variable d’intérét est mesurée pour
toutes les combinaisons de facteurs. Par exemple, si on s’intéresse a la taille du corps en fonction
de la présence de pathogenes dans I'environnement des parents et des descendants, un plan
factoriel complet est donc un plan d’expérience ou la taille du corps est mesurée pour les quatre
combinaisons de présence ou absence de pathogeénes dans 'environnement des parents et des

descendants.

Pourquoi étudier ’évolution des étres
vivants ?

Ma these est une these de biologie évolutive, la branche de la biologie qui s’intéresse a I'évolution
des étres vivants. L’évolution est la modification au cours du temps des étres vivants. L’évolution
se manifeste par des modifications temporelles de phénotype ou de génotype dans un groupe
d’étres vivants (un groupe d’especes, un groupe de populations ou un groupe d’individus au sein
d’'une méme population). L’objectif de la biologie évolutive est de décrire les mécanismes qui
sont a Porigine de I'évolution des étres vivants, permettant ainsi de comprendre le vivant. Par

exemple, quels sont les mécanismes qui générent une telle diversité d’especes sur la Terre ? Ou
bl
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encore une telle variabilité de comportements entre les individus dans une population ? La
biologie évolutive étudie a la fois comment de nouvelles especes se forment (échelle de temps
longue, plusieurs especes) et comment des individus d’'une méme population évoluent sur

quelques générations (échelle de temps courte, intra-espece).

Théorie actuelle de I’évolution

Une théorie scientifique est un modéle qui permet d’expliquer des phénomenes. La théorie
actuelle de I’évolution est la théorie synthétique de I'évolution. La théorie synthétique de
I’évolution est un modele solide et cohérent qui explique et prédit le mieux I’évolution des étres
vivants. Cette théorie synthétique n’est donc pas une hypothese, mais le résultat de
P'accumulation de connaissances scientifiques sur évolution des étres vivants. Cette théorie
synthétique de I’évolution explique les changements génétiques au cours du temps, et plus
précisément les modifications de la fréquence relative des geénes au cours du temps dans une
population. Méme si cette théorie se concentre sur les changements génétiques, elle permet
également d’expliquer la grande majorité des modifications temporelles de phénotype des étres
vivants. Les changements temporels génétiques sont expliqués par deux types de mécanismes :
la sélection naturelle et la dérive génétique.

La dérive génétique

La dérive génétique est un mécanisme da au hasard par lequel certains alleles vont voir leur
fréquence augmenter, se fixer, diminuer ou carrément disparaitre dans la population. Le hasard
est défini ici comme un événement non prédictible car hors d’atteinte de notre étude, par
exemple le résultat d’un lancer de dé ou quel spermatozoide parmi des millions va arriver a
Povule. Par le hasard, certains individus survivent ou se reproduisent plus que d’autres,
indépendamment des genes qu’ils portent. Par exemple, si un individu se prend une noix de coco
sur la téte, il meurt instantanément et ne transmettra donc pas ses alléles a sa descendance, cela
da au hasard. De plus, dans le cadre d’une reproduction sexuée, un individu ne va transmettre
que la moitié de ses alleles. II va donc y avoir des alleles non transmis, mais cela da au hasard.
Ainsi, un allele peut disparaitre de la population, si tous les individus porteurs de cet allele

meurent ou ne transmettent pas cet allele a la descendance.

l.a sélection naturelle

A Tinverse de la dérive génétique, la sélection naturelle génére une modification temporelle des

fréquences alléliques non due au hasard mais a 'environnement. Dans une population, certains
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individus survivent et se reproduisent plus que les autres, autrement dit ces individus ont une
meilleure valeur sélective (fizness en anglais). Si un trait phénotypique confere une meilleure valeur
sélective a son porteur et qu’il est héréditaire, la proportion d’individus qui portent ce trait
phénotypique va augmenter a la génération suivante. Par exemple, une bactérie porteuse d’une
résistance a un antibiotique dans un environnement plein d’antibiotiques survit et se reproduit
plus que ses voisines non porteuses de la résistance. Ainsi, a la génération suivante, si la résistance
est héréditaire, la fréquence de bactéries porteuses de la résistance augmente dans la population.
La sélection naturelle augmente donc la fréquence des genes déterminant des phénotypes adaptés
dans I'environnement. Attention cependant, cette explication suggere que la sélection naturelle
peut générer des individus parfaitement adaptés ; des contraintes biologiques existent et il est
impossible d’optimiser tous les traits phénotypiques pour étre parfaitement adapté a son

environnement.

Lorsqu’on patle d’adaptation, on entend le plus souvent adaptation génétique. En effet, la
sélection naturelle se fait sur des traits phénotypiques héritables et cette hérédité est
majoritairement portée par ’ADN ; la théorie synthétique de I'Evolution actuelle ne prend donc
en compte que ’hérédité génétique. Cependant, d’autres supports de ’hérédité ont été décrits au
cours des dernieres décennies : épigénétique, transmission culturelle, effets parentaux. Le débat
est encore en cours pour savoir si ces supports d’hérédité influencent significativement
I’évolution des étres vivants et doivent étre inclus dans la théorie de I’évolution (synthese

moderne inclusive ou étendue ; Danchin et coll. 2019).

I1.2 Recherches futures en biologie de I’Evolution

La sélection naturelle et la dérive génétique sont les mécanismes principaux de la théorie
synthétique de I’évolution. L'importance de ces mécanismes dans I’évolution des étres vivants
est un fait établi et n’est pas remis en question. Cependant, d’autres mécanismes pourraient étre
importants dans I’évolution des étres vivants, en combinaison avec des mécanismes déja décrits
dans la théorie synthétique de Dévolution. L’objet d’é¢tude de cette these, la plasticité
transgénérationnelle, pourrait étre 'un de ces mécanismes. Cependant, les connaissances sur la
plasticité transgénérationnelle sont encore trop faibles : les recherches actuelles visent donc a
caractériser ce mécanisme, ce qui permettra de quantifier plus tard son potentiel réle dans

I’évolution.
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Epigénétique

p1g q

Lépigénétique est une discipline de la biologie qui s’intéresse aux variations dans I'expression
des geénes qui sont héritables au cours des divisions cellulaires (mitoses) ou au cours des
générations (méioses) et qui ne sont pas dues a des variations de la séquence ’ADN (Bossdorf
et coll. 2008). Ces changements épigénétiques impliquent souvent des changements de
phénotype a Déchelle cellulaire, physiologique ou de Tlorganisme. I.épigénétique explique
notamment que les cellules du corps, qui portent le méme génome, expriment des genes
différents, et que ces patrons d’expression de genes sont héritables au cours des mitoses.
Mécaniquement, on définit trois grands types de marques épigénétiques qui peuvent réduire,
activer ou annuler expression de certains génes : (1) la méthylation des cytosines de PADN ; (2)
le remodelage de la chromatine via des modifications chimiques des histones ; et (3) des
processus de régulation médiés par des petits ARNs (Bossdorf et coll. 2008). Bien qu’héritable
au cours des divisions, les marques et donc les changements épigénétiques sont réversibles : ces
changements peuvent résulter du fonctionnement normal du développement ou du métabolisme

cellulaire d’un individu, ou étre induits par environnement extérieur.

Génétique quantitative

que q

La génétique quantitative est une discipline de la biologie évolutive qui étudie les traits
phénotypiques dits quantitatifs. Les traits quantitatifs sont des traits dictés par un trés grand
nombre de genes et ne répondent donc pas aux regles classiques de ’hérédité mendélienne (yeux
bleus + yeux bleus = yeux bleus). Des exemples de traits quantitatifs sont la taille ou le poids.
La génétique quantitative a été développée dans le cadre de la sélection artificielle pour
Pagriculture et Iélevage. En effet, la sélection artificielle se focalise souvent sur des traits
quantitatifs de « condition somatique » (sozzatic state ; p. ex. poids des individus, poids des graines
ou des fruits). Les sélectionneurs aimeraient savoir a 'avance si la sélection qu’ils vont effectuer
va ¢tre efficace et demander peu de générations de sélection. Un des objectifs de la génétique
quantitative est donc de déterminer si 'expression du trait phénotypique est gouvernée plutot
par des genes ou plutot par Penvironnement, face a I'impossibilité d’identifier réellement les
genes et les facteurs environnementaux en cause. Un trait dont I'expression est fortement

gouvernée par des genes sera tres héritable et donc plus facilement « sélectionnable ».
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V Modé¢le d’étude : le gastéropode d’eau
douce Physa acuta
V.1 Description de Physa acuta

Pour mes expériences, j’ai utilisé la physe aigué (Physa acuta en latin). La physe aigué est un
gastéropode aquatique d’eau douce (Figure 1A). Ses yeux sont a la base de ses antennes (Figure
1A), et oui tous les gastéropodes n’ont pas les yeux au bout des antennes. La physe aigué est de
petite taille (Figure 1B). Sa coquille est fine et transparente (Figure 1C) et les taches que 'on
voit sur la coquille (Figure 1A) sont en fait dues aux tissus en-dessous de la coquille. J’ai eu du
mal a trouver ce que la physe mangeait, je crois quelle n’est pas tres difficile et se nourrit du
biofilm se développant sur les plantes, d’algues et de déchets (Duncan 1959). Sur la Figure 1D,
la physe est dans un cadre un peu plus naturel (et encore, on dirait qu’elle est dans un verre
d’eau). Sur la page Wikipédia dédiée a la physe, on peut lire qu’elle « affectionne les eaux douces
calmes, les méandres de rivicres, les bords de lacs, les étangs, les mares et les marais ». Je vous
invite a aller regarder la page Wikipédia de Physa acuta, la page en francais est la plus fournie par

rapport aux autres langues, la physe est une vraie star en France. Sur la Figure 1E, on peut voir

une extraordinaire habilité de la physe : elle est capable de ramper sous la surface de 'eau ! 11 faut

A

Figure 1. Présentation de sa majesté la physe aigué (Physa acuta). Photos personnelles et de R. Berber, Jan
Dixon, 1. Prié, Jan Sevéik et Robert Dillon.
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le voir pour y croire. Sur la Figure 1F, la physe vient prendre de I'air en surface ; elle possede
en effet un poumon lui permettant de respirer de l'air en plus de respirer de I'eau a travers sa
peau. Une excroissance de son manteau lui permet de connecter son pneumostome (orifice

pulmonaire entourée en blanc sur la Figure 1F) a la surface de 'eau.

V.2 Une espece francaise ou nord-américaine ?

En Europe en général, les especes de la famille des Physidés sont peu nombreuses. Par exemple,
il n’y a que 3 especes de physes en France (Gargominy et coll. 2011). A I'inverse, sur le continent
Nord-américain, les Physidés sont la famille de gastéropode d’eau douce la plus abondante et
diversifiée (Dillon et coll. 2002). Face a cette diversité d’especes, la classification des physes nord-
américaines est longtemps restée un « désarroi taxonomique » (fanonomix dissaray ; Anderson
2003). Quarante especes de physes nord-américaines ont été décrites sur la base de la
morphologie de leur coquille avec des critéres souvent chevauchants entre espéces, ainsi que sur
la base de I'anatomie du pénis, nécessitant une dissection. Les analyses moléculaires ont révélé
que de nombreuses especes étaient en fait identiques et les différentes morphologies de coquille

¢taient dues a de la plasticité phénotypique (Wethington & Lydeard 2007).

Du fait de ce désarroi taxinomique des physes nord-américaines, Physa acuta a longtemps été
percu comme une espece européenne, invasive sur le continent Nord-Américain, puisqu’elle a
¢été décrite pour la premiére fois en France en 1805 (Draparnaud 1805 ; Figure 2A). Il a donc
fallu du temps pour se rendre compte que Physa acuta était en fait une espece nord-américaine.
Les premicres especes formellement décrites de Physidés sur le continent Nord-Américain sont
Physella heterostropha (Say, 1817) et Physella integra (Haldeman, 1841), qui se sont finalement
révélées étre Physa acuta (Lydeard et coll. 2016).

C’est en 2002 que Dillon et coll. émettent pour la premiere fois ’hypothese que Physa acuta est
en réalité une espece nord-américaine et non européenne, introduite en France au 18e siccle.
Dans cette étude, ils montrent que Physa acuta n’est pas isolé reproductivement de Physella
heterostropha et Physella integra, c.-a-d. que les croisements entre ces « especes » donnent des F1
viables et fertiles. Andersson (2003) montre ensuite quiil n’existe pas de différence
morphologique au niveau de la coquille, ni au niveau du pénis, entre Physa acuta et Physella
heterostropha. De plus, il n’y a pas de registre fossile de Physa acuta en Europe (études citées dans
Lydeard et coll. 2016). Finalement, des analyses phylogénétiques moléculaires de Wethington &

Lydeard (2007) ont confirmé que Physa acuta est bien une espece américaine, identique a Physella
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virgata, Physella heterostropha et Physa integra. 1e nom de Physa acuta a été retenu car la premicre
description formelle est donc celle de Draparnaud en 1805, méme si cette description a eu lieu
en France, 12 ans avant sa premiere description formelle sur le continent Nord-américain (Say

1817).

Une espece invasive tres performante

Physa acuta est donc arrivée en Europe probablement au 18° siecle, aux alentours de Bordeaux
dans la Garonne et ses affluents (Figure 2B). Bordeaux était un port tres important d’échange
de denrées entre la France et le continent Notrd-américain, notamment de coton dans le cadre
du commerce triangulaire... La physe aigué serait donc arrivée par les bateaux faisant le transit
entre les ports francais et nord-américains (Dillon et coll. 2002 ; Anderson 2003). Le chercheur
Vinarski (2017) n’exclut pas la possibilité que la physe soit arrivée par un processus plus naturel,
comme la dispersion longue distance sur les pattes des oiseaux. A la suite de cette premiére
colonisation, Physa acuta a rapidement colonisé une bonne partie de 'Europe (Figure 2B). Au
20¢ siecle, une deuxiéme vague d’invasion en Europe et dans le monde entier a eu lieu avec
Pintensification du commerce des plantes aquatiques pour les jardins botaniques et surtout a la

suite de I'invention des aquariums modernes et privés (Vinarski 2017).

A B Iy Y

2. P. aigué. P. acuta. ‘!IM,I.
P. testd sinistrosd ovatd ; spird brevissimd acutd ; perulonal.enargmaw. i b 4

Desc. L'animal n'a point de digitations au mantean. . . . .

Coquille assez semblable & la précédente , mais plus grande, plus
ventrue, plus épaisse, moins’ transparcnle moins llusante de cou-
leur un peu cendrée, striée longitudi Quelquefois méme -
les stries forment du des piles longitudinales s ie L
tour qui est trés-grand. La base de la

1 n 11 est pr fondé 8 g len 1983

sinuée avec un bord blanc: Ouverture grande et rétrécie supérieu- 400, -_vas'q s Jo19 mjﬁ
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3823

Figure 2. (A) Premicre description de Physa acuta par Draparnaud en 1805. La physe est alors seulement
présente dans la Garonne et ses affluents. (B) Invasion progressive de Physa acuta en Europe. D ‘apres

Vinarski (2007).

La physe aigué est considérée par Dillon et coll. (2002) comme le gastéropode d’eau douce le
plus cosmopolite, et par Turner & Montgomery (2009) comme I'animal d’eau douce le plus
successful. Cette success story d’invasion n’aurait pas été possible sans les formidables capacités de la

physe qui sont :
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— sa grande tolérance écologique. La physe aigué une « super-généraliste » (Turner &
Montgomery 2009) capable de vivre dans une tres grande diversité de milieux. Elle est méme
capable de vivre a des salinités qui seraient léthales pour d’autres organismes aquatiques
(Anderson 2003 ; Kefford & Nugegoda 2005). Elle peut également vivre dans des milieux
temporaires, elle résiste aux périodes de sécheresse enterrée dans la boue (Bousset et coll. 2004
; Gulanicz et coll. 2018). Cette tolérance a des conditions environnementales variées fait qu’elle

s’acclimate bien aux conditions de laboratoire.

— ses nombreux vecteurs de dispersion : oiseaux, mammiferes, rivieres connectées, roues des
voitures, accrochée sur les plantes aquatiques (Leeuwen et coll. 2013 ; Banha et coll. 2014 ;

Vinarski 2017). Elle colonise (ou recolonise) ainsi facilement de nouveaux milieux (Bousset et

coll. 2004).
— sa capacité a s’auto-féconder (la physe est un hermaphrodite simultané). Cette capacité a s’auto-
féconder a sans doute participé au succes de son invasion mondiale (Bousset et coll. 2004), une

physe suffit théoriquement pour fonder une nouvelle population.

—son temps de génération rapide (30-50 jours a 25°C, observations personnelles). La physe aigué

devient rapidement abondante dans un nouveau milieu, limitant le risque d’extinction.
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TGP

Abréviation de TransGenerational Plasticity (« Plasticité transgénérationnelle »)

WGP

Abréviation de Within-Generational Plasticity (« Plasticité intra-générationnelle »)

En écriture inclusive, le pronom « iels » désigne un groupe de personnes de genres variés.
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2 Introduction

I Définitions et généralités sur la plasticité

phénotypique

.1 Plasticité phénotypique
Le phénotype est la cible de la sélection naturelle (West-Eberhard 2003), il est donc crucial de
connaitre les mécanismes qui fagonnent le phénotype pour comprendre I’évolution des étres
vivants par sélection naturelle. Le phénotype est le résultat du développement de l'individu
depuis la fusion des gametes. Le développement est un modele d’expression génétique qui est
controlé par des facteurs génétiques (c.-a-d. que l'expression d’un geéne est controlée par
Pexpression d’autres genes ou du geéne en lui-méme) et des facteurs environnementaux. Le
phénotype d’un individu (P) est donc déterminé par son génotype (G), I'environnement (E) et

interaction entre ces genes et 'environnement (GxE).
P=G+E+GxE+e (Equation 1)
e représente I'aléatoire dans le développement qui fait que deux clones subissant exactement le

méme environnement n’auront pas exactement le méme phénotype.

Certains traits phénotypiques sont fixés, c.-a-d. qu’ils sont enticrement déterminés par le
génotype (P = G ; équation 1) et ne dépendent donc pas de I'environnement. Par exemple, la
présence daile chez une mouche est indépendante des conditions environnementales dans
lesquelles elle s’est développée. Cependant, la plupart des traits phénotypiques sont influencés

par 'environnement : ces traits sont plastiques.

La plasticité phénotypique, ou tout simplement plasticité, se définit comme la capacité d’un
individu, ou d’un génotype donné, a exprimer plusieurs phénotypes en fonction de

Ienvironnement (Bradshaw 1965 ; Pigliucci 2001 ; Price 2003).

La plasticité phénotypique est donc la partie en bleue de I'équation 1 (E et GxE).

1.2 Plasticité intra-générationnelle ou WGP

La « plasticité intra-générationnelle » (Within-Generational Plasticity, abrégée WGP ci-apres) a été le
premier type de plasticité décrit ; ainsi le terme de plasticité phénotypique a longtemps été

synonyme de WGP (Woltereck 1909 ; Bradshaw 1965 ; Debat & David 2001).
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La WGP est la capacité d’un individu a exprimer plusieurs phénotypes en fonction de son
environnement, c.-a-d. de I'environnement qu’il a lui-méme expérimenté (Auge et coll. 2017 ;

Gibbin et coll. 2017).

Par exemple chez les mouches drosophiles femelles Drosophila melanogaster, une température
froide durant le développement induit une pigmentation abdominale plus foncée que les

températures chaudes (David et coll. 1990 ; Gibert et coll. 2007; Lafuente ; Figure 3).

Pigmentation

17 28
Température de développement

Figure 3. Exemple classique de WGP en réponse a la température chez Drosophila melanogaster. 1a droite
représente la norme de réaction intragénérationnelle de la pigmentation en réponse 2 la température.

D apres David (1990) et de Lafuente & Beldade (2019).

La WGP est une capacité universelle du vivant (West-Eberhard 2003 ; Beldade et coll. 2011),
décrite pour tous les types de traits phénotypiques (comportement, morphologie, physiologie et
traits d’histoire de vie ; Whitman & Agrawal 2009) et dans des taxa tres divers du vivant (bactérie,

plante, champignon, animal ; Agrawal 2001).

1.3 Norme de réaction

LLa norme de réaction est utilisée pour illustrer la plasticité phénotypique. La norme de réaction
est "ensemble des modifications phénotypiques d’un individu, ou d’un génotype donné, qui sont
produites en réponse a des changements environnementaux (Schlichting & Pigliucci 1998 ;
Pigliucci 2001 ; West-Eberhard 2003 ; Whitman & Agrawal 2009). La norme de réaction est donc
une propriété d’un individu, ou d’un génotype, décrivant la présence, I'intensité et la direction
de la plasticité qu’il peut exprimer (Gotthard & Nylin 1995). Le norme de réaction décrit donc
le plus souvent la plasticité d’un seul trait phénotypique en réponse a une seule variable

environnementale (p. ex. Brommer et coll. 2005 ; Ghalambor et coll. 2007). Dans ce cas, la
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norme de réaction est représentée par une courbe ou une droite (Figure 3 ; West-Eberhard
2003). L’individu est plastique pour le trait phénotypique en question si sa norme de réaction est

non-horizontale.

[.4 WGP : un trait pouvant étre soumis a la sélection naturelle

LLa WGP et I'adaptation par sélection naturelle de variants génétiques semblent de prime abord
des mécanismes séparés (Gotthard & Nylin 1995 ; Ghalambor et coll. 2007). En effet, la sélection
naturelle se fait sur la part héritable du phénotype (c.-a-d. le génotype G dans I’équation 1) et
non sur la part environnementale du phénotype (c.-a-d. I'environnement E dans I’équation 1,
autrement dit la plasticité). Pour donner un exemple vulgarisé, on ne transmet pas son bronzage
a ses descendants (effet du soleil sur le taux de mélanine dans les cellules de I’épiderme).
Cependant, la WGP peut étre héritable (GxE dans I'équation 1 ; Bradshaw 1965 ; Gotthard &
Nylin 1995 ; Pigliucci 2001). Dans 'exemple vulgarisé ci-dessus, les modifications induites par
le soleil ne sont donc pas transmises, mais les individus transmettent leur WGP a leurs
descendants (c.-a-d. leur capacité a bronzer en fonction du soleil). Pour donner un exemple plus
scientifique, Scheiner & Lyman (1991) ont fait se reproduire les drosophiles montrant une forte
plasticité phénotypique de la taille du thorax en réponse a la température (expérience de sélection
artificielle) et ont obtenu, apres 10 générations, des drosophiles avec une norme de réaction bien

plus plastique que les drosophiles de départ.

La sélection naturelle de la WGP ne dépend pas uniquement de ’héritabilité de la WGP, mais aussi
de sa nature adaptative. La WGP peut avoir un effet positif, négatif ou neutre sur la valeur sélective
(WGP adaptative, non-adaptative et neutre, respectivement). L.a WGP est définie adaptative
lorsque : (1) les individus d’une méme population expérimentent différentes conditions
environnementales, autrement dit I'environnement est variable dans le temps ou I’espace, (2)
Poptimum phénotypique dépend des conditions environnementales, et (3) les individus avec une
norme de réaction intragénérationnelle plastique ont une meilleure valeur sélective dans les
différentes conditions environnementales, par rapport aux individus avec une norme de réaction
intragénérationnelle moins plastique (Bradshaw 1965 ; Schlichting & Pigliucci 1998 ; Pigliucci
2001 ; Ghalambor et coll. 2007 ; Leung et coll. 2020). Par exemple chez I'araignée Parawixia
bistriata, (1) les araignées peuvent attraper différents types de proies (dipteres ou termites ;
environnement variable) ; (2) une toile avec un maillage fin permet d’attraper efficacement des

dipteres alors qu'un maillage grossier permet d’attraper efficacement des termites (optimum
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phénotypique dépend des conditions environnementales) ; (3) les araignées plastiques (adaptant
la taille de maillage de leurs toiles en fonction du type de proies qu’elles peuvent attraper)
attrapent plus de proies et ont donc une meilleure valeur sélective que les araignées avec une
taille de maillage fixé (Sandoval 1994). La WGP adaptative permet I'adaptation des individus a un
environnement variable, en leur permettant des phénotypes adaptés aux différentes conditions
environnementales (Bradshaw 1965 ; DeWitt et coll. 1998 ; Pigliucci 2001 ; Ghalambor et coll.
2007). Attention cependant, la WGP n’est pas toujours adaptative (Schlichting & Pigliucci 1998 ;
Ghalambor et coll. 2007) et les modifications phénotypiques induites par environnement
peuvent éloigner les individus de 'optimum phénotypique. Par exemple chez la souris Mus
muscnlus, une alimentation riche en lipides induit un diabete caractérisé par une résistance a

insuline et des taux de glucose sanguin élevés (Wei et coll. 2014).

Plasticité phénotypique au cours des
générations : la plasticité
transgénérationnelle

Origines et définitions de la plasticité transgénérationnelle

Aux origines de la plasticité transgénérationnelle : les effets maternels

Les « effets maternels » (maternal effects) se manifestent lorsque le phénotype de la mére affecte le
phénotype de ses descendants, apres avoir pris en compte les effets des génes en commun entre
eux (Bernardo 1996 ; Wolf & Wade 2009). Par exemple, une mére de grande taille, car en bonne
condition somatique, fournit plus de ressources a ses ovules et a donc des descendants de plus
grande taille par rapport a une mere de petite taille (Bernardo 1996). Ces effets maternels ont été
décrits chez de nombreux taxa et influencent grandement le phénotype des descendants (Roach
& Wulff 1987 ; Bernardo 1996). Ils ont d’abord été étudiés dans le domaine de la génétique
quantitative et considérés comme une nuisance dans les calculs d’héritabilité (Wolf & Wade
2009). En effet, les effets maternels induisent de la ressemblance entre le phénotype de la mere
et des descendants, sans que cette ressemblance ne soit due a des génes en commun. A la suite
des généticiens quantitatifs, 'intérét pour ce processus s’est é¢tendu a d’autres branches comme
la biologie des populations (Rossiter 1991) et la plasticité phénotypique (Mousseau & Fox 1998
; Agrawal et coll. 1999). Dans les études de Mousseau & Fox (1998) et Agrawal et coll. (1999),

les effets maternels sont définis pour la premicre fois comme de la plasticité phénotypique
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transgénérationnelle. Ils sont présentés comme des adaptations et non plus des nuisances, par

lesquelles les meres augmentent leur valeur sélective en augmentant celle de leurs descendants.

I1.1.b Définitions de la plasticité transgénérationnelle

Plusieurs définitions de plasticité transgénérationnelle (TransGenerational Plasticity, abrégée TGP

ci-apres) ont été proposées.

b.1 Définition la plus large : la TGP comme plasticité phénotypique au travers des générations

La TGP se manifeste lorsque I’environnement des parents, ou ancétres plus lointains, modifie le
phénotype des descendants, sans passer par une modification de la séquence d’ADN des
descendants (Mousseau & Fox 1998 ; Agrawal et coll. 1999 ; Galloway & Etterson 2007 ; Bell &
Hellmann 2019).

Par exemple chez le poisson Cyprinodon variegatus, la température dans laquelle se sont développés
les parents modifie la vitesse de croissance des descendants (Salinas & Munch 2012). Avec cette
définition, la TGP est l'extension du concept de plasticité phénotypique au travers des
générations. Cette définition de la TGP a été utilisée dans la majorité des papiers de synthese sur
la TGP (Bell & Hellmann 2019 ; Yin et coll. 2019 ; Donelan et coll. 2020). C’est la définition qui

a été utilisée dans cette thése.

Avec cette définition, la TGP peut correspondre a des effets maternels lorsque Deffet de

I'environnement maternel sur le phénotype des descendants passe par un effet sur le phénotype

de la mere (Encadré 1).

b.2 Définition plus stricte : distinction entre la TGP et les effets maternels

Pour différencier la TGP des effets maternels, certains auteur-rice's considérent donc une
définition plus stricte de la TGP. La TGP se manifeste lorsque 'environnement des parents
influence la réponse des descendants a leur propre environnement, c.-a-d. lorsque
Ienvironnement des parents interagit avec la WGP (Salinas et coll. 2013 ; Shama et coll. 2014 ;
Donelson et coll. 2018). Cette interaction se visualise par des normes de réaction
intragénérationnelles non-paralleles entre les descendants issus d’environnement maternels
différents (Figure 4). Une hypothéese sous-jacente a cette définition est donc que les effets
maternels ne génerent pas d’interaction entre environnement maternel et 'environnement des
descendants (Engqvist & Reinhold 2016). Cette hypothese a été infirmée dans de nombreuses
¢tudes (citations dans Engqvist & Reinhold 2016) et nous n’avons donc pas utilisé cette

définition.
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Figure 4. Exemple de TGP avec une définition stricte. Chez I’épinoche (Gasterostens aculeatus), la WGP
dépend de la température de Peau dans laquelle les meres ont vécu. Modifiée d'aprés Shama et coll. (2014).

Encadré 1. TGP ou effets maternels ?

Dans la littérature, la TGP (dans sa définition la plus large) et les effets maternels sont parfois utilisés
comme synonymes et sont donc confondus ; pat exemple, dans I"abstract du papier de Dey et coll. (2016),
il est éctit « deterministic maternal effects (i.e., anticipatory maternal effects or transgenerational phenotypic plasticity) ».

11 semblerait que cette confusion provient de trois choses.

(1) Les premiéres preuves expérimentales de TGP proviennent d’études sur les effets maternels (Mousseau

& Fox 1998 ; Pigliucci 2001).

(2) les effets maternels sont utilisés dans le domaine de la génétique quantitative qui s’intéresse (trés
schématiquement) a I’évolution du phénotype au cours des générations. L.a TGP est utilisée dans le
domaine de la plasticité phénotypique qui s’intéresse (tres schématiquement) au développement, c.-a-d. a
la formation du phénotype au sein d’une génération. Les effets maternels et la TGP proviennent donc de

deux disciplines différentes et le lien entre TGP et les effets maternels est encore mal compris.

(3) La TGP peut correspondre a des effets maternels quand I'environnement maternel influence le
phénotype de la mere, qui a son tour influence le phénotype des descendants.

Mais la TGP et les effets maternels ne sont pas des mécanismes identiques dans tous les cas.

— La TGP exclut par définition les « effets maternels génétiques » (waternal genetic effects). Les effets maternels
génétiques se manifestent quand Pexpression des genes chez la mere influence le phénotype de ses

descendants (Wolf & Wade 2016). Par exemple, les effets maternels génétiques se manifestent sila grande

taille de la mere est due a expression de ses genes.
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— La TGP inclut les effets de I'environnement des peres (p. ex Akkerman et coll. 2016 ; Hellmann et coll.
2020a). Cependant dans la littérature sur les effets maternels, les études récentes tendent a considérer a
la fois les effets du phénotype maternel et paternel sous le terme d’« effets parentaux » (parental effects ;

Badyaev & Uller 2009).

— La TGP inclut les effets des environnements des ancétres plus lointains comme les grands-parents (p.

ex. Herman et coll. 2012 ; Walsh et coll. 2015).

— Par définition, la TGP peut passer par un effet de Penvironnement des parents sur le phénotype des
descendants sans passer par un effet sur le phénotype des parents ; 'environnement de la mére a bien un
effet sur le phénotype des descendants (TGP), mais les phénotypes de la mere et des descendants ne sont
pas corrélés (donc pas d’effets maternels). Ceci peut étre le cas quand le changement environnemental

est expérimenté par les parents a I'age adulte (McNamara et coll. 2016).

Comme la TGP et les effets maternels ne sont pas identiques, ces termes ne peuvent pas étre utilisés de

facon interchangeable.

b.3 Définition plus stricte : la TGP comme hérédité épigénétique transgénérationnelle

L« hérédité épigénétique transgénérationnelle » (transgenerational epigenetic inheritance) se manifeste
lorsque les effets d’un environnement perdurent jusqu’a des générations qui n’ont pas été
directement soumises a cet environnement (Skinner 2008 ; Heard & Martienssen 2014 ; Bell &
Hellmann 2019 ; Baugh & Day 2020 ; Fallet et coll. 2020 ; Figure 5). Le terme d’« effets
multigénérationnels » est alors utilisé pour décrire les effets de environnement qui peuvent

A B

Femelle ou male Femelle gestante exposée
exposée a un changement environnemental exposée a un changement environnemental

Exposition <

multigénérationnelle

Génération F2 Hérédité épigénétique, Génération F3
non directement exposée transgénérationnelle non directement exposée

Figure 5. Lors de 'exposition a un changement environnemental (A) d’'un male ou d’une femelle, ou
(B) d’une femelle gestante, les embryons 7 utero et les « cellules germinales » (germline) peuvent étre
directement affectés par le changement environnemental. Seuls les effets du changement
environnemental sur des générations non directement exposées sont de ’hérédité épigénétique
transgénérationnelle, car ils ont été transmis via des marques épigénétiques dans des gametes. D ‘apres

Skinner (2008).
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résulter d’une exposition directe des cellules germinales, des gametes ou des embryons a
Penvironnement (Skinner 2008 ; Figure 5). Avec cette définition, les effets transgénérationnels
sont restreints aux mécanismes épigénétiques. Dans ma these, nous considérons tous les
mécanismes de transmission des effets de 'environnement d’une génération a autre (Encadré

2) et nous n’utiliserons donc pas cette définition.

Encadré 2. Mécanismes de transmission des effets de ’environnement au cours des générations

Les mécanismes par lesquels les parents transmettent les effets de leur environnement, ou des
environnements d’ancétres plus lointains, sont tres variés (Youngson & Whitelaw 2008 ; Bonduriansky

& Day 2009 ; Bell & Hellmann 2019). Cette transmission peut se faire vza :

— Des marques épigénétiques présentes dans les gametes des parents. Par exemple chez la plante Mznulus
guttatus, la production d’'une défense morphologique (trichome glandulaire) était induite par 'exposition
des meres a de ’herbivorie (Akkerman et coll. 2016). I’effet de 'exposition maternelle disparaissait quand
les descendants étaient traités par un produit chimique déméthylant au stade de graine, suggérant que

Peffet était transmis par de la méthylation de PADN.

— Des molécules ou organismes vivants comme des ARN, des protéines, des hormones, des nutriments,
des polluants, des déchets, des anticorps, des parasites ou le microbiote. Ces molécules ou organismes
vivants sont transmis via le cytoplasme des gametes, le liquide séminal, 7z ovo ou in utero. Par exemple chez
le poisson Pomacentrus amboinensis, les ceufs issus de meres exposées a la présence de prédateur avaient un

taux de cortisol plus important que les ceufs issus de meres controles (McCormick 1998).

— Le comportement du parent comme les soins parentaux, le choix de la mére du dépot des ceufs, la
construction d’un nid par le pere, la transmission culturelle de certains comportements. Par exemple chez
le rat, les variations de soin maternel induits par I'environnement modifie la réponse au stress des

descendants (Francis et coll. 1999).

Dans le cas de la persistance de la TGP sur plusieurs générations, les mécanismes de transmission entre la

F1 et la F2 peuvent étre similaires ou différents de la F2 a la F3 (Bell & Hellmann 2019).

11.2

Pour cette thése, nous considererons la TGP dans sa définition la plus large. Nous nous
intéressons a comment les environnements des parents ou ancétres plus lointains faconnent le
phénotype des descendants, sans nous restreindre a I'absence d’effets maternels ou a des

mécanismes moléculaires spécifiques.

Plasticité transgénérationnelle : une capacité universelle du vivant

La TGP, a l'instar de la WGP, semble étre une capacité universelle du vivant. En effet, la TGP est

répandue dans larbre du vivant (Figure 6) et décrite en réponse a des facteurs
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environnementaux variés (Tableau 1). Une grande partie des études sur la TGP a été réalisée
dans le cadre des changements environnementaux induits par les activités humaines (Chakravarti
et coll. 2016 ; Donelan et coll. 2020), la température étant le facteur le plus étudié (Salinas et coll.
2013 ; Donelson et coll. 2018). La TGP a été décrite pour tous les types de traits phénotypiques
: comportement, physiologie, morphologie, survie et reproduction (Yin et coll. 2019) ; par
exemple, le choix de partenaire (Lehto & Tinghitella 2020), les défenses chimiques contre les
herbivores (Holeski et coll. 2012), Ia taille (Shama et coll. 2014), la survie face a un prédateur

(Hellmann et coll. 2020a) ou le nombre de graines produites (Galloway & Etterson 2007).

Facteur environnemental Exemples d’études

ﬂ:— Température Burgess & Marshall 2011 ; Schwanz et coll. 2020

nourriture 2019

Quantité et qualité de la Bonduriansky et coll. 2016 ; Sarker & Peleg-Raibstein

Indices de la présence de
prédateur

o
m Herbivorie Agrawal et coll. 1999 ; Holeski 2007

Mondor et coll. 2005 ; Sentis et coll. 2019

7/
N\

Lumicre (luminosité,

-O- » Galloway & Etterson 2007 ; Li et coll. 2018
Carts photopériode)
@ Stress hydrique Sultan et coll. 2009 ; Herman et coll. 2012
=)
@ pH Zhao et coll. 2018 ; Lee et coll. 2020
Q. Salinité Vu et coll. 2015 ; Heckwolf et coll. 2018
CS
Polluant Tsui & Wang 2004 ; Anway et coll. 2005
puet

Tableau 1. La TGP a été décrite en réponses a des facteurs environnementaux variées (référencés dans
Holeski et coll. 2012 ; Salinas et coll. 2013 ; Ross et coll. 2016 ; Donelson et coll. 2018 ; Yin et coll.
2019 ; Byrne et coll. 2020 ; Lee et coll. 2020).
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Figure 6. La TGP a ¢té décrite dans de nombreuses clades du vivant (Holeski 2007 ; Jablonka & Raz
2009 ; Herman & Sultan 2011 ; Salinas et coll. 2013 ; Bell & Hellmann 2019 ; Yin et coll. 2019 ; Byrne
et coll. 2020) : chez les bactéries (Escherichia coli ; Jablonka & Raz 2009), les ciliés (Tetrahymena ; Jablonka
& Raz 2009), les eumycetes (Coprinus cinerens ; Jablonka & Raz 2009), les algues brunes (Laminaria ;
Liesner et coll. 2020) les angiospermes (Mimulus guttatus ; Akkerman et coll. 2016), les gymnospermes
(Pinus sylvestris ; Bose et coll. 2020), les rotiferes (Brachionus ; Yin et coll. 2015), les annélides (Ophryotrocha
; Chakravarti et coll. 20106), les mollusques (Ruditapes philippinarum ; Zhao et coll. 2018), les nématodes
(Caenorbabditis elegans ; Remy 2010), les arthropodes (Dermacentor variabilis ; Y oder et coll. 2000), les
cnidaires (Pocillopora damicornis ; Putnam & Gates 2015), les bryozoaires (Bugula neritina ; Burgess &
Marshall 2011), les échinodermes (Echinometra mathaei ; Ross et coll. 2010), les mammiferes (Mus
mnsenlns 5 Dias & Ressler 2014), les oiseaux (Parus major ; Coslovsky & Richner 2011), les 1épidosauriens
(Zootoca vivipara ; Bestion et coll. 2014) et les actinoptérygiens (Gasterosteus aculeatus ; Bell et coll. 2016).
Photos de NLAID, Picturepest, José Pastor Sierra, Bjoertvedt, H. Zell, Bruce, Cihelio, Arne Nygren, Massimiliano De
Martino, Kbradnam, Ryan Hodnett, Abmed Abdul Rabman, Gérard Breton, Frédéric Ducarme, George Shuklin,
Frank 1V assen, Maseltov et Jack Wolf.

I1.3 Nature adaptative de la TGP

Au-dela de la simple description de la TGP dans des systemes variés, la question qui suscite le

plus d’intérét est de déterminer la nature adaptative de la TGP (Monaghan 2008 ; Salinas & Munch
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2012). Autrement dit, la question est de déterminer si la TGP a un effet positif, négatif ou neutre
sur la valeur sélective des individus (TGP adaptative, non-adaptative et neutre, respectivement).
En effet, sila TGP est adaptative, elle pourrait ¢tre un processus par lequel les individus s’adaptent
a un environnement variable (Salinas & Munch 2012 ; Donelson et coll. 2018 ; Bell & Hellmann
2019). Cependant, il est difficile de déterminer les cas ou la TGP est adaptative, étant donné
qu’elle influence la valeur sélective des parents et des descendants (Burgess & Marshall 2014 ;
Bell & Hellmann 2019). Doit-on considérer que la TGP est adaptative quand elle augmente la
valeur sélective des parents, des descendants ou des deux ? Dans la littérature, la TGP est souvent
considérée comme adaptative si la norme de réaction transgénérationnelle d’un individu
augmente la valeur sélective de ses descendants (Mousseau & Fox 1998 ; Agrawal et coll. 1999 ;
Galloway & Etterson 2007 ; Burgess & Marshall 2014 ; Yin et coll. 2019), et donc augmente
aussi indirectement sa valeur sélective (Burgess & Marshall 2014). Autrement dit, la TGP est
adaptative lorsque la modification du phénotype des descendants en réponse aux différents

environnements parentaux permet d’augmenter la valeur sélective des descendants.

Ditférents types de TGP

Plusieurs types de TGP ont été définis en fonction de leurs effets sur la moyenne ou la variance
du phénotype des descendants, et donc de leur potentiel effet sur la valeur sélective des parents
et des descendants. Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes focalisé-e's sur la TGP
agissant sur la moyenne phénotypique des descendants, et n’avons pas considéré la TGP agissant

sur la variance phénotypique (Encadré 3 ; mais voir chapitre 6).

TGP basée sur la condition : transmission de condition somatique

Dans un environnement variable, les conditions environnementales sont plus ou moins
favorables en termes d’abondance de ressources et de présence de stress, et influencent donc la
condition somatique' des individus. De plus, la condition somatique d’un individu influence
grandement celle de ses descendants (Mousseau & Fox 1998 ; Monaghan 2008 ; Bonduriansky
& Crean 2018). Ainsi, 'environnement parental, en influant sur la condition somatique des
parents, peut donc influencer celle des descendants ; ce type de TGP est appelé « TGP basée sur

la condition » (state-based TGP ; Donelan et coll. 2020 ; Figure 7 ; Figure 9A). La TGP par

! La « condition somatique » (somatic state) est état global de I'individu, correspondant a sa réserve de ressources
énergétiques et l'efficacité de ces réactions cellulaires (Bonduriansky 2018). Un individu en bonne condition
somatique possede plus de ressources métaboliques et est plus efficace pour les convertir en traits qui augmentent
la valeur sélective (nombre d’ceufs produits, réparation de PADN, etc). Une variable de condition est par exemple
le poids, la taille, I'intensité des soins parentaux, la charge parasitaire, 'étendue des lésions ’ADN, etc.
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transmission de condition somatique est également appelée « effets de cuillére en argent » (silver-
spoon effects d’apres Pexpression « avoir une cuillere en argent dans la bouche » ; Uller et coll.
2013), « effets reportés » (carry-over effects ; Uller et coll. 2013), « effets de transfert de condition
parentale » (parental condition-transfer effects ; Bonduriansky & Crean 2018) ou « effets transmissifs »
(transmissive effects ; Marshall & Uller 2007). La TGP basée sur la condition (lorsqu’elle est induite
par Penvironnement de la mere) représente forcément des effets maternels, car Ieffet de

Ienvironnement maternel passe par la condition maternelle et donc dépend du phénotype

maternel.
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Figure 7. Exemple de TGP basée sur la condition. Chez le 1ézard Anolis sagrei (A), les meres ayant acces

a plus de proies (B) ¢étaient en meilleure condition somatique (masse relative a la taille), (C) produisaient

des ceufs plus lourds et (D) avaient des descendants avec une meilleure survie a ’éclosion que les meres
ayant acces a moins de proies. Photo de Hans Hillewaer? et figures d'apres Warner & Lovern (2014).

La TGP basée sur la condition peut refléter une stratégoie d’investissement parental, c.-a-d. une
p g p ,

stratégie d’allocation en énergie et en temps que le parent consacre a ses descendants
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(Bonduriansky & Crean 2018). Les parents ayant vécu dans un environnement favorable, donc
en bonne condition somatique, transmettent plus de ressources et un soin parental de meilleure
qualité a leurs descendants par rapport a des parents ayant vécu dans un environnement moins
favorable (Bonduriansky & Crean 2018 ; Figure 7). Dans ce cas, la TGP basée sur la condition
peut étre de la TGP adaptative (Bonduriansky & Crean 2018) dans le sens ou les individus plastigues
transgénérationnellement (p. ex. qui transmettent plus de ressources énergétiques a leurs descendants
quand ils expérimentent des environnements favorables) ont une meilleure valenr sélective que les
individus non-plastiques transgénérationnellement (p. ex. qui transmettent la méme quantité de

ressources énergétiques a leurs descendants quel que soit leur environnement).

Néanmoins, la TGP basée sur la condition peut aussi étre non-adaptative quand les parents
transmettent les effets de leur exposition a des environnements stressants, pathologiques ou
toxiques (Tsui & Wang 2004 ; Anway et coll. 2005 ; Schwindt 2015 ; Bonduriansky & Crean
2018 ; Radersma et coll. 2018 ; Bell & Hellmann 2019 ; Burton et coll. 2020). Par exemple chez
le rat, les méres exposées a un perturbateur endocrinien (vinchlozoline) ont une proportion de
descendants et de petits descendants males stériles plus importante que les meres non exposées
(Anway et coll. 2005). Dans ce cas, la TGP basée sur la condition est bien non-adaptative dans le
sens ou les individus plastiques transgénérationnellement (qui transmettent les effets de leur exposition
a des environnements néfastes a leurs descendants) ont une valeur sélective moindre que les individus
non-plastiques  transgénérationnellement (qui tamponnent les effets de leur exposition a des

environnements néfastes pour ne pas les transmettre a leurs descendants).

TGP informationnelle : transmission d’indices environnementaux

Dans un environnement variable, les conditions environnementales a la génération des parents
peuvent contenir des informations ou « indices » (cues) concernant les conditions
environnementales probables a la génération des descendants. Les parents peuvent transmettre
ces indices environnementaux a leurs descendants, influengant ainsi leur développement. Ce type
de TGP est appelée TGP informationnelle ou « basée sur 'information » (information-based TGP
Donelan et coll. 2020 ; Figure 9B ; Figure 8). Ce type de TGP est aussi souvent appelée TGP
adaptative (Galloway & Etterson 2007 ; Herman & Sultan 2011 ; Uller et coll. 2013 ; Engqvist

& Reinhold 2016)°. En effet, la TGP informationnelle est souvent considérée comme adaptative :

2 La TGP informationnelle est parfois considérée comme la seule TGP adaptative, comme la TGP basée sur la
condition ne repose pas sur des hypothéses d’expression d’un phénotype spécifiquement adapté aux conditions
environnementales. Pour les descendants, il est toujours avantageux de recevoir un soin parental de qualité et ne
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les descendants peuvent utiliser les indices environnementaux en provenance des parents pour
développer un phénotype adapté a leurs conditions environnementales. Par exemple chez la
renouée Polygonum persicaria, les descendants issus de parents exposés a un stress hydrique avaient
des racines plus grandes qui se sont étendues plus profondément et plus rapidement dans le sol
sec que les descendants issus de parents non-exposés (Herman et coll. 2012). La TGP
informationnelle est également appelée TGP anticipée (Marshall & Uller 2007) car elle permet
aux descendants d’anticiper Iétat futur de leur environnement. La TGP informationnelle
adaptative pourrait étre un processus important dans 'adaptation des individus a des variations
rapides de l'environnement (Salinas 2013 ; Donelson 2018 ; Bell 2019 ; Agrawal 1999)°. Elle
suscite notamment l'intérét dans I'adaptation des populations aux changements rapides de

Ienvironnement induits par les activités humaines (Donelson 2018 ; Donelan 2020 ; Salinas

2013).
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Figure 8. Exemple de TGP informationnelle. (A) Chez la campanule Campanulastrum americanun, la
dispersion est limitée, ce qui suggere que les descendants expérimentent la méme intensité lumineuse
que leurs meres. (B) Les graines qui germent dans les mémes conditions lumineuses que leur mere ont
des rendements (taux de germination et une survie juvénile) meilleurs que celles ayant germé sous des
conditions lumineuses différentes de leur mere. La valeur sélective des descendants est donc augmentée
par 'adéquation de I'environnement parent-descendant. Ce résultat suggere la présence de TGP
informationnelle adaptative : les plants meres ont transmis des indices environnementaux a leurs
graines, qui ont développé en anticipation un phénotype adapté a une faible ou une forte intensité

lumineuse. Photo de Quinn Dombrowski (A) et figure modifiée d’apres Galloway & Etterson (B).

pas recevoir de parasites de ses parents, quelles que soit les conditions environnementales auxquelles ils vont faire
face. Cependant, comme nous I'avons vu, la TGP basée sur la condition peut aussi étre adaptative, méme si
lavantage sélectif ne repose pas sur 'expression d’un phénotype spécifique chez les descendants. 11 est donc peu
pertinent d’utiliser le terme de TGP adaptative seulement pour la TGP informationnelle, méme si les deux termes
sont largement assimilés dans la littérature (p. ex. Herman & Sultan 2011 ; Uller et coll. 2013).

3 La notion de variation rapide de I'environnement est définie par au temps de génération de I’espece étudiéz. On
considere que Penvironnement fluctue rapidement quand Ienvironnement change aprés une ou quelques
générations.
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Pour déterminer la nature adaptative de la TGP informationnelle, la valeur sélective des
descendants est mesurée selon 'adéquation (watching) ou I'inadéquation de I'environnement
parent-enfant (Monaghan 2008 ; Uller et coll. 2013 ; Engqvist & Reinhold 2016). L’adéquation
correspond a la situation ou les descendants se développent dans 'environnement correctement
prédit par celui des parents. Par exemple, si I'intensité lumineuse est auto-corrélée entre la
génération des parents et la génération des descendants, 'adéquation correspond a la situation
ou les descendants se développent sous la méme intensité lumineuse que leurs parents (Figure
8). Dans de tres rares études, le facteur environnemental manipulé n’est pas le méme a la
génération des parents et des descendants ; en effet certains facteurs environnementaux peuvent
prédire les variations d’autres facteurs environnementaux (Uller et coll. 2013). Par exemple, si
une courte photopériode a la génération des parents prédit une température froide a la génération
des descendants, 'adéquation correspond aux situations (1) ou les descendants se développent
dans une température froide quand leurs parents ont été exposés a une courte photopériode et
(2) ou les descendants se développent dans une température chaude quand leurs parents ont été

exposés a une longue photopériode.

En cas de TGP informationnelle adaptative, 'adéquation a un effet positif sur la valeur sélective
des descendants (Monaghan 2008 ; Uller et coll. 2013 ; Engqvist & Reinhold 2016 ; Figure 8)

car les descendants ont développé en anticipation un phénotype adapté a leur environnement.
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Effet de 'environnement parental sur :
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Figure 9. Les deux types de TGP agissant sur la moyenne phénotypique des descendants : (A) la TGP
basée sur la condition et (B) la TGP informationnelle.

Encadré 3. Stratégie dynamique de minimisation des risques : effet de ’environnement parental

sur la variance phénotypique des descendants

La stratégie dynamique de minimisation des risques est un type de TGP ou I'environnement parental
influence la variance phénotypique des descendants. Pour comprendre ce qu’est la stratégie dynanzigue de
minimisation des risques, il faut d’abord savoir ce quest la stratégie diversifiante de minimisation des

risques.

Présentation de la stratégie diversifiante de minimisation des risques

La stratégie diversifiante de minimisation des risques (diversified bet-hedging ; Simons 2011) est une stratégie
parentale ou les parents produisent des descendants avec une treés grande variance phénotypique. Cette
stratégic n’est pas de la TGP car la variance phénotypique produite ne dépend pas de 'environnement
parental. Cette stratégie est favorisée quand les variations de 'environnement sont imprévisibles d’une
génération a lautre (Simons 2011). Par exemple dans le désert, Iintensité des précipitations est tres

variable et imprévisible d’'une année sur P'autre. Si les précipitations d’une année sont trop faibles, les
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graines ayant germé cette année-la meurent avant d’avoir atteint la maturité a cause du manque d’eau. En
produisant des graines qui ne germent pas toutes la méme année (Clauss & Venable 2000), les parents
s’assurent qu’au moins une fraction de ses graines va survivre, plutot que de produire des graines qui vont
germer la méme année, et qui vont soit toutes mourir ou soit toutes survivre. Cette stratégie diversifiante
de minimisation des risques réduit donc la variance de la valeur sélective des patrents (toujours une fraction
stable de graines qui germent) en augmentant la variance phénotypique des descendants (Marshall & Uller

2007 ; Simons 2011).

Définition de la stratégie dynamique de minimisation des risques

En fonction de 'environnement qu’ils ont percu, les parents peuvent ajuster la variance phénotypique de
leurs descendants. Autrement dit, les parents ne produisent pas des descendants avec une variance
phénotypique stable (comme pour la stratégie diversifiante de minimisation des risques), mais avec une
vatriance dynamigue qui dépend de 'environnement des parents. Cette TGP agissant sur la variance
phénotypique des descendants est appelée « stratégie dynamique de minimisation des risques » (dynamic
bet-hedging ; Crean & Marshall 2009 ; Figure 10). Par exemple chez I'épinoche Gasterostens aculeatus, les
meres produisent des descendants plus ou moins variables en taille en fonction de la variabilité de la
température dans laquelle elles ont été élevées (Shama 2015). Les études démontrant de la stratégie
dynamique sont encore rares (taille des ceufs : Crean et Marshall 2009 ; taille des descendants : Shama
2015 ; proportion de descendants terrestres ou aériens : Sadeh 2007).

Effet de I'’environnement parental sur :
Variance phénotypique des descendants

Stratégie dynamique de minimisation des risques

Environnement des parents

est percu et peut affecter

1

Ajuste

Prédit plus ou moins

d certains descendants développent
un phénotype adapté dans

Figure 10. Stratégie dynamique de minimisation des risques : un type de TGP agissant sur la variance
phénotypique des descendants.
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Cette stratégie dynamique est considérée comme adaptative quand elle permet d’augmenter /a valeur
Sélective des parents en influencant la variance phénotypique des descendants (Marshall & Uller 2007 ; Crean
& Marshall 2009)*. En effet, lorsque les parents expérimentent un environnement ne leur permettant pas
de prédire lenvironnement des descendants, ils devraient produire des descendants avec des phénotypes trés variés.
Ils s’assurent ainsi qu’une partic des descendants aient le phénotype adapté a leur environnement. A
inverse, lorsque les parents expérimentent un environnement leur permettant de prédire environnement des
descendants, ils devraient produire des descendants avec des phénotypes trés similaires. 1ls s’assurent ainsi que
tous les descendants aient le phénotype adapté a leur environnement (Crean & Marshall 2009).
Lorsqu’elle est adaptative, la stratégie dynamique est donc une stratégie intermédiaire entre la stratégie
diversifiante de minimisation des risques et la TGP informationnelle pour s’adapter a un environnement
variable (Wong & Ackerly 2005 ; Proulx & Teoténio 2017 ; Tableau 2). Les parents utilisent des indices
environnementaux (qui contiennent des informations sur la probabilité des différents environnements a
la génération des descendants) pour déterminer la variance phénotypique de leurs descendants.

Cependant, la nature adaptative de la stratégiec dynamique est encore méconnue du fait du peu d’études

disponibles (Crean & Marshall 2009).

Stratégie diversifiante Stratégie dynamique TGP informationnelle
Présence d’indices env. . .
s Non Oui Oui
dans I'env. des parents
. , Probabilités des
Informations portées Etat de I'env. des

différents états possibles

ar les indices env.
P de ’env. des descendants

descendants le plus probable

Effet sur les

descendants Variance phénotypique Variance phénotypique Moyenne phénotypique

Tableau 2. Les différentes stratégies parentales en fonction de la présence d’indices environnementaux (indices
env.) porteurs d’informations sur Penvironnement (env.) des descendants et de leurs effets sur le phénotype des
descendants : la stratégie diversifiante et la stratégie dynamique de minimisation des risques, et la TGP
informationnelle.

4 Pour rappel, la TGP informationnelle et la TGP basée sur la condition sont considérées comme adaptative
lorsqu’elles augmentent en moyenne la valeur sélective des descendants. Leur nature adaptative est donc définie
différemment de celle de la stratégie dynamique.
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Distinction TGP informationnelle et TGP basée sur la condition

Les TGP informationnelle et basée sur la condition ne sont pas mutuellement exclusives (Uller et
coll. 2013 ; Engqvist & Reinhold 2016 ; Yin et coll. 2019 ; Sanchez-T6jar et coll. 2020). En effet,
beaucoup de facteurs environnementaux peuvent générer a la fois de la TGP informationnelle et
de la TGP basée sur la condition, par exemple la présence de prédateurs, la présence d’agents
infectieux pathogenes, la température, 'abondance de la nourriture. Autrement dit, un méme
environnement parental peut a la fois contenir des indices environnementaux qui sont transmis
des parents aux descendants (TGP informationnelle) et générer un effet sur la condition des
parents qui est ensuite transmis aux descendants (TGP basée sur la condition). Ainsi, lorsque 'on
regarde les effets de Penvironnement parental sur le phénotype des descendants, on a la
résultante des deux TGP (Figure 11). La TGP basée sur la condition peut alors masquer les signes
de TGP informationnelle adaptative : on ne peut pas conclure sur la présence de TGP

informationnelle adaptative (Figure 11).
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Figure 11. L.a TGP informationnelle peut étre masquée par la TGP basée sur la condition. Dans cet
exemple théorique, 'environnement des parents et des descendants ont deux états : 1 ou 2. L’état de
Penvironnement des parents prédit celui des descendants (c.-a-d. si I’état de 'environnement des
parents est 1, I’état probable de 'environnement des descendants est 1). De plus, Iétat 1 est plus
favorable que I’état 2. (A) En cas de TGP informationnelle adaptative, 'adéquation de 'environnement
parent-enfant génere un effet positif sur la valeur sélective des descendants dans les deux
environnements des descendants. (B) En cas de TGP basée sur la condition, exposition des parents a
I'environnement 1 favorable génére un effet positif sur la valeur sélective des descendants. I.’adéquation
génere donc un effet positif dans 'environnement 1 des descendants 1 favorable et un effet négatif
dans 'environnement 2 des descendants. (C) Dans les faits, on observe la résultante des deux TGP. Ici,
on ne peut donc conclure sur la présence de TGP informationnelle adaptative.
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Dans la grande majorité des cas, il est impossible de distinguer entre la TGP informationnelle et
la TGP basée sur la condition (Encadré 4). On considere alors les effets de la TGP au sens large
(informationnelle et basée sur la condition) sur la moyenne phénotypique des descendants. Cette
approche possede 'avantage d’étre plus fidele a ce qui se passe dans les populations naturelles

ou les deux TGP agissent simultanément.

III Plasticité transgénérationnelle
informationnelle : adaptation a un
environnement variable

ITI.1 TGP informationnelle adaptative : réalité ou exception ?
II1.1.a Hétérogénéité des preuves expérimentales
De nombreuses études expérimentales ont décrit les patrons de TGP (c.-a-d. la présence,
Iintensité et la direction des effets de 'environnement parental sur la moyenne phénotypique
des descendants) en utilisant des facteurs environnementaux et des especes variés (§I1.2
« Plasticité transgénérationnelle : une capacité universelle du vivant »). De ces études, il ressort
que la TGP a des effets tres différents sur la valeur sélective des descendants (Uller et coll. 2013
; Yin et coll. 2019). Dans certains cas, la TGP apparait clairement comme de la TGP
informationnelle adaptative (p. ex. Agrawal et coll. 1999 ; Galloway & Etterson 2007 ; Herman
et coll. 2012 ; Murray et coll. 2014). Par exemple chez le bryozaire Bugula neritina, les descendants
issus de meres exposées au cuivre étaient plus tolérants au cuivre et se dispersaient plus loin de
la mere que les descendants issus de meres non-exposées (Marshall 2008). Alors que dans
d’autres études, la TGP apparait non-adaptative (p. ex. McGhee et coll. 2012 ; Krause & Naguib
2014 ; Donelan & Trussell 2015 ; Guillaume et coll. 2016). Par exemple chez I’épinoche
Gasterostens aculeatus, les descendants issus des meres exposées a une température chaude étaient
plus petits que les descendants issus de meres exposées a une température froide, quelle que soit
la température a laquelle les descendants ont été exposés (Shama & Wegner 2014). Méme au sein
d’une étude, la nature adaptative de la TGP semble varier entre les traits étudiés. Par exemple
chez le 1ézard Zootoca vivipara, les descendants issus de meres exposées a des odeurs de prédateur
¢taient plus actifs (c.-a-d. avaient un comportement anti-prédateur réduit) que les descendants
issus de meres non-exposées, mais dispersaient plus (c.-a-d. avaient un comportement anti-

prédateur augmenté) (Bestion et coll. 2014). Lorsque la nature adaptative de la TGP dépend des



22 Introduction

traits, il est souvent difficile de conclure sur la nature adaptative globale des modifications

induites par 'environnement des parents.

Encadré 4. Approches pour distinguer la TGP informationnelle de la TGP basée sur la condition

Une premicre approche pour distinguer la TGP informationnelle de la TGP basée sur la condition est
d’utiliser des protocoles expérimentaux particuliers (Engqvist & Reinhold 2016). Un premier protocole
proposé par Engqvist & Reinhold (2016) consiste a manipuler le mécanisme par lequel les parents
transmettent les indices environnementaux a leurs descendants plutot que de manipuler environnement
parental. Par exemple, modifier artificiellement la concentration en hormones maternelles dans les ceufs
permet de mimer I'effet de la présence d’un prédateur dans I'environnement parental sans impacter la
condition somatique des parents (Sopinka et coll. 2016). Néanmoins, ce protocole requiert de connaitre
le mécanisme précis de transmission des indices environnementaux, ce qui est trés rarement le cas. Un
deuxi¢me protocole proposé par Engqvist & Reinhold (2016) consiste a manipuler des environnements
parentaux qui n’affectent pas directement la condition somatique des parents, Engqvist & Reinhold
proposent par exemple d'utiliser la photopériode. Néanmoins, il semble impossible que la photopériode
n’induise pas de la WGP sur la condition somatique des parents, et donc induise potentiellement aussi de

la TGP basée sur la condition.

Une deuxieme approche proposée par Uller et coll. (2013) est de réaliser des plans factoriels complets et
d’utiliser linteraction entre TGP et WGP comme critere de distinction. Cette approche est donc une
approche similaire a celle utilisée pour distinguer la TGP des effets maternels (§I1.1b.2 « Définition plus
stricte : distinction entre la TGP et les effets maternels »). Le présupposé est que la TGP basée sur la
condition ne génere pas d’interaction entre TGP et WGP, autrement dit I'effet positif de 'exposition des
parents a un environnement favorable est le méme quel que soit I'environnement des descendants
(Figure 12A). Cette hypothese a été infirmée dans de nombreuses études (citations dans Engqvist &
Reinhold 2016 ; Monaghan 2008 ; Figure 12B). Par exemple chez la grenouille Crinia georgiana, la
différence de valeur sélective entre les descendants issus d’ceufs de grande taille ou de petite taille (car
plus ou moins approvisionnés en ressources par les meres) était plus importante quand les descendants
expérimentaient un environnement sans nourriture qu’un environnement avec de la nourriture
(Dziminski & Roberts 2006 ; Figure 12B). L’interaction TGP x WGP ne peut donc pas étre utilisée comme
critere de distinction entre la TGP informationnelle et la TGP basée sur la condition (Engqvist & Reinhold

2016).
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TGP basée sur la condition
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Figure 12. (A) Il est parfois supposé que la TGP basée sur la condition ne génere pas d’interaction entre la TGP et
la WGP : les descendants issus d’environnements parentaux différents ont alors des normes de réaction
intragénérationnelles paralleles. (B) Dans de nombreuses études, la TGP basée sur la condition génere une
interaction significative entre la TGP et WGP. Par exemple, I'effet bénéfique de 'approvisionnement des ceufs par
la mere est plus marqué quand les descendants se développent dans un environnement sans nourriture (Dziminski
& Roberts 20006).

III.1.b Résultats des méta-analyses

Cette hétérogénéité des résultats a motivé deux méta-analyses, une de Uller et coll. en 2013 et
une de Yin et coll. en 2019, afin de déterminer le signal adaptatif global de la TGP vis-a-vis de la
valeur sélective des descendants. Dans la méta-analyse d’Uller et coll., seules les études en plan
factoriel complet ont été considérées afin de contrdler pour la TGP basée sur la condition
(Encadré 4). Pour rappel, I'effet de 'adéquation sur la valeur sélective des descendants est utilisé
pour déterminer la nature adaptative de la TGP informationnelle (§IL.4.b page 106). I’adéquation
est la situation ou les descendants se développent dans Ienvironnement prédit par

I’environnement parental.

Le résultat général est que 'adéquation de 'environnement parent-descendant a un effet positif
mais non-significatif sur la valeur sélective des descendants. L’effet de I’'adéquation sur la valeur
sélective des descendants était assez homogene entre les études, suggérant donc que les effets
transgénérationnels seraient présents et positifs sur la valeur sélective, mais peu intenses. Uller
et coll. insistent sur le fait qu’iels ont exclu les études utilisant des plans factoriels incomplets qui
sont parfois des bons candidats pour une TGP informationnelle fortement adaptative (p. ex.
transmission immunité). Autre fait intéressant, 'effet positif de 'adéquation était plus marqué
quand les descendants se développaient dans un environnement favorable, suggérant que I'effet

positif de 'adéquation serait surtout da a de la TGP basée sur la condition (Figure 11).
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LLa méta-analyse de Yin et coll. (2019) a complété le travail fait par Uller et coll. en incluant toutes
les études publiées entre 2013 et 2019, utilisant ou non des plans factoriels complets. Iels ont
donné leffet de 'adéquation dans quatre contextes environnementaux définis selon la nature

stressante, favorable ou contréle des environnements manipulés (Figure 13).

Contexte environnemental

Envi Env ii Env iii Enviv

Stressant Contréle Contréle Stressant Favorable Contréle Controéle Favorable

Environnement des parents n O O u O O n

! ! | ! ! |
Environnement des descendants .VS- O vs @ .Vsn O vs @

Direction des effets

TGP informationnelle adaptative + + + +

TGP basée sur la condition = 4+ +

Résultats de la métaanalyse

Effet de I'adéquation sur la valeur du trait -0.2 0 02 04 -02 0 02 04 -02 0 02 04 02 0 02 04
L 1 1 T | " ] [ S S e | L 1 n 1 L ] 1 " 1 1 1 ]

—0— Physiologie Nombre de données & @ == —o—

—e— Morphologie e 4-10 R g - E &
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—o— Survie ® 21-50 hod

—e— Reproduction @ >51 20 O —— ——

Figure 13. Chaque contexte environnemental est défini par un seul environnement des descendants :
stressant en orange, controle en gris ou favorable en vert. Pour chaque contexte environnemental,
Peffet de 'adéquation (de 'environnement parent-descendant) sur la valeur sélective des descendants
est étudié en comparant la moyenne phénotypique des descendants en adéquation »s la moyenne
phénotypique des descendants en inadéquation. Dans les études en plan factoriel complet, un méme
trait phénotypique est donc associ¢ a deux contextes environnementaux différents en fonction de
Penvironnement des descendants. En-dessous des contextes environnementaux, j’ai noté la direction de
la TGP a laquelle on s’attend en cas de TGP informationnelle adaptative, avec toujours un effet positif de
I'adéquation, ou en cas de TGP basée sur la condition, avec un effet positif de 'adéquation quand
I'environnement parental en adéquation est plus favorable que 'environnement parental en
inadéquation. Dans les contextes (ii) et (iil), TGP informationnelle et TGP basée sur la condition ont
donc des effets dans le méme sens. Modifiée d’'aprés Yin et coll. (2019).

Pour les contextes (ii), (iii) et (iv), 'adéquation a eu un effet positif pour tous les types de traits,
et cet effet positif était significatif pour la grande majorité des traits (Figure 13). Pour le contexte
(i), 'adéquation a eu un effet positif pour les traits de physiologie, morphologie et d’histoire de
vie : quand les descendants étaient exposés a des environnements stressants, les descendants

issus de parents exposés eux aussi a des environnements stressants avaient donc des traits
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morphologiques, physiologiques et d’histoires de vie leur permettant d’avoir une meilleure valeur
sélective que les descendants issus de parents non-exposés. En revanche, toujours dans le
contexte (i), 'adéquation n’a pas eu d’effet sur la survie et un effet négatif sur les traits liés a la
reproduction. Ceci suggere soit que la TGP informationnelle est neutre ou non-adaptative pour
ces types de traits, soit que 'effet négatif de la TGP basée sur la condition était plus fort et a

contrecarré le potentiel effet positif de la TGP informationnelle.

Au global, cette méta-analyse révele donc un effet positif de 'adéquation de 'environnement
parent-descendant. Cet effet positif est bien da a de la TGP informationnelle pour les contextes
environnementaux (i) et (iv) : la TGP informationnelle serait donc adaptative et permettrait aux
individus de s’adapter a un environnement variable. Cependant pour les autres contextes (i) et
(i), on ne peut pas conclure que Ueffet positif est di a de la TGP informationnelle et/ou de la
TGP basée sur la condition. Cette méta-analyse a récemment été critiquée par Sanchez-Tojar et
coll. (2020 ; Encadré 5). Le débat est encore en cours pour savoir sila TGP est un processus qui

permet 'adaptation des individus a un environnement variable.

Encadré 5. Pour aller plus loin sur la méta-analyse de Yin et coll. (2019)

La méta-analyse de Yin et coll. (2019) a été récemment critiquée par Sanchez-Téjar et coll. (2020). Les
problemes principaux identifiés par Sanchez-Téjar et coll. sont des problemes de littérature (p. ex.
omission des études en plans factoriels incomplets publiées avant 2013) et des problemes d’indépendance
des effets. Sanchez-T6jar et coll. ont réanalysé les données pour corriger ces problemes d’indépendance
et trouvent des résultats avec des intervalles de confiance bien plus larges : ’effet de ’'adéquation est donc
le plus souvent non-significatif. Ainsi, les conclusions de Sanchez-Té6jar et coll. penchent du coté de la
méta-analyse de Uller et coll. (2013) : 'adéquation a un effet positif mais peu intense sur la valeur sélective
des descendants. Cette critique a généré une réponse de Yin et coll. (Zhang et coll. 2020). Iels y critiquent
la méthode utilisée par Sanchez-Téjar et coll. pour corriger la non-indépendance phylogénétique des

effets.

De plus, j’ai remarqué que les défenses contre les prédateurs ont été mal implémentées dans cette méta-
analyse de Yin et coll. Les traits phénotypiques sont considérés comme ayant un effet positif sur la valeur
sélective des descendants quel que soit le contexte environnemental, donc quel que soit I'environnement
des descendants. Iels considerent donc qu’il est avantageux d’avoir un casque défensif pour une daphnie
dans un environnement avec prédateurs ou sans prédateurs. Il aurait été plus pertinent de réaliser une
transformation (multiplication par -1 des moyennes en fonction du contexte environnemental) comme
dans la méta-analyse de Uller et coll. ; cette transformation permet de refléter que la relation entre le trait

phénotypique et la valeur sélective dépend de I'environnement des descendants.




26 Introduction

Finalement, il serait également pertinent d’inclure les traits de comportements qui ont été exclus des
méta-analyses de Uller et coll. et de Yin et coll.

En conclusion, une autre méta-analyse incluant toutes les études publiées sur la TGP et corrigeant les
probléemes méthodologiques semble donc nécessaire pour conclure sur la nature adaptative de la TGP

informationnelle : le débat est encore en cours (Sanchez-Téjar et coll. 2020).

II1.2 Intégration de multiples indices environnementaux

Les indices environnementaux en provenance des parents ne sont pas les seuls indices recus par
les individus. De multiples indices environnementaux peuvent étre intégrés par les individus
(Figure 14). Ces indices environnementaux peuvent tous porter des informations concernant
les conditions environnementales futures des descendants et donc participer a 'expression d’un

phénotype adapté a ces conditions environnementales.

Premiérement, les individus percoivent les indices environnementaux en provenance de leur
propre environnement (indices personnels ; Figure 14). Dans certaines études, les indices
parentaux et personnels étaient additifs, générant ainsi un phénotype extréme quand les deux
indices apportaient la méme information. Par exemple chez la campanule Campanulastrum
americanum, 1a longueur des entre-nceuds était la plus grande quand les descendants et leurs meéres
avalent été exposés a une intensité lumineuse importante, par rapport a la longueur des entre-
nceuds si seuls les descendants ou seules les meres avaient été exposés a une intensité lumineuse
importante (Galloway & Etterson 2009). Dans d’autres études, les indices parentaux et
personnels interagissaient pour la formation du phénotype adapté (effets non-additifs). Par
exemple chez I'épinoche Gasterostens aculeatus, le comportement contre les prédateurs était aussi
important que les descendants et/ou les peres aient été exposés a des indices de la présence de
prédateurs (Stein et coll. 2018). La question de l'interaction des indices personnels et parentaux

(autrement dit, I'interaction WGP x TGP) sera développée dans le chapitre 2.

Deuxiemement, les preuves expérimentales s’accumulent pour démontrer que la TGP n’est pas
restreinte a la génération parentale et que donc les individus peuvent intégrer des indices
environnementaux en provenance d’ancétres plus lointains comme les grands-parents
(Magiafoglou & Hoffmann 2003 ; Herman et coll. 2012 ; Dias & Ressler 2014 ; Figure 14). Un
exemple extréme chez le nématode Caenorhabditis elegans est qu'une « empreinte olfactive » était
transmise sur quarante générations (c.-a-d. l'attraction des vers a une nouvelle odeur suite a

Iexposition des FO a cette odeur ; Remy 2010). Cependant, la question de I'interaction des indices
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environnementaux en provenance de multiples générations est une question rarement adressée,
car elle requiert des expériences lourdes (c.-a-d. un plan factoriel complet sur plusieurs
générations ; voir p. ex. Magiafoglou & Hoffmann 2003). Cette question sera développée dans

le chapitre 3.

Troisiemement, de nombreuses études démontrent que les individus integrent des indices
environnementaux en provenance de leur pere (p. ex. Crean et coll. 2013 ; Stein & Bell 2014 ;
Wei et coll. 2014 ; Baskin & Baskin 2019 ; Figure 14). Comment se fait I'interaction des indices
environnementaux maternels et paternels, selon qu’ils apportent des informations similaires ou
différentes concernant Iétat de l'environnement des descendants ? Cette question sera

développée dans le chapitre 4.

Derni¢rement, certains traits phénotypiques ne sont pas fixés lors du développement et restent
plastiques durant toute la vie d’un organisme, y compris a I’age adulte (Piersma & Drent 2003 ;
West-Eberhard 2003), comme la plupart des traits physiologiques et comportementaux. Pour
ces traits, les individus integrent donc tout au long de leur vie des indices en provenance de leur
environnement immédiat (Figure 14). Comment les indices environnementaux immédiats et
passés interagissent pour former le phénotype est une question non résolue Dans I’état actuel

des connaissances (Stamps & Krishnan 2014). Cette question sera adressée dans le chapitre 6.

Indices personnels Indices env. parental
Indices env. Indices env. Indices env. Indices env. Indices env.
immédiat développemental maternel paternel grand-parental

N1~
28

Figure 14. Les individus peuvent intégrer des indices environnementaux (indices env. sur la figure) en
provenance de multiples sources pour produire le phénotype adapté aux conditions environnementales.

En conclusion, bien que de nombreuses ¢tudes caractérisant la TGP s’accumulent, nous n’en
sommes qu’au début de la compréhension de la TGP, notamment sur I'intégration des différents

indices environnementaux qui fagonnent le phénotype des descendants (Monaghan 2008 ;
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Stamps & Krishnan 2014 ; Stein et coll. 2018). La complexité de ce processus qu’est la TGP
provient en partie du fait du nombre d’indices environnementaux impliqués (Figure 14) et du
fait que ces indices peuvent interagir entre eux. Qu’est-ce qui va déterminer que les individus
utilisent plus un indice environnemental qu’un autre ? Autrement dit qu’est-ce qui gouverne

I’évolution a long terme de I'utilisation d’un indice, et donc I’évolution de la TGP ?

Evolution de la TGP informationnelle : importance de la prédictibilité de
I'environnement

Modeles théoriques d’intégration des indices

Différents types d’indices (environnementaux et génétiques) peuvent amener au meéme
phénotype adapté aux conditions environnementales (West-Eberhard 2003 ; Stein et coll. 2018).
Par exemple dans un milieu sec, la formation de racines longues peut étre enticrement
déterminée génétiquement (utilisation d’« indices génétiques »), ou peut Etre entierement
plastique et donc produite a la suite de la détection d’un milieu sec (utilisation d’indices
environnementaux), ou encore dépendre d’une combinaison des deux (utilisation d’indices
génétiques et environnementaux). Qu’est-ce qui détermine 'utilisation d’un type d’indice plutot
qu’un autre dans la formation du phénotype ? C’est tout 'objet des modéles d’intégration des
indices (Ezard et coll. 2014 ; Stamps & Krishnan 2014 ; Leimar & McNamara 2015 ; English et
coll. 2016 ; McNamara et coll. 2016 ; Stein et coll. 2018 ; Kuijper et coll. 2019). Ces mode¢les
¢tudient I’évolution du systeme d’intégration des indices en fonction de différents parametres,
comme notamment la variabilité de Ienvironnement. Le systeme d’intégration des indices
détermine I'importance relative des différents indices dans la production du phénotype. Les
modeles font Phypothéese que le systeme d’intégration des indices peut évoluer, p. ex. que le
systeme a des bases génétiques et des contraintes génétiques assez faibles (McNamara et coll.
2016). Dans les modeéles, le phénotype adulte d’un individu est déterminé en fonction de son
systeme d’intégration des indices et des conditions environnementales maternelles et juvéniles.
Ensuite, la sélection agit : les individus avec le phénotype le plus adapté a leurs conditions
environnementales adultes sont ceux qui participent le plus a la génération suivante. Au cours
des générations, le systeme d’intégration des indices évolue afin de permettre a chaque génération
la production du phénotype le plus adapté aux conditions environnementales. I’évolution du
systeme d’intégration va dépendre de plusieurs parametres comme la variabilité temporelle et
spatiale de 'environnement, la dispersion des individus, la fiabilité de la transmission des indices

environnementaux maternels. Plusieurs types d’indices sont pris en compte :
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(1) les indices environnementaux ou « indices basés sur la détection » (defection-based cues ; Shea et
coll. 2011 ; McNamara et coll. 20106). Ces indices environnementaux sont détectés par les
individus dans leur environnement et induisent la modification du phénotype de I'individu (WGP)

et/ou du phénotype des descendants (TGP).

(2) « indices basés sur la sélection » (selection-based cues ; Shea et coll. 2011 ; McNamara et coll.
2016). Apres sélection naturelle sur plusieurs générations, la part héritable du phénotype des
individus corréle avec les conditions environnementales passées (ce sont les individus avec les
phénotypes les plus adaptés aux conditions environnementales passées qui ont le mieux survécu
et se sont le plus reproduits). Si 'on considére que cette part héritable est due a certains genes,
la fréquence des all¢les de ces genes dépend donc des conditions environnementales passées.
Ainsi, un alléle porte une information sur les conditions environnementales passées et peut donc
servir de prédicteur statistique (donc un indice) des conditions environnementales a venir : on

parle alors d’indices génétiques (genes as cues 5 Leimar & McNamara 2015).

Les modeéles de Leimar & McNamara et McNamara et coll.

A ma connaissance, les modéles de Leimar & McNamara (2015) et McNamara et coll. (2016)
sont les seuls modeles d’intégration des indices a avoir pris en compte la TGP. Dans leurs
modeles, quatre indices peuvent participer a la formation du phénotype adulte (Figure 15) :
Pindice génétique (c.-a-d. les alleles des genes d’un individu), 'indice environnemental percu lors
du stade juvénile (indice juvénile), I'indice donné par le phénotype de la mere (effets maternels)
et 'indice environnemental percu par la mere au stade adulte (indice maternel adulte). Plus

précisément, les différents types d’indices participant a la formation du phénotype sont donc :

- les indices environnementaux ou basés sur la détection. Un indice environnemental a I'age
juvénile est percu par I'individu. Cet indice juvénile peut étre utilisé pour former le phénotype
(WGP). De plus, pour former leur phénotype, les individus peuvent utiliser le phénotype de leur
mere (effets maternels). Comme le phénotype maternel est déterminé en partie par I'indice
juvénile, 'indice maternel juvénile peut participer a la formation du phénotype des descendants
(TGP ou effets maternels environnementaux). Un autre indice environnemental a 'age adulte est
percu par les meres. Cet indice adulte ne participe pas a la formation du phénotype maternel,
mais peut étre transmis et utilisé par les descendants dans la formation de leur phénotype (TGP).
Ainsi, la TGP est représentée par le transfert de I'indice environnemental maternel adulte et des

effets maternels environnementaux induits par I'indice environnemental maternel juvénile.
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— indices basés sur la sélection : le phénotype de Iindividu dépend également des indices

génétiques (autrement dit de son génotype) et du phénotype de la meére (effets maternels non-

environnementaux)’.
Environment € (t-1) Environment 6 (t)
Indices
environnementaux : Indice juvénile Indice adulte Indice juvénile Indice adulte
Indice adulte

Meére Indice génétique | Descendants
Phénotype
de la mére
La mére se développe I Le descendant se développe
(formation du phénotype adulte) (formation du phénotype adulte)

La mére se reproduit
et meurt

Figure 15. Description des modeéles de Leimar & McNamara (2015) et McNamara et coll. (2010).
D apres McNamara et coll. (2016).

III.3.c Prédictions des modeles théoriques : importance de la prédictibilité de
Penvironnement

De ces modeles théoriques ressort que la prédictibilité de 'environnement entre la génération de
la mere et la génération des descendants est le déterminant majeur de l'utilisation des indices
environnementaux maternels. Autrement dit, la TGP contribue d’autant plus a la formation du
phénotype adaptatif que la prédictibilité de 'environnement entre deux générations est forte.
Cette prédiction des modcles théoriques vient confirmer des extrapolations faites a partir des
modeles de WGP (Uller 2008 ; Burgess & Marshall 2014). La prédictibilité se traduit dans le
modele de Leimar & McNamara par une faible variabilité temporelle de I'environnement et une
faible dispersion des individus et dans le modéle de McNamara et coll. par une forte
autocorrélation temporelle de 'environnement entre générations. Une forte prédictibilité de
Ienvironnement implique que les indices maternels sont fiables pour prédire 'environnement

des descendants (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016). La fiabilité des indices

5 Dans les mode¢les de Leimar & McNamara et McNamara et coll., ’hérédité épigénétique est considérée. Les effets
maternels non-environnementaux sont donc les effets sur le phénotype des descendants dus a la part du phénotype
maternel déterminé génétiquement et déterminé par patterns épigénétiques héritables (p. ex. des patterns de
méthylation de TADN).
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environnementaux parentaux déterminerait donc en grande partie la nature adaptative de la TGP
et donc son évolution a long terme (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016 ; Proulx

& Teotbdnio 2017).

La prédictibilité de Penvironnement est définie par rapport a espece étudiée (Donelson et coll.
2018 ; Yin et coll. 2019 ; Burton et coll. 2020). Le temps de génération, le mode de reproduction
interne ou externe, la durée de vie des gametes dans le cas d’'une reproduction externe, ’existence
de stade de vie dispersif, le changement d’écologie pendant le développement, les soins
parentaux : autant de caractéristiques biologiques qui font qu’'un méme facteur environnemental
sera prédictible entre générations pour une espece, mais ne le saura pas pour une autre espece
habitant dans le méme environnement. La fiabilité des indices peut aussi dépendre du sexe (Bell
& Hellmann 2019 ; chapitre 4) ; par exemple chez une plante, si le pollen disperse loin du plant
male, alors que la graine disperse peu, seul lindice maternel sera fiable pour prédire
Penvironnement des descendants et sera donc logiquement utilisé pour former le phénotype

adaptatif.

II1.3.d Validations expérimentales de 'importance de la prédictibilité de I'environnement

Les preuves expérimentales que la TGP peut évoluer en fonction de la variabilité et prédictibilité
de Penvironnement proviennent de deux types d’études : des études démontrant Iexistence
d’adaptation locale de la TGP dans des populations naturelles soumises a des environnements

contrastés et des études d’évolution expérimentale.

A ma connaissance, seulement deux études d’adaptation locale de la TGP ont été réalisées, toutes
dans des systemes prédateur-proie (Walsh et coll. 2016 ; Goeppner et coll. 2020). Ces deux études
ont comparé les patrons de TGP entre plusieurs populations naturelles contrastées par la
variabilité temporelle de la présence de prédateurs. L’étude de Walsh et coll. (2016) sur la daphnie
Daphnia ambigna a comparé neuf lacs avec trois régimes de variabilité temporelle de la présence
d’un prédateur poisson (gaspareau Alosa pseudobarengus) : (1) forte présence toute 'année de
gaspareau, méme si le gaspareau peut parfois se déplacer de lacs en lacs ; (2) faible présence du
gaspareau, méme si les daphnies sont soumises a la prédation par d’autres poissons ; (3) forte
variabilité saisonniere de la présence de gaspareau, avec tres forte présence de gaspareau au
printemps et en été, et une absence de gaspareau en automne et en hiver. Les populations avec
une forte et faible présence de gaspareau présentaient une TGP treés intense sur I’age a maturité

des descendants en réponse a des indices de la présence de gaspareau dans 'environnement
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parental. A I'inverse, les populations avec une présence variable de gaspareau présentaient une
TGP presque absente. La faible variabilité¢ temporelle, qui implique une forte prédictibilité de
Ienvironnement entre la génération des parents et des descendants, semble donc sélectionner la
TGP, ce qui semble confirmer les prédictions théoriques. En revanche, aucune adaptation locale
de la TGP n’a été détectée pour la taille a la maturité : la norme de réaction transgénérationnelle
plastique ¢était identique quel que soit le régime de variabilité temporelle des populations.
I’adaptation locale de la TGP est donc dépendante du trait. I.’étude de Goeppner et coll. (2020)
sur le gastéropode Physa acuta n’a comparé qu’un tres faible nombre de populations, deux
populations, une avec présence constante et 'autre avec absence constante de prédateur de type
poissons. La TGP en réponse aux indices de la présence de poissons était identique entre les deux

populations, ce qui suggere 'absence d’adaptation locale de la TGP dans ce systeme.

A ma connaissance, trois études d’évolution expérimentale ont étudié I'évolution de la TGP en
fonction des conditions environnementales (nématode Caenorbabditis elegans : Dey et coll. 2016 ;
nématode Caenorbabditis remanei : Sikkink et coll. 2014; puceron Agyrthosiphon pisum : Sentis et coll.
2018). L’évolution expérimentale de Sentis et coll. (2018) était particuliere car elle a été réalisée
sur un seul génotype de puceron se reproduisant de facon clonale, afin de démontrer I’évolution

de la TGP sans variation génétique.

Dans I’évolution expérimentale de Dey et coll. (2010), trois types de populations expérimentales
ont été utilisées (Figure 16). Le taux de glycogene a été mesuré dans les ovocytes et les embryons
in utero de meres exposées a de I'anoxie ou de la normoxie. Le glycogene est une ressource
énergétique, donc cotteuse a transmettre pour les méres, mais permettant a ses descendants de
résister a I'anoxie (en anoxie, la production d’énergie via la respiration est limitée). Apres 60
générations d’évolution expérimentale, les méres exposées a de la normoxie transmettent plus
de glycogene a leurs ceufs dans les lignées prévisibles par rapport a la lignée ancestrale, ce qui
suggere que les meres anticipent I'environnement anoxique des descendants (Figure 16). De
plus, toujours dans les lignées prévisibles par rapport a la lignée ancestrale, les méres exposées a
de I'anoxie transmettent moins de glycogeéne a leurs embryons, ce qui suggere que les meres
anticipent 'environnement normoxique des descendants (Figure 16). Aucun changement de
transmission de glycogene n’est noté pour les lignées imprévisible et les lignées constantes par
rapport a la lignée ancestrale (Figure 16). Cette expérience d’évolution expérimentale confirme

les prédictions théoriques : la TGP peut évoluer pour sadapter a des conditions
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environnementales variables et prévisibles entre la génération des parents et des descendants

(Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016).
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Figure 16. (A) Dans I’évolution expérimentale de Dey et coll. (2016) trois types de lignées ont été
réalisées : (1) lignée prévisible en bleu avec alternance a chaque génération d’anoxie ou de normoxie, (2)
lignée imprévisible en gris avec les conditions d’anoxie changeant ou pas a chaque génération de facon
imprévisible, et (3) lignée constante en orange. (B) Taux de glycogéne dans les ovocytes et (C) dans les

embryons en fonction de 'environnement de la mére et de la lignée. Les lignées sont comparées a la
lignée ancestrale (lighe horizontale). Modifiée et traduit de Dey et coll. (2016).

Dans les évolutions expérimentales de Sentis et coll. (2018) et Sikkink et coll. (2014), iels n’ont
pas manipulé la variabilité ou prévisibilité de I’environnement entre la génération des parents et
des descendants, mais seulement la présence ou l'absence constante dun facteur
environnemental. Ces deux expériences ne permettent pas de tester les prédictions théoriques,
elles permettent seulement de déterminer si la TGP peut évoluer en fonction des conditions
environnementales. Deux types de lignées ont été manipulées : (1) lignée constante avec la
présence constante de prédateur (Sentis et coll.) ou des chocs thermiques toutes les deux
générations (Sikkink et coll.), et (2) lignée contrdle avec I'absence constante de prédateurs ou
I'absence de chocs thermiques. Dans les deux évolutions expérimentales, 'intensité de la TGP
dans la lignée constante a diminué par rapport a la lignée controle ; voire la TGP a complétement
disparu dans Pévolution expérimentale de Sikkink et coll. La TGP peut donc étre contre-
sélectionnée en fonction des conditions environnementales et peut donc évoluer. Dans
I’évolution expérimentale de Sentis et coll., la TGP était non-adaptative (la dispersion n’était pas
possible dans leur systeme expérimental, avoir des ailes ne présentait aucun avantage pour

s’¢loigner du risque de prédation), ce qui expliquerait pourquoi la TGP a été contre-sélectionnée.



[I1.3.

34 Introduction

— 0

La nature adaptative est moins claire dans le systéme expérimental de Sikkink et coll. et

Pexplication de la perte de la TGP est difficile a expliquer (Dey et coll. 2016).

Autres facteurs déterminant ’évolution de la TGP informationnelle

Autres prédictions des modeles théoriques : facteurs influencant la fiabilit¢é de Iindice
environnemental maternel

La fiabilité de I'indice environnemental maternel dépend de la dynamique temporelle et de la
variabilité spatiale de I’environnement, mais va aussi dépendre de la précision de la transmission
de I'indice environnemental maternel (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016).
Pour I’évolution a long-terme de la TGP, les individus doivent donc posséder des systemes
capables de détecter des indices environnementaux et de transmettre sans erreurs les
informations portées par ces indices a leurs descendants (Leimar & McNamara 2015 ;

McNamara et coll. 20106).

La fiabilité de Iindice environnemental maternel va aussi dépendre du #wing de perception des
indices environnementaux par la mere (McNamara et coll. 2016). Dans le cas dun
environnement auto-corrélé temporellement, les indices environnementaux percues par la mere
tardivement dans son développement sont plus fiables que les indices pergus plus tot (Fawcett
& Frankenhuis 2015 ; McNamara et coll. 2016). En effet, pour les indices tardifs, le délai est
faible entre la perception de I'indice par la mere et expression du phénotype par les descendants,
et donc la probabilité que I'environnement change entre ces deux moments est plus faible (Bell
& Hellmann 2019 ; McNamara 2016 ; chapitre 5). Les indices maternels percus tardivement dans
le développement auraient donc plus d’influence dans la formation du phénotype adaptatif des
descendants (chapitre 5). De méme, la fiabilité d’un indice environnemental devrait décroitre au
fur et 2 mesure des générations : les indices environnementaux grand-parentaux devraient donc
avoir moins d’importance que les indices parentaux dans la formation du phénotype adaptatif

(chapitre 2).

e.2 Importance de la WGP

D’apres les modeles théoriques (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016), un autre
facteur déterminant I’évolution de la TGP est la WGP. En effet, si les indices environnementaux
percus par les descendants sont plus fiables que les indices maternels, l'utilisation d’indices
maternels dans la formation du phénotype adaptatif est moindre et la TGP ne sera donc pas
sélectionnée (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016). La TGP contribuerait

d’autant plus a la formation du phénotype quand les indices environnementaux pergus par les
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descendants ne sont pas fiables ou indisponibles (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et
coll. 2016). Cette situation est fréquente a des stades de vie tres précoces, par exemple lorsque
les organes sensoriels des individus ne sont pas encore développés (Uller 2008). Les indices
maternels seraient donc utilisés en priorité pour les traits phénotypiques exprimés a des stades
précoces ; par exemple, cette prédiction théorique expliquerait pourquoi la germination, la
diapause et la dispersion sont souvent déterminés par des indices maternels (Leimar &
McNamara 2015). De méme, les traits phénotypiques qui requicrent des changements
développementaux majeurs devraient étre fortement impactés par les indices maternels (Uller
2008) car il est plus colteux, voire impossible, d’engager un changement développemental
majeur tardivement dans le développement. Par exemple, cette prédiction expliquerait pourquoi
I'induction du développement des ailes chez les pucerons est sous controle d’indices maternels
de la présence de prédateurs (Mondor et coll. 2005 ; Uller 2008). De plus, I'importance donné
aux indices maternels devraient décroitre a partir du moment ou les individus sont capables de
percevoir leur environnement (Uller 2008). Par exemple chez la campanule Campannlastrum
americanum, la valeur sélective des graines et des juvéniles était influencé par les indices maternels,

mais pas la valeur sélective des adultes (Galloway & Etterson 2007).

e.3 Couts et contraintes de la TGP
L’évolution de la TGP dépend des couts de la TGP (Uller 2008 ; Salinas & Munch 2012), avec

'idée simple que les cotts de la TGP informationnelle doivent étre inférieurs aux bénéfices pour
que la TGP soit sélectionné (pour rappel, les bénéfices de la TGP sont 'augmentation de la valeur
sélective des descendants). Les cotts de la TGP doivent donc étre faibles pour les parents et les
descendants pour que la TGP soit sélectionnée (Uller 2008). Les cotts de la TGP sont inconnus
mais doivent étre identiques a ceux de la WGP (Salinas & Munch 2012), auquel s’ajoute le cout
de la transmission des indices environnementaux des parents aux descendants. Les couts de la
plasticit¢ sont définis comme le colut de produire un méme phénotype via un phénotype
plastique par rapport a un phénotype fixé (DeWitt et coll. 1998 ; Pigliucci 2001 ; Auld et coll.
2010 ; Murren et coll. 2015), comme le cout de maintenir un systeme capable de détecter et de
répondre a des indices environnementaux. Ces couts ne doivent pas étre confondus avec les
couts de production du phénotype (p. ex. le cout de produire des racines longues pour s’adapter
a un milieu sec) qui s’appliquent aussi bien a un phénotype fixe que plastique. Cependant, dans
le cadre de la WGP, ces couts ont rarement été détectés (Murren et coll. 2015), suggérant qu’ils

sont également faibles ou inexistants pour la TGP. En revanche, le cout de la transmission de
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I'indice environnemental des parents aux descendants peut étre élevé (p. ex. transmission de
p

glycogene dans 'évolution expérimentale de Dey et coll. 2016 ; Monaghan 2008). Ce cout de

transmission peut se répercuter sur la survie et la reproduction future des parents, et donc

fortement entraver I’évolution de la TGP.

De plus, ’évolution de 1a TGP est soumise 2 des contraintes génétiques, comme pout tout trait
plus, g ques, p
phénotypique. Par exemple, des corrélations génétiques de la TGP avec d’autres traits sous forte

sélection peuvent limiter la sélection de la TGP (Walsh et coll. 2016 ; Auge et coll. 2017).

e.4 Variabilité et héritabilité de la norme de réaction transgénérationnelle

Quel que soit le type de trait, un trait évolue par sélection naturelle seulement s’il est héritable et
variable dans la population. L.a TGP, en plus d’avoir un effet sur la valeur sélective, doit donc étre

héritable et variable pour évoluer par sélection naturelle.

La variabilité des normes de réaction transgénérationnelles a été mise en évidence chez de
nombreuses especes clonales (plantes : Galloway 2001 ; Herman et coll. 2012 ; Vu et coll. 2015
; Colicchio 2017 ; Groot et coll. 2017 ; daphnie : Walsh et coll. 2015 ; Harney et coll. 2017 ;
puceron: Sentis et coll. 2019). A ma connaissance, la variabilit¢ des normes de réaction
transgénérationnelles n’a pas encore été mise en évidence chez des especes non clonales.
L’héritabilité des normes de réaction transgénérationnelles n’a pas non plus été mise en évidence
a ma connaissance. Dans les deux cas, cette absence de mise en évidence expérimentale
s’explique probablement par la lourdeur des expériences requises. Néanmoins, la variabilité des
normes de réaction transgénérationnelles entre clones suggere que cette variabilité est due a des

différences génétiques, et donc que la norme de réaction transgénérationnelle est potentiellement

héritable.

II1.3.f Conclusion

Drapres les prédictions théoriques, lorsque 'environnement est prévisible entre la génération des
parents et des descendants, la TGP serait un capacité importante pour 'adaptation des individus
a un environnement variable sous réserve que : (1) la WGP ne permette pas déja de produire le
phénotype adapté aux conditions environnementales, (2) les couts de la transmission des indices
environnementaux ne soient pas trop forts et (3) la norme de réaction transgénérationnelle soit

variable et héritable dans la population.

Néanmoins, ces modeles théoriques n’utilisent que deux indices environnementaux (indices

maternels et indices juvéniles). Les individus sont affectés par des indices environnementaux de
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sources plus nombreuses (environnement immédiat, juvénile, maternel, paternel, grand-parental,
etc.) et ces indices environnementaux peuvent interagir entre eux : la formation du phénotype
adaptatif via la TGP est donc un processus plus complexe. La question encore non résolue dans
I’état actuel des connaissances est donc de savoir comment des indices environnementaux pergus
a différents moments du développement et provenant de plusieurs sources sont intégrés pour
former le phénotype adapté aux conditions environnementales dans un contexte

d’environnement variable (Stamps & Krishnan 2014 ; Stein et coll. 2018).

IV Plasticité transgénérationnelle dans le
cadre des défenses contre les prédateurs

La prédation est une interaction biologique ou un étre vivant tue un autre étre vivant pour s’en
noutrir, afin d’acquérir de ’énergie pour son développement et sa reproduction’. La plupart des
étres vivants sont soumis a la prédation. De plus, comme la prédation implique la mort de la
proie, la prédation est une pression de sélection majeure (Rojas & Burdfield-Steel 2017). Les

proies ont ainsi développé des défenses tres diverses pour échapper aux prédateurs (Figure 17).

Défenses basées

Défenses comportementales SCE :
sur une histoire de vie

Figure 17. Exemple de défenses comportementales (fuite, cris d’alarme, vie en groupe),
morphologiques (camouflage, épines, toxines) et basées sur une histoire de vie (la daphnie se reproduit
plus tot et a plus petite taille pour se protéger des poissons qui préferent les grandes daphnies).

¢ L’herbivorie n’est donc pas considérée comme de la prédation, comme I’herbivore tue rarement la plante.
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Ces défenses peuvent étre fixes, c.-a-d. que ses défenses sont produites en Iabsence ou en
présence de prédateurs ; on patle alors de défenses constitutives. Par exemple, tous les porcs-
épics développent des piquants (défense morphologique constitutive), quel que soit leur
environnement. Alternativement, les défenses peuvent étre plastiques et produites en réponse a
la détection par la proie d’indices de la présence de prédateur (« indices de prédateurs » ou
predator cues), on parle alors de défenses induites (Tollrian & Harvell 1999). Par exemple, les
porcs-épics relevent leurs piquants, claquent des dents et produisent une odeur d’alarme (warning
odor) aprés avoir détecté des indices de prédateurs (défense comportementale et olfactive induite
; Li et coll. 1997). Les défenses induites sont un cas classique de WGP adaptative : en présence
de prédateurs, les proies produisent des défenses et diminuent ainsi le risque de prédation ; en
I'absence de prédateurs, les proies ne produisent pas les défenses et peuvent allouer leurs
ressources énergétiques et leur temps a d’autres fonctions comme la croissance, la recherche de
nourtiture, le soin parental, etc. (Tollrian & Harvell 1999). Grace aux défenses induites, les proies
optimisent donc leur valeur sélective a la fois en présence et en I'absence de prédateurs. Attention
cependant, la production de défenses induites n’est pas la seule réponse phénotypique a la
détection d’indices de prédateurs. La détection d’indices de prédateurs peut également
provoquer un stress physiologique et déclencher des effets négatifs sur la condition somatique,
la survie ou la reproduction (WGP non-adaptative ; Clinchy et coll. 2013). Par exemple, chez la
demoiselle Lestes sponsa, les larves exposées a des indices de prédateurs mourraient plus que les

larves non-exposées (Stoks 2001).

En 1999, Agrawal et coll. décrivent pour la premicre fois de la TGP des défenses induites (Figure
18). Depuis, de nombreuses études se sont accumulées décrivant les réponses phénotypiques des

descendants a exposition parentale (ou ancétres plus lointains) aux indices de prédateurs :

- dans des taxons divers (Figure 19) ;

- en réponse a des indices prédateur variés (indices chimiques, indices visuels, tactiles ou auditifs ;
chapitre 1) ;

- sur des traits phénotypiques variés, que ces traits soient des défenses ou non (comportement,
morphologie, physiologie, survie, reproduction ; chapitre 1). Par exemple, I'exposition parentale
a des indices de prédateurs augmentait chez les descendants le temps de latence pour sortir d’une

cachette, la présence d’ailes, le taux de cortisol sanguin, ou la taille a I’éclosion (chapitre 1).
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Figure 18. Exemple de TGP des défenses induites chez la daphnie Daphnia cucullata. (A) Les daphnies
issues de meres ayant percu des odeurs de prédateurs possedent en moyenne un casque défensif plus
grand que les daphnies issues de meres n’ayant pas percu d’odeurs de prédateurs (fleches grises). (B) Le
prédateur utilisé dans expérience est une larve aquatique de diptere Chaoborus flavicans. Ce prédateur est
limité par la taille de sa bouche : le casque diminue donc le risque de prédation. D apres Agrawal et coll.
(1999) et photo d’Arlette 1 icois.

Figure 19. Exemples de taxons ou la TGP a été décrite en réponse a I'exposition parentale a des indices
prédateurs (chapitre 1) : (a) la daphnie Daphnia magna, (b) le puceron Agyrthosiphon pisum, (c) I'épinoche
Gasterostens aculeatus, (d) la mésange charbonniere Parus major, (¢) Vacatien Tetranychus urticae, (£) le
poutpre Nucella lapillus ou (g) le lievre variable Lepus americanus. Photos de Dieter Ebert, Clemson University,
Jack Wolf, Frank 1 assen, Jacopo Werther, Martin Talbot et Walter Siegmund.
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Dans certaines études, la TGP semble étre de la TGP informationnelle adaptative (p. ex. Agrawal
et coll. 1999 ; Walsh et coll. 2016 ; Stein et coll. 2018) : les descendants produisent des défenses
en réponse a la détection d’indices de prédateurs par leurs parents. En effet, si la présence de
prédateurs est prédictible de la génération des parents a la génération des descendants, les proies
bénéficieraient de recevoir des indices parentaux leur indiquant la présence de prédateurs. Les
proies pourraient ainsi développer des défenses contre les prédateurs avant méme d’avoir ou
pouvoir détecter par eux-mémes la présence de prédateurs (si leurs organes sensoriels ne sont
pas encore développés par exemple ; Agrawal et coll. 1999 ; Uller 2008). Néanmoins, les parents
peuvent étre en mauvaise condition a la suite de leur exposition a des indices prédateurs et
transmettre cette mauvaise condition somatique a leurs descendants ; autrement dit les indices
de prédateurs peuvent également générer de la TGP basée sur la condition non-adaptative (p.ex.
Sheriff et coll. 2010 ; Roche et coll. 2012). En conclusion, bien que les évidences expérimentales
de TGP induite par les indices prédateurs s’accumulent, comment sont intégrés de multiples
indices de prédateurs, sa nature adaptative et son role dans ’adaptation des proies restent peu
clairs. Dans cette these, le chapitre 1 traitera de ces questions en analysant 'ensemble des articles

publiés a ce jour sur la TGP induite par des indices de prédateurs.
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I Description de la physe aigué (Physa
acuta)

Figure 20. La physe aigué (Physa acuta).

Pour cette these, nous avons choisi la physe aigué (Physa acuta ; Draparnaud 1805) comme modéle
animal. La physe aigué est un gastéropode d’eau douce de la famille des Physidés (Figure 20).
La physe aigué est une espéce invasive tres performante qui a rapidement colonisé les 6
continents (Afrique : Appleton 2003 ; Australie : Zukowski & Walker 2009 ; Asie : Saha et coll.
2017 ; Europe : Vinarski 2017). Physa acuta est facilement reconnaissable des autres gastéropodes
de France. Premierement, sa coquille est sénestre comme toutes les Physidés, ce qui permet de
la différencier aisément des Lymnés (Figure 21). Deuxicmement, les trois especes de Physidés
présentes en France (Gargominy et coll. 2011) sont facilement reconnaissables par la

morphologie de leur coquille (Vinarski 2017) : Physa acuta, Physa fontinalis et Aplexa hypnorum
(Figure 21).

Figure 21. De gauche a droite, les coquilles de (A) Physa acuta, (B) Physa fontinalis et (C) Aplexa hypnoruns.
Physa acuta tient son nom d’espece du latin acuta signifiant aigué ou pointu : extrémité de sa coquille est
pointue par rapport a celle de Physa fontinalis plus émoussée. Welter Schultes.
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Comme beaucoup de gastéropodes, la physe est un hermaphrodite simultané capable de s’auto-
féconder. La physe préfere cependant I'allofécondation (Tsitrone et coll. 2003 ; Henry et coll.
2005). Une fois fécondée, la physe dépose un paquet d’ceufs entouré de mucus dans Ieau,
contenant de quelques a plusieurs dizaines d’ceufs. La physe peut pondre un paquet d’ceufs
chaque jour (observations personnelles). Le développement embryonnaire dure environ 7 jours
a 25°C (observations personnelles). La durée du développement post-embryonnaire est tres
plastique allant de 30 jours a 70 jours (observations personnelles ; Crowl & Covich 1990 ; Dewitt

1996 ; Auld & Relyea 2008).
Nous avons choisi la physe aigué comme modele animal pour trois raisons principales.

— La physe aigué s’éleve tres bien au laboratoire et est de petite taille (de quelques mm a 15 mm),

permettant ainsi d’élever un grand nombre de physes dans un espace restreint.

— La physe aigué a un temps de génération rapide, un avantage majeur pour les expériences sur

plusieurs générations.

— Les défenses induites (WGP) des physes ont été bien décrites.

Défenses induites du genre Physa

La physe est une espece généraliste, retrouvée dans de trés nombreux habitats aquatiques (Turner
& Montgomery 2009). Chacun des habitats possede des prédateurs spécifiques. La physe est
donc capable de se protéger d’'un grand nombre de prédateurs : écrevisses, poissons, sangsues,
planaires, insectes aquatiques et tortues (études citées dans DeWitt et coll. 2000). Son adaptation
a la prédation se base sur des défenses induites (WGP), certaines spécifiques et d’autres
communes a plusieurs prédateurs (Turner et coll. 1999 ; DeWitt et coll. 2000 ; Wethington et
coll. 2018). Pour détecter la présence de ses prédateurs, la physe percoit des molécules olfactives
dissoutes dans I'eau et émises par le prédateur, que 'on appelle des « kairomones de prédateurs
» (predator kairomones)'; ainsi que des molécules olfactives libérées par des conspécifiques blessés
ou en train de mourir, que 'on appelle des « signaux d’alarme » (alarm cues) (Alexander & Covich

1991 ; Ferrari et coll. 2010 ; Wethington et coll. 2018). Les physes percoivent également le

7 Une kairomone est un produit chimique (ici une molécule olfactive dissoute dans I’eau), émis par une espéce (ici
un prédateur), recu par une deuxiéme espéce (ici la physe), qui est favorable a la deuxiéme espéce mais pas a la
premiere (Ferrari et coll. 2010).
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contact direct avec des planaires ou des sangsues (Wethington et coll. 2018). Les défenses

induites peuvent impliquer des traits :
(1) comportementaux (Figure 22) ;

(2) morphologiques, comme une coquille résistance a I’écrasement conférée par la forme, la taille
et Pépaisseur de coquille (DeWitt et coll. 2000 ; Auld & Relyea 2011 ; Bukowski & Auld 2014 ;

Stevison et coll. 2010) ;

(3) d’histoire de vie, comme une reproduction et une plus grande taille 2 maturité (Crowl &

Covich 1990 ; Auld & Relyea 2008).

Sort de |'eau

Flotte e

\ »

Décrochage
du substrat

A N

Scuage de coquille

Figure 22. Les défenses comportementales de la physe contre les prédateurs sont trés variées
(Alexander & Covich 1991 ; Covich et coll. 1994 ; Bernot & Whittinghill 2003 ; Wethington et coll.
2018). D apres Wethington et coll. (2018).






Objectits de la these

Le débat est toujours en cours pour savoir sila TGP est un processus qui permet aux étres vivants
de s’adapter a un environnement variable ou un processus rare. Cette interrogation provient de
la grande hétérogénéité des patrons de la TGP (en termes de présence, intensité et direction)
décrits dans la littérature. De nombreuses pistes ont été proposées pour expliquer la variabilité
des patrons de la TGP, qui nécessitent d’¢tre explorées. Depuis 1999, la plupart des études se
sont « contentées » de démontrer la présence de TGP, sans s’intéresser aux facteurs susceptibles
de faire varier ses patrons. Il nous semblait donc nécessaire de créer un corpus d’études
synthétisant une grande partie de ces facteurs. Nous nous sommes focalisé-e-s sur la TGP dans
le cadre des défenses induites chez les métazoaires, un cas emblématique de TGP. Le premier
objectif de cette these est de réaliser un état des connaissances sur ce sujet (chapitre 1). Ensuite,
le deuxiéme objectif est de vérifier la présence de TGP sur les défenses morphologiques et
comportementales de la physe aigué et de décrire la potentiel interaction entre la TGP et la WGP
(chapitre 2 — expérience interaction). Le troisiecme objectif est de déterminer si la TGP persistait
au travers les générations et comment les indices multigénérationnels de prédateurs (grand-
parental, parental et des descendants) interagissent entre eux dans I'expression des défenses
(chapitre 3 — expérience grand-parent). Le quatricme objectif est de déterminer I'influence du
sexe des parents sur les patrons de la TGP (chapitre 4 — expérience sexe). Autrement dit, avons-
nous les mémes effets transgénérationnels selon si la mere, le pere ou les deux parents sont
soumis aux indices de prédateurs ? Le cinquiéme objectif est de déterminer si la TGP est
influencée par le #ming de la perception des indices prédateurs (chapitre 5 — expérience #ming).
Autrement dit, la TGP dépend-t-elle de la période du développement pendant laquelle les parents
percoivent les indices de prédateurs ? Pour tous ces objectifs, nous nous sommes focalisé-e's
sur leffet de la TGP sur la moyenne phénotypique. Ainsi, dans le chapitre 6 (expérience
personnalité), nous avons pour objectif de déterminer si la TGP joue un role dans 'émergence de
la variance comportementale entre individus. Autrement dit, est-ce que 'environnement parental
détermine si les individus sont similaires ou différents dans leur personnalité et leur plasticité

comportementale immédiate ?







Protocole expérimental

L’objectif de ma thése est de caractériser la TGP induite par des indices de prédateurs chez la
physe aigiie. Lors de trois expériences de laboratoire, nous avons élevé des physes sur plusieurs
générations (section I « Protocole d’élevage des physes sur plusieurs générations »), avec ou sans
la présence d’indices de prédateurs suivant le traitement (section IT « Protocole d’exposition aux
indices de prédateurs »). Puis, nous avons mesuré l'effet du traitement sur plusieurs traits
phénotypiques chez les physes adultes (section III « Mesures phénotypiques réalisées sur les

physes »).

Protocole d’¢élevage des physes sur
plusieurs générations

A chaque début d’expérience, des physes adultes (F0) étaient prélevées dans une population
naturelle autour de Lyon. Cette population naturelle est située dans une lone (soit un bras-mort)
du Vieux Rhone, en amont de la ville de Lyon. Pour I'expérience Ziming (chapitre 5), un
remaniement hydrologique d’origine anthropique nous a obligé a changer de population naturelle

pour une population proche, dans une autre l6ne du Vieux Rhone.

Figure 23. Boites d’élevages utilisées pour nos expériences.
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Les physes FO étaient ramenées au laboratoire, se reproduisaient toutes ensemble une nuit dans
un grand aquarium (Figure 24). Puis, les physes FO étaient isolées pour pondre dans une petite
boite en plastique (Figure 23) afin qu’une boite ne contienne la descendance que d’une seule
physe FO (c.-a-d. une boite contenait une seule famille de physes F1). Nous pouvions ainsi suivre
la famille d’appartenance de chaque physe (Encadré 6). Quelques jours apres éclosion des F1,
chaque famille était séparée en deux traitements : 6 fréres-sceurs étaient assignés aléatoirement
au traitement controle (C) sans indices de prédateurs et 6 fréres-sceurs au traitement avec indices
de prédateurs (P). Une semaine plus tard, chaque frere-sceur était isolé suivant le méme
traitement (C ou P) afin d’etre élevé individuellement jusqu’a la reproduction. Lorsque les physes
¢taient adultes, nous mesurions les traits phénotypiques (§III « Mesures phénotypiques réalisées
sur les physes »). Ensuite, les physes se reproduisaient dans de I'eau controle quel que soit le
traitement, puis étaient isolées afin de produire la génération suivante (les ceufs F2 ; Figure 24).
Seules les familles avec au moins 2 freres-sceurs dans chacun des traitements C et P ont été
mesurées et ont participé a la reproduction, afin de controler la mortalité différentielle (Encadré
6). Les ceufs F2 ont été élevés exactement de la méme facon que les F1. Pour controler la
fécondité différentielle, nous avons soit gardé I'identité des physes pendant la reproduction et
ainsi controlé pour un fond génétique commun entre les traitements parentaux a la génération
F2 (chapitres 4 et 6 — expériences sexe et personnalité) ; soit gardé aléatoirement certaines
familles F2 parmi toutes les familles F2 générées par les physes F1 (chapitres 2 et 3 — expérience

interaction et grand-parent).

Pour Pexpérience #ming (chapitre 5), les physes ont été élevées en groupe pendant toute
Iexpérience. Comme nous avions beaucoup de traitements différents (six traitements), il aurait
été logistiquement impossible d’élever toutes les physes individuellement. Nous nous sommes
assuré-e's d’'un fond génétique commun entre les traitements en répartissant trente familles dans
chacun des traitements (autrement dit, chaque traitement était représenté par 30 familles), et
avons limité le biais de mortalité et de fécondité différentielle en choisissant aléatoirement 40

physes (pour chacun des traitements) pour les mesures phénotypiques et la reproduction.

Tous les élevages et expériences ont été réalisés dans des chambres climatisées a 25°C avec une
photopériode de 12h/12h. Les physes étaient alimentées a volonté avec de la salade bouillie et
mixée. ’eau (avec ou sans indices de prédateurs) et la nourriture ont été renouvelées deux fois
par semaine, notamment pour renouveler 'oxygene et les indices olfactifs de prédateurs dissous

dans Peau.
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Encadré 6. Contréler la mortalité et la fécondité différentielles dans les expériences de TGP

Un biais possible dans les expériences sur la plasticité (WGP ou TGP) est la mortalité différentielle des
génotypes en fonction du traitement (Donelson et coll. 2018). Autrement dit, si certains génotypes
meurent dans un traitement et que d’autres génotypes meurent dans lautre traitement, les deux
traitements sont alors représentés par des génotypes différents. Les différences phénotypiques entre
traitements peuvent alors étre dues a de la WGP (c.-a-d. la capacité d’un génotype de produire plusieurs
phénotypes en fonction de I'environnement) et a de la mortalité différentielle. Ce facteur confondant
peut étre controlé assez facilement avec des expériences de laboratoire ; classiquement, des clones ou des
familles sont soumis aux différents traitements, et les familles présentant une mortalité différentielle sont

écartées de I'expérience (Donelson et coll. 2018).

Un biais supplémentaire possible dans les expériences sur la TGP est la fécondité différentielle des
génotypes en fonction du traitement (Burgess & Marshall 2014 ; Donelson et coll. 2018). Autrement dit,
si certains génotypes se reproduisent beaucoup plus dans un traitement par rapport a 'autre traitement,
les descendants issus de traitements parentaux différents auront un fond génétique différent. Les effets
des traitements parentaux peuvent alors étre dus a de la TGP (c.-a-d. la capacité d’un génotype de produire
plusieurs phénotypes en fonction de I'environnement parental) et a de la fécondité différentielle. Il est
donc essentiel de controler pour avoir un fond génétique identique entre les différents traitements

parentaux (Donelson et coll. 2018).

Protocole d’exposition aux indices de
prédateurs

Un des avantages des expériences de laboratoire est de pouvoir manipuler un facteur
environnemental indépendamment des autres facteurs environnementaux, ce qui n’est pas
toujours possible dans les conditions naturelles (p. ex. manipuler la température et ’humidité de
I'air). Dans cette thése, nous avons manipulé la présence d’indices de prédateurs. Pour le
prédateur, nous avons d’abord choisi I'écrevisse de Louisiane Procambarus clarkii pour la premicre
expérience (chapitres 2 et 3 — expériences interaction et grand-parent). Ensuite, nous avons
utilisé¢ Pécrevisse américaine Orconectes limosus car elle était présente autour des populations
naturelles de physes utilisées (Figure 25). Ces deux especes d’écrevisses sont originaires du
continent nord-américain et invasives en France (Holdich 2007 ; Banha et coll. 2014), a l'instar
de la physe aigué. Ce sont donc des prédateurs passés et actuels de la physe aigué. De plus, ces

écrevisses sont faciles a maintenir au laboratoire.
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Figure 25. Les prédateurs de la physe aigué utilisés dans cette these : (A) 'écrevisse de Louisiane
Procambarus clarkii et (B) I'écrevisse américaine Orconectes limosus. Photos de gailhampshire et Andreas R.
Thomsen.

Pour simuler la présence d’écrevisses dans environnement des physes, les physes étaient élevées
dans de 'eau contenant des indices de prédateurs, plus précisément des kairomones d’écrevisses
et des signaux d’alarme (Figure 24). Cette cau est en fait 'eau dans laquelle les écrevisses étaient
¢levées. Les écrevisses ont été élevées individuellement dans 4 L. d’eau et ont été nourries
exclusivement de physes aigués. En effet, une étude a montré quune espece de physe proche
(Physa gyrina) ne déclenchait pas de défense comportementale (sortie de I'eau) si elle était mise en
présence d’écrevisses mangeant des physes d’une autre espece, ou d’autres especes de proies
(planorbes ou chironomes ; Turner 2008). De plus, des physes aigués écrasées ont été « infusées
» dans 'eau pendant une heure (une physe écrasée pour 4 L. d’eau) afin de générer des signaux
d’alarme. En effet, Physa acuta déclenche une défense comportementale plus forte lorsque les
kairomones de prédateur sont associées a des signaux d’alarme (Alexander & Covich 1991 ;
McCarthy & Fisher 2000). Ces physes écrasées n’ont pas été « gaspillées » et, apres infusion, elles

ont servi de nourriture aux écrevisses.

Y d ° r ° r

III Mesures phénotypiques réalisées sur les
physes
Plusieurs traits phénotypiques ont été¢ mesurés chez la physe : trois défenses comportementales,
deux défenses morphologiques et un trait mixte (c.-a-d. un trait qui est a la fois une défense et

un trait qui reflete la condition somatique ; Figure 27). Il est important de mesurer les effets de

la TGP sur plusieurs traits, puisque les effets transgénérationnels sont souvent dépendants du
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trait (Introduction §{IIL.1.a « Hétérogénéité des preuves expérimentales »). De plus, mesurer

plusieurs défenses est essentiel pour déterminer la stratégie défensive globale de la physe.

Défenses comportementales

Sortie de I'eau ou utilisation de refuge

Apres avoir détecté des indices d’écrevisses ou de poissons dans leur environnement immédiat,
les physes sortent de 'eau (crawling-out bebavionr ; Alexander & Covich 1991 ; Covich et coll. 1994
; DeWitt et coll. 1999 ; Turner et coll. 1999 ; McCarthy & Fisher 2000 ; Beaty et coll. 2016). Cette
sortie de 'eau est une défense comportementale efficace contre les écrevisses, la position a la
surface ou hors de I'eau est un refuge contre les prédateurs benthiques (Covich et coll. 1994 ;
McCarthy & Dickey 2002). Pour déterminer I'utilisation de refuge, nous avons noté plusieurs
fois la position de la physe dans sa boite d’élevage individuelle (1 = a la surface ou hors de I'eau,

0 = dans l'eau ; Figure 27).

Temps de sortie de 'eau ou latence pour atteindre le refuge

Pour estimer la personnalité animale, il est plus facile d’utiliser une variable comportementale
continue qu’une variable binaire (Nakagawa & Schielzeth 2010). Dans cet optique, nous avons
déterminé le temps mis par la physe pour sortir de 'eau. L’idée est que les physes qui mettent le
moins de temps pour sortir de I'eau atteignent plus vite le refuge et sont donc protégées plus
rapidement des écrevisses. Cette défense comportementale a été étudiée chez d’autres animaux
(Gilbert 1985 ; Hilton et coll. 1999) mais pas encore chez la physe. Nous avons mesuré plusieurs
fois le temps mis par la physe pour sortir de 'eau depuis le centre d’une arene, avec ou sans
indices de prédateurs dans 'eau (Figure 27).

Activité

La diminution d’activité est une défense comportementale classique chez de nombreux animaux
(Relyea 2003 ; Lehtiniemi 2005). Chez la physe, la diminution d’activité serait également une
défense comportementale d’apres une étude (Sih & McCarthy 2002). Pour déterminer Pactivité

de chaque physe, nous avons mesuré la distance parcourue par la physe pendant 5 min (Figure

27).

Défenses morphologiques

La résistance a I’écrasement de la coquille est une défense morphologique classique contre les
poissons et les écrevisses (DeWitt et coll. 2000 ; Stevison et coll. 2016). La physe peut augmenter

efficacement sa résistance a ’écrasement en épaississant sa coquille (Auld & Relyea 2011), en
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augmentant la taille de sa coquille (Rundle & Brénmark 2001) et en modifiant la forme de sa
coquille (DeWiitt et coll. 2000 ; Stevison et coll. 2016). I’épaisseur de la coquille a été mesurée a
'aide d’un pied a coulisse numérique au niveau du bord de la coquille (Figure 27). La taille de
la coquille a été mesuré par quatre variables a partir d’'une photo prise ouverture vers le haut : la
largeur et la longueur de la coquille, la longueur et la largeur de 'ouverture de la coquille (Figure
27 ; la taille de la coquille est également un trait de condition somatique ; voir paragraphe

suivant). La forme de la coquille et la forme de louverture de la coquille ont été mesurées avec

longueur coquille longueur ouverture

les ratios

(Figure 27).

- e
largeur coquille largeur ouverture

I11.3 Trait mixte : défense et condition somatique

En plus de la taille de la physe, nous avons mesuré le poids frais total de la physe (coquille et
corps compris ; Figure 27). Le poids frais a été utilisé car les physes devaient rester vivantes
pour se reproduire et former la génération d’aprées. Le poids total de la physe et les variables de
la taille de la coquille étaient extrémement corrélés dans toutes nos expériences (Figure 26).
Seule la largeur de Pouverture est un peu moins corrélée aux autres variables de taille et au poids,
ce qui suggere qu’elle peut en partie varier indépendamment des autres variables ou qu’il existe
plus d’erreurs de mesures pour cette variable. Nous avons donc considéré dans la plupart des
expériences (chapitres 3 et 5 - expériences grand-parent et #wing) une unique variable « taille »
qui reflete la taille globale de la physe (coquille et corps). Seule I'épaisseur n’était pas bien corrélée

aux autres variables et ne reflete donc pas seulement la taille globale de la physe.

G N 20 35 50 000 010 020
L1 IR JR R T

Poids B ;
total 0.98 0.98 0.97 0.92 -8
"] Longueur
b coquille 0.97 0.97 0.92
Largeur i ]
coquille 0.98 0.93 [ o
i E Longeur
- ouverture 0.92
Largeur E
ouverture
3 Epaisseur
g

T ¥ 17
015 D35 035 15 25 35 10 240

Figure 26. Le poids total de la physe et les variables de taille de coquille étaient extrémement
corrélés. Les données de poids ont été transformées avec une racine cubique.
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La taille globale de la physe est un trait mixte, représentant a la fois une défense morphologique
(voir paragraphe ci-dessus), une défense basée sur une histoire de vie (croissance) et un trait de
condition somatique. En effet, 'investissement dans la croissance peut faire partie d’une stratégie
défensive basée sur une modification de I’histoire de vie. La physe augmente sa taille a maturité
et retarde son age a maturité en réponse a des indices d’écrevisses (Crowl & Corvich 1990 ; Auld
& Houser 2015) ce qui représenterait un compromis entre la croissance et la reproduction : la
physe retarderait sa reproduction pour s’investir dans sa croissance, afin d’atteindre une taille
« refuge » avant de commencer sa reproduction. De plus, la taille globale représente également
la condition somatique de la physe : la présence de prédateurs peut étre stressante ou les traits
de défenses peuvent étre couteux (p. ex. utilisation de refuge, épaississement de la coquille), ce
qui impacterait négativement la condition somatique de la physe et donc sa taille.

A. Défenses comportementales C. Traits mixtes
(défense et condition somatique)

A1. Utilisation de refuge A2. Latence pour atteindre A3. Activité C1. Taille de la coquille
le refuge

"___Sortie de |'eau ‘

B. Défenses morphologiques

B1. Epaisseur de la coquille B2. Forme de la coquille

Forme allongée

Longueur coquillle
Largeur coquille
Longueur ouverture
Largeur ouverture

R,

Figure 27. Traits phénotypiques mesurés sur les physes adultes.
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Chapitre 1 - Ftat des
connaissances sut la TGP des
défenses induites

Cette ¢étude a été publiée dans le journal Frontiers in Ecology and Ewvolution en 2020
(https://doi.org/10.3389/fevo.2020.548660) et est appelée « synthése bibliographique » dans
la discussion.

Contexte. Depuis I'étude d’Agrawal et coll. (1999), les démonstrations expérimentales de TGP
des défenses induites s’accumulent dans la littérature. I objectif de cet article est de faire I'état

des connaissances sur la TGP des défenses induites chez les métazoaires.

Protocole expérimental. Nous avons réalisé une recherche exhaustive de la littérature sur la TGP
en réponse a des indices de prédateurs. Ensuite, nous avons réalisé une sélection en écartant les
¢tudes qui ne se placent pas dans le contexte des interactions prédateur-proie et les études qui
¢tudient seulement les traits reproductifs de la mere. Enfin, nous avons réalisé une synthese

bibliographique sur les 55 études retenues.

Résultats. La TGP affecte tous les types de défense (morphologique, comportementale ou
d’histoire de vie). Dans la plupart des études, la TGP semble augmenter la valeur sélective des
descendants, en permettant aux descendants d’anticiper la présence de prédateurs. Cependant,
la TGP ne semble pas toujours augmenter la valeur sélective des descendants et ses effets
dépendent d’un tres grand nombre de facteurs :
e la génération ayant percue les indices de prédateurs (parents, grands-parents, arricre-
grands-parents) - le chapitre 3 de cette these aborde plus spécifiquement ce facteur ;
e le sexe du parent ayant percu les indices de prédateurs (mere ou pere) - le chapitre 4 de
cette these aborde plus spécifiquement ce facteur ;
e lintensité de la pression de prédation pergue par les parents ;
e le stade de développement pendant lequel les parents percoivent les indices de prédateurs

- le chapitre 5 de cette these aborde plus spécifiquement ce facteur ;
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e le stade de développement des descendants.
Dans cette synthése bibliographique, nous décrivons également les résultats des quelques études
sur Pévolution de la TGP en fonction de la variabilité de la présence de prédateurs dans les
populations et sur les mécanismes moléculaires de la TGP (expression des genes et changements
épigénétiques).
Conclusion. Nous n’en sommes qu’au début de la compréhension de ce phénomene complexe
qu’est la TGP des défenses induites. Des recherches sont encore nécessaires pour déterminer le

role potentiel de la TGP dans 'adaptation des individus a la prédation.
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Juliette Tariel*t, Sandrine Plénett and Emilien Luquet*t

Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, ENTPE, UMR 5023 LEHNA, Villeurbanne, France

Almost all animal species are engaged in predator-prey interactions. These interactions,
variable in time and space, favor the emergence and evolution of phenotypic plasticity,
which allows prey to fine-tune their phenotype to the current risk of predation. A famous
example is the induction of defensive neck-teeth, spines or helmets in some water
fleas when they detect cues of predator presence. In general, the response may
involve different types of traits (behavioral, morphological, physiological, and life-history
traits), alone or in combination. The induced traits may be adaptive anti-predator
defenses or reflect more general stress-based responses. Recently, it has been found
that predator-induced plasticity occurs not only within but also across generations
(transgenerational plasticity), i.e., the phenotype of a generation is influenced by the
detection of predator-cues in previous generation(s), even if the current generation is not
itself exposed to these cues. In this paper, we aim to review this accumulating literature
and propose a current state of key aspects of predator-induced transgenerational
plasticity in metazoans. In particular, we review whether patterns of predator-induced
transgenerational plasticity depend on the type of traits. We analyze the adaptive value of
predator-induced transgenerational plasticity and explore the evidence for its evolution
and underlying mechanisms. We also consider its temporal dynamics: what are the
time windows during which predator-cues must be detected to be transmitted across
generations? Are transgenerational responses in offspring stage-dependent? How many
generations does transgenerational plasticity persist? Finally, we discuss other factors
highlighted in the literature that influence predator-induced transgenerational plasticity:
what are the relative contributions of maternal and paternal exposure to predator-cues
in generating transgenerational plasticity? Do transgenerational responses depend on
offspring sex? Do they scale with the perceived level of predation risk? This review
shows that we are only at the beginning of understanding the processes of predator-
induced transgenerational plasticity, and it encourages future research to fill the lack of
knowledge highlighted here.

Keywords: non-genetic inheritance, inducible defense, intergenerational plasticity, parental effects, sex
dependence, sensitive windows
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Predator-Induced Transgenerational Plasticity

INTRODUCTION

Research on predator-prey interactions and phenotypic plasticity
has been intimately linked for a long time, merging ecological
and evolutionary considerations. At the beginning of the 20th
century, the mutation theory of de Vries and MacDougal
(1905) was predominant, stating that organismal characters
change because of relatively rare and heritable changes in
the genetic material. Stimulated by the short-comings of the
mutation theory, Richard Woltereck was the first to conceptualize
that the phenotype is also influenced by the environment
(Woltereck, 1909). Using Daphnia water fleas as a model
system, he experimentally demonstrated that morphological
shape (the relative size of the head) varied in relation to different
nutrient levels (Nicoglou, 2018). He drew “phenotypic curves”
to describe the phenomenon and coined the term reaction
norm (“Reaktionsnorm”). Using experimental approaches on
a model that is easy and cheap to raise, he thus paved the
way for future studies on phenotypic plasticity—now generally
defined as the ability of a given genotype to express alternative
phenotypes under different environmental conditions (Pigliucci,
2005; namely within-generational plasticity, WGP hereafter).
Particularly, his findings inspired studies on plastic responses
in predator-prey systems, of which morphological change of
Daphnia in presence of predators is the most famous example
(Riessen, 1999; Tollrian and Harvell, 1999). A rich literature
[starting with Gilbert’s (1966) study on rotifers and Jacobs (1967)
on daphnids] has demonstrated predator-induced defenses in
prey (e.g., mammals: Hunter and Skinner, 1998; amphibians:
Van Buskirk, 2002; insects: Li and Lee, 2004; birds: Eggers
et al., 2006; mollusks: Auld and Relyea, 2011; actinopterygii:
Torres-Dowdall et al., 2012; reviewed by Riessen, 1999; Tollrian
and Harvell, 1999) as well as, to a lesser degree, prey-induced
offenses in predators (e.g., Padilla, 2001; Kopp and Tollrian,
2003; Kishida et al.,, 2010). Theory suggests that the evolution
of phenotypic plasticity is favored by the highly variable nature
of predator-prey interactions in both time and space (e.g., Lima,
1998; Sih et al., 2000; Svanbick et al., 2009). In this review,
we will focus on predator-induced plasticity in prey, so-called
inducible defenses, which remains the most common case of
phenotypic plasticity in predator-prey systems (Tollrian and
Harvell, 1999). These anti-predator responses are triggered when
prey detect specific (mechanical, visual, auditory, chemical) cues
of predator presence in their environment—chemical cues being
the most common (predator-specific odor, dietary cues or alarm
cues from injured prey; Mitchell et al., 2017). The response to
predator-cues can involve different types of traits (behavioral,
morphological, physiological and life-history traits), alone or in
combination. These traits can confer defensive value or reflect
stress-based responses. The optimal defense strategies depend
on the relative speed between the expression of traits and
both the onset and duration of risk (Steiner and Pfeiffer, 2007;
Mitchell et al., 2017).

Ninety years after the presentation of R. Woltereck at the
German Society of Zoology, and after a rich literature on
inducible defenses in water fleas had accumulated, Agrawal et al.
(1999) showed that Daphnia cucullata exposed to cues from

dipteran larvae not only express morphological defenses, but
also produce offspring that are better defended than those from
unthreatened parents. This study pioneered the general idea
that phenotypic plasticity can occur across generations and that
such transgenerational plasticity (hereafter TGP) may play an
important role in predator-prey interactions (Agrawal et al,
1999). Since then, a growing number of studies has examined the
ecological and evolutionary importance of TGP both in general
(Figure 1A) and in the context of predator-prey interactions
(Figure 1B). In the present review, we aim to propose a synthesis
of the key aspects of predator-induced TGP in metazoans. We
define TGP as all phenotypic changes in a new generation that
are triggered by the environment experienced by the previous
generation(s). This broad definition (also used in very recent
reviews: Bell and Hellmann, 2019; Yin et al., 2019; Donelan
et al., 2020) allows to encompass effects on offspring phenotype
due to the effect of predator exposure on maternal or paternal
conditions (state-based TGP) and due to signals transmitted by
parents (adaptive TGP). To search for relevant studies, we used
the following keywords in the Web Of Science Core collection:
(“trans?generational plasticity” OR “trans?generational effect?”
OR ‘trans?generational response?” OR “inter?generational
effect?” OR “inter?generational plasticity” OR “inter?generational
response?” OR “maternal effect?” OR “paternal effect?” OR
“parental effect?” OR “grand?parental effect?” OR “maternal
programming” OR “paternal programming” OR “parental
programming” OR “maternal care” OR “paternal care” OR
“parental care” OR “maternal environment” OR “paternal
environment” OR “parental environment” OR “grand?parental
environment” OR “across generations”) AND (anti?predator
OR predation OR predator) and we filtered the results in the
subject areas ‘environmental sciences ecology’ and ‘evolutionary
biology.” Our review includes (1) studies that do not explicitly
use the term ‘transgenerational plasticity’ but that fit in our
definition of TGP, (2) studies in which transgenerational and
within-generational responses interact (non-additive effects; e.g.,
Agrawal et al., 1999; Beaty et al., 2016) or not (additive effects;
e.g., Salinas et al., 2013; Luquet and Tariel, 2016), (3) studies
involving adaptive (e.g., inducible defenses) and/or non-adaptive
(e.g., state-based TGP) responses, and (4) studies in which
parental exposure to predator-cues occurred after fertilization,
but in which it seems unlikely that the early developmental stages
of offspring were able to directly perceive predator-cues on their
own (e.g., exposure to olfactory predator-cues of gravid females,
visual predator-cues during parental care on eggs). However,
we discarded (1) studies that focus on offspring traits without
considering the eco-evolutionary framework of predator-prey
interactions (e.g., cognitive abilities: Coutellier and Wiirbel,
2009; Roche et al., 2012; response to contaminants: Plautz et al,,
2013), using predation risk only as a stressor, and (2) studies
that focus only on the reproductive performance of mothers
(e.g., egg size or clutch size) without evaluating later effects
on offspring traits (e.g., Segers and Taborsky, 2012; Tigreros
et al.,, 2019). Moreover, this review, specifically focused on TGP
in the context of predator-prey interactions, benefits from the
very recent reviews on TGP in general (Bell and Hellmann,
2019; Yin et al., 2019) and in other ecological contexts (climate
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FIGURE 1 | Growing interest in (A) transgenerational plasticity and (B) in predator-induced transgenerational plasticity. (A) List of articles extracted from the Core
Collection of Web of science using the keyword “transgenerational plasticity.” (B) List of articles included in our review (Table 1), see the Introduction for the detailled

B Predator-induced TGP

151

101

change: Donelson et al, 2018; human-altered environment:
Donelan et al., 2020).

In total, we reviewed 55 empirical studies investigating
predator-induced TGP using different predator signals (27
chemical, 17 visual, 5 auditory, 13 real predator) in various
prey species (Table 1). Of these, 40 studies are empirical
demonstrations of predator-induced TGP, while the other 15,
mainly from the past 2 years, tested more specific hypotheses
about TGP. TGP is therefore a growing research field, where
the underlying processes are just starting to be explored. Our
review is structured as follows: first, we summarize the types of
traits involved in predator-induced TGP. Second, we focus on
the evolutionary aspects of predator-induced TGP: what is its
adaptive value? Can transgenerational responses evolve? What
are the underlying mechanisms of inheritance? Third, we analyze
the temporal dynamics of predator-induced TGP: what are the
sensitive developmental windows in parents and offspring? How
many generations does the influence of predators persist in prey?
Fourth, we discuss other key aspects of predator-induced TGP:
sex-specific patterns and adjustment to the intensity of predation.

TYPE OF TRAITS INVOLVED IN
PREDATOR-INDUCED
TRANSGENERATIONAL PLASTICITY

Different types of traits (morphological, behavioral, life-history,
and physiological) are involved in within-generational responses

to predation (Tollrian and Harvell, 1999). These same traits can
be influenced in offspring by parental exposure to predator-
cues (Tables 2, 3), as for instance shell thickness in freshwater
snails (Beaty et al., 2016; Luquet and Tariel, 2016), activity in
sticklebacks (Stein et al., 2018; Hellmann et al., 2019), size at
maturation in water fleas (Tollrian, 1995; Walsh et al., 2016)
or corticosteroids in hares (Sheriff et al., 2010). In the TGP
studies we reviewed, 45% of traits are anti-predator defenses
(e.g., longer helmet in Daphnia, crawling-out behavior in Physa
freshwater snails), whereas the remaining 55% are more general
responses (life-history: e.g., body size and mass; physiological
stress-response: e.g., plasma cortisol; (epi)genomic modifications:
e.g., brain gene expression; Tables 2, 3). Some of these more
general responses may nevertheless contribute to anti-predator
strategy, such as larger eggs (McGhee et al., 2012) or higher size
at birth of offspring prey (Donelan and Trussell, 2018b), which
allow to faster reach a refuge-size. In other cases, the responses
are more likely to be by-products of carry-over effects of parental
exposure to predator-cues (stress-based responses, e.g., smaller
egg size: McGhee et al.,, 2012; smaller size at birth: Monteforte
et al., 2020) or reflect trade-offs between anti-predator defenses
and other functions in offspring (e.g., induction of morphological
defenses at the expense of growth rate or investment in
reproduction: DeWitt et al., 1998). For example, two studies
(Stein and Bell, 2014; Stein et al., 2018) showed that stickleback
offspring produced by fathers exposed to predation risk were
lighter and smaller. It is possible that these offspring received less
fanning (oxygen) from predator-exposed fathers, altering growth
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TABLE 2 | Number of traits investigated across the 55 studies reviewed and putative adaptive value of the predator-induced transgenerational effects according to the

trait type.

Trait type Number of traits(anti-predator defenses) Adaptive Maladaptive Unknown No effect Not relevant
Behavior 41 (35) 22 7 1 11 0
Morphology 42 (21) 20 2 8 12 0
Life-history 49 (11) 12 6 8 19 4
Physiology 10 (0) 2 0 5 3 0
Genomic 5(0) 0 0 4 1 0
Epigenomic 3(0) 0 0 3 0 0

Total (anti-predator defenses) 150 (67) 56 (41) 15 (9) 29 (2) 46 (12) 4 (3)

The numbers in brackets are traits involved in anti-predator defenses. The putative adaptive value (Adaptive, Maladaptive, Unknown) was defined according to the author’s
explanations although most studiies did not directly assess the fithess consequences of predator-induced TGP, ‘Not relevant’ means that it makes no sense to characterize
the adaptive value of a trait (e.g., survival). We do not consider the traits that referred to reproductive performances of parents (e.g., egg size or clutch size).

patterns during embryonic development (carry-over effect), or
that increased timidity (a transgenerationally induced anti-
predator behavior) involved a trade-off with foraging, limiting
feeding of offspring from predator-exposed fathers. In these cases,
we followed the study authors in classifying the traits as anti-
predator defenses (i.e., participating in anti-predator strategy)
or not (Table 3). The empirical studies included in this review
reported statistically significant predator-induced TGP for 55 of
the 68 (81%) anti-predator defenses and for 50 of the 82 (61%)
more general responses (Tables 2, 3), although this rather high
prevalence may be influenced by publication bias.

Induction of anti-predator defenses both within and across
generations depends mainly on the cost/benefit balance in
different environments (with and without predators) (Uller,
2008; Auld et al, 2010; Murren et al, 2015). Benefits of
induced responses can rely on (1) a decrease in the predator’s
ability to perceive the prey (behavioral traits: e.g., increased
refuge use, decreased activity); for example, Freinschlag and
Schausberger (2016) showed in the two-spotted spider mite
(Tetranychus urticae) that maternal exposure to predator-
cues changes offspring preference for feeding sites from the
leaf vein (predator-free mothers) to the leaf blade (predator-
exposed mothers), reducing the likelihood of encountering
predators; (2) a deviation from the predator’s preferred prey
size (morphological and life-history traits: e.g., refuge-size,
acceleration in development time, growth rate; Sogard, 1997);
for example, Stratmann and Taborsky (2014) showed in a
mouthbrooding cichlid (Simochromis pleurospilus) that offspring
from predator-exposed mothers grow faster, protecting them
from gape-limited fish predators; (3) an increased escape
ability (morphological traits: e.g., improving locomotion ability
or increasing handling time of predators to increase escape
probability); for example, Bestion et al. (2014) exposed gravid
females of common lizards (Zootoca vivipara) to snake cues
and observed that offspring from predator-exposed mothers
had longer tails (luring effect). Costs associated with induction
of defenses within a generation arise mainly from changes in
energy allocation. To our knowledge, costs of transgenerationally
induced defenses have never been investigated, but are most
likely similar to those of WGP. In addition, an interesting open
question is whether the fact of transmitting defenses to offspring
incurs costs to the parents.

Induction of anti-predator defenses also depends on trait
lability, i.e., how fast the trait can change (induction and

reversion) relative to predation risk; for example, behavioral traits
are more labile and more easily reversible than morphological
traits, which are in most cases more constrained during
development and exhibit irreversible variations (West-Eberhard,
2003; Ghalambor et al., 2010). Theory therefore predicts that
TGP should be found more frequently for morphological traits
(allowing offspring to orient their early development toward
an anti-predator response based on parental cues, before the
morphological traits are fixed) than in behavioral traits (which
should be more likely to be influenced by current cues) (Piersma
and Drent, 2003; Dingemanse and Wolf, 2013; Kuijper and
Hoyle, 2015). However, contrary to this theoretical prediction,
the empirical studies included in this review found significant
predator-induced TGP for all kinds of anti-predator defenses,
including behavior [18 out of the 21 (86%) morphological
defenses, 25 out of the 35 (71%) behavioral defenses and 10
out of the 11 (91%) life-history defenses, Tables 2, 3]. The
benefit of inducing anti-predator behavior across generations
may be that, precisely because they are highly labile, they
can be quickly “switched off” (due to WGP) in case of a
mismatch between parental and offspring environments (Beaman
etal., 2016). Conversely, TGP involving morphological defensive
traits or life-history traits is likely to irreversibly engage
the offspring in certain developmental trajectories, even if
predation risk decreases.

Overall, our review shows that the effects of parental exposure
to predation are not restricted to specific types of traits. However,
within studies, the transgenerational effects vary strongly among
traits (significance and direction: e.g., Luquet and Tariel, 2016;
Donelan and Trussell, 2018a; Stein et al., 2018), meaning that
interpretations based on single traits will often be meaningless.
Instead, predator-induced TGP should be interpreted in the
context of a global anti-predator strategy, including several types
of traits, and if relevant, their anti-predator role, and how they
trade off with each other.

EVOLUTIONARY ASPECTS OF
PREDATOR-INDUCED
TRANSGENERATIONAL PLASTICITY

A key question for the study of TGP in predator-prey interactions
is whether the transgenerationally induced phenotype actually
increases offspring fitness. Indeed, the evolutionary potential of
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(e.g., Beaty et al., 2016; Freinschlag and Schausberger, 2016;
Luquet and Tariel, 2016).

Evolutionary Implications

The next question is then to know whether predator-induced
TGP can evolve and under what environmental conditions. In
general, phenotypic plasticity is selected when the environment is
variable in time and/or space and provides reliable and accurate
cues about future selection pressures that will act on the induced
phenotype (Kuijper and Hoyle, 2015; Leimar and McNamara,
2015). This is challenging for TGP, because cue perception and
expression of the induced phenotype are distant in time with
a minimum lag time of one generation. Empirical examples
showing that TGP can evolve are rare, but some examples come
indeed from the context of predator-induced defenses. Two
studies have demonstrated local adaptation of transgenerational
responses to predators in wild populations. Storm and Lima
(2010) showed that gravid crickets (Gryllus pennsylvanicus) from
populations with predators produce offspring that are more
responsive to predator-cues than those from populations without
predators. Walsh et al. (2016) studied induced defenses of
Daphnia ambigua in populations under three regimes of fish
predation (consistently strong, consistently weak, or variable
predation risk). They demonstrated that consistently strong (or
weak) predation risk selected for TGP, while variable risk favored
WGP. These two examples confirm that TGP may evolve in
the wild, and that temporal variability and predictability of
predation risk are key forces driving evolution of predator-
induced TGP. In contrast, Goeppner et al. (2020) found Physa
acuta snails from a population with predators to be more crush-
resistant than snails from a population without predators (local
adaptation), but no differential patterns of predator-induced
TGP between the two populations (same transgenerational
responses in both populations, and opposite to WGP). Finally,
evolution of predator-induced TGP is suggested by two studies
on aphids (Acyrthosiphon pisum). Sentis et al. (2019) compared
clonal lineages specialized on two host plants characterized by
contrasting predation risk. They found that lineages specialized
on plants associated with high predation risk had a stronger
transgenerational response to predators (increased frequency
of winged offspring) relative to those from plants associated
with low predation risk. Importantly, the authors showed
that the proportion of winged offspring has high heritability,
indicating that this defense and its plasticity can potentially
evolve by selection. In another study, Sentis et al. (2018)
exposed aphids from the same clone to predator presence or
absence for 27 generations. They observed that predator-induced
TGP was similar between treatments after 16 generations of
predator exposure, but decreased after 25 generations of predator
exposure in the predator treatment compared to the predator-free
treatment, suggesting that TGP was counter-selected (probably
because production costs of defenses were not compensated
by higher survival to predators in their experimental system
where dispersal was limited). With so few studies, it seems
difficult to draw general conclusions about the evolutionary
potential of predator-induced TGP, but both theoretical and
empirical studies point in the same direction. Therefore, it is

crucial to investigate the evolutionary potential of predator-
induced TGP by (1) assessing the heritability of transgenerational
responses to predators, (2) demonstrating in the laboratory (e.g.,
by experimental evolution) that TGP can be selected according
to the variability and predictability of predation risk, and (3)
confirming local adaptation in transgenerational responses to
predators in wild populations.

Inheritance Mechanisms

While it is now well-established that predation can induce
defensive responses that persist for several generations, the
mechanisms underlying this persistence remain a black box.
For example, the relationship between shifts in gene-expression
patterns and defense induction has only been described within
a generation (Miyakawa et al., 2010; Tollrian and Leese, 2010).
For transmission of information across generations, many
authors evoke non-genetic sources of heritability, especially
epigenetic ones (Boskoviz and Rando, 2018; Norouzitallab et al.,
2019; Duempelmann et al., 2020). However, both genetic and
epigenetic mechanisms of predator-induced TGP have rarely
been investigated in detail. Indeed, we found only six studies that
explored predator-induced TGP at the genomic level (McGhee
and Bell, 2014; St-Cyr and McGowan, 2015; Schield et al., 2016;
Hales et al., 2017; Stein et al., 2018; Hellmann et al., 2019).
Hales et al. (2017) tested the influence of chemical cues from
fish predators on gene expression patterns within and across
three generations (FO, F1, and F2) in D. ambigua. The clone
they used was known to show strong predator-induced TGP, with
phenotypic changes opposite to those induced by WGP (Walsh
et al., 2015). They found that TGP and WGP involved changes
in expression level in different sets of genes, indicating divergent
underlying mechanisms. In contrast, Stein et al. (2018) showed
that TGP and WGP involved changes in identical sets of genes
in offspring of three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus),
and that changes in expression level of these genes were identical
whether predation risk was experienced by the father (TGP), the
offspring (WGP) or both. At the phenotypic level, WGP and
TGP also involved identical responses. These two studies suggest
that predation risk induces similar genomic responses within and
across generations when the phenotypic responses are themselves
similar. In addition, genomic mechanisms may differ between the
sexes. Hellmann et al. (2019) demonstrated in G. aculeatus that
maternal and paternal exposure to predation risk had distinct
effects on gene expression patterns in the offspring brain, and that
these effects varied between male and female offspring. A similar
result was observed in mice, where only the gene expression
patterns of female offspring were impacted by maternal exposure
to predator-cues (St-Cyr and McGowan, 2015).

Interestingly, Hales et al. (2017) observed a decrease in
the number of differentially expressed genes between the F1
and F2 generations—a trend consistent with the observed
decrease in transgenerational responses (§4.2; Walsh et al., 2015)
and the lability of inherited epigenetic marks (Fallet et al.,
2020). In a companion methodological paper, Schield et al.
(2016) found shifts in the methylation state of sampled loci
between FO (with predator-cues) and F1 (without predator-
cues) in D. ambigua, suggesting that DNA methylation patterns
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can vary between generations experiencing different predation
environments. However, their experimental design dit not allow
to demonstrate whether the epigenetic modifications are (1)
sensitive to predator-cues (with vs. without predator-cues within
a generation) and (2) related to the transmission of predation
risk across generations (this would require a fully factorial
design across two generations). In addition, Hellmann et al.
(2020) showed that FO exposure to predator-cues influenced
the phenotype of F2 but not F1, indicating that epigenetic
transmission and phenotypic consequences can be decoupled.
Individuals could be carriers of epigenetic information and
transmit altered phenotypes to their offspring without displaying
the phenotypes themselves. Finally, McGhee and Bell (2014)
showed in G. aculeatus that the amount of direct care
provided by fathers, when modulated by predation risk, was
linked to differential expression in offspring brains of a DNA
methyltransferase (Dnmt3a) responsible for de novo methylation.
Although this is not evidence of transgenerational epigenetic
inheritance, it suggests that predation-risk driven behavior of
fathers may influence the epigenetic programming of their
offspring, which might in turn be transmitted to the next
generation. To our knowledge, how and to what extent the
epigenome is related to phenotype across generations is still an
open question both in predator-prey systems and in general
(see Fallet et al., 2020 for a detailed discussion). Taken together,
the above results highlight the need for future work examining
predator-induced TGP and WGP simultaneously, at both the
(epi)genomic and phenotypic levels.

TEMPORAL DYNAMICS OF
PREDATOR-INDUCED
TRANSGENERATIONAL PLASTICITY

Transgenerational plasticity is a temporal process that is initiated
in past generations, but has consequences in current and
future generations. Temporal dynamics are thus a key aspect
of this process: what are the time windows during which an
environmental signal must be detected to be transmitted across
generations? When are the transgenerational responses expressed
in oftspring? How long can predator-induced TGP persist in prey
across generations?

Critical Time Windows to Trigger

Transgenerational Plasticity

Evolution of TGP depends on how accurately the parental cue
eliciting TGP predicts the environment that will exert selection
on the offspring phenotype (Auge et al., 2017; Bell and Hellmann,
2019; Donelan et al., 2020). Cue accuracy depends on the time lag
between cue perception and expression of offspring phenotypes
(§3.2). Therefore, two developmental aspects may influence the
presence, strength and direction of predator-induced TGP: (1)
the life-history stage at which parents perceive environmental
cues (induction time), and (2) the life-history stage at which the
offspring initiate responses (expression time) (Figure 2; Burton
and Metcalfe, 2014; Donelson et al., 2018; Bell and Hellmann,

2019; Yin et al, 2019; Donelan et al,, 2020). Among the 55
studies that explore transgenerational effects in response to
predation risk, 18 investigate patterns of TGP with different
timings of exposure in parents (four studies) or expression in
offspring (14 studies).

Induction Time of Transgenerational Plasticity:
Parental Sensitive Windows

The time at which an environmental change is experienced can
directly influence phenotypic responses in both the exposed
individual (WGP) and its offspring (TGP) (Burton and Metcalfe,
2014; Donelson et al., 2018; Donelan et al, 2020). Some
theoretical models predict that early-perceived cues in parental
development should have weaker effects on offspring than late-
perceived cues (Ezard et al., 2014; Prizak et al., 2014). Indeed,
later parental environments are better predictors of offspring
environment because of the shorter time lag between perception
of cues and the predicted environment. Therefore, the period
before and during reproduction in parental development is
expected to be a critical period for TGP induction (Donelan et al.,
2020). In contrast, some empirical studies rather identify the
early parental development (i.e., embryonic or neonate phases)
as particularly sensitive to influence TGP (Burton and Metcalfe,
2014; Fawcett and Frankenhuis, 2015; Donelson et al., 2018; Yin
etal,, 2019), which might be linked to a higher proportion of early
embryonic cells that are highly sensitive to environmental cues
(Burton and Metcalfe, 2014).

In the context of predator-induced TGP, most studies (62%)
focused on parental exposure during adult life only (Table 1).
A few studies explored the effects of parental exposure during
the post-embryonic period (neonates + larval/juvenile phase,
larval/juvenile phase, larval/juvenile phase + adults; 2, 7, and
13% of studies, respectively) or TGP responses when parents
were confronted with predator presence during their entire life
including the embryonic phase (15%). Only one study was carried
out with parents exposed to predator-cues only in the embryonic
phase (Yin et al., 2015). Finally, we found only four studies
(7%) that compared the influence of different exposure timings
(Agrawal et al., 1999; Mikulski and Pijanowska, 2010; Walsh
et al., 2015; Yin et al.,, 2015). Three of these studies are focused
on water fleas (D. cucullata, D. magna, D. ambigua; Agrawal
et al., 1999; Mikulski and Pijanowska, 2010; Walsh et al., 2015),
while the fourth one is on the rotifer Brachionus calyciflorus
(Yin et al., 2015). Considering these four studies, three patterns
emerge (Figure 2).

Two studies demonstrated that the expression of predator-
induced TGP depended on the parental life stage in which
the cues were perceived, but timing differed between the two.
Agrawal et al. (1999) showed that a defensive morphology in
water fleas (D. cucullata) was induced in offspring from mothers
exposed to predator-cues before becoming pregnant, but not
in offspring from mothers exposed later. Walsh et al. (2015),
working on D. ambigua, found that offspring from mothers
exposed to predator-cues during the juvenile stage did not show
TGP with respect to the age of maturation. In contrast, offspring
from mothers that had been exposed during their entire life or
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FIGURE 2 | Sensitive windows in parental and offspring lifetimes for transgenerational plasticity induction and expression.

only late in their development (i.e., at maturation) matured faster
than those originated from predator-free mothers.

Two other studies highlighted that the strength of predator-
induced TGP depended on the parental life stage in which
the cues were perceived. Offspring from D. magna mothers
exposed to predator-cues at a late juvenile stage exhibited
broader life-history responses to predation (i.e., maturity at
a smaller size, lower fecundity) than offspring from mothers
confronted with predation at earlier or later life stages (Mikulski
and Pijanowska, 2010). Similarly, offspring from B. calyciflorus
mothers exposed to predator cues at a late embryonic stage
exhibited broader morphological responses to predation (i.e.,
longer spine and higher posterolateral spine-body length ratio)
during two generations than offspring from mothers exposed at
earlier embryonic stages (Yin et al., 2015).

To our knowledge, no study has found evidence that the
direction of predator-induced TGP depends on the parental life
stage in which the cues are perceived. However, an element of
a response emerges when two different studies on sticklebacks
(G. aculeatus) are combined. While paternal exposure to
predator-cues during sperm formation decreased offspring anti-
predator behavior and survival in the presence of a real predator
(Hellmann et al., 2019), paternal exposure later during egg care
increased offspring anti-predator behavior and decreased body
size and condition (Stein and Bell, 2014). These results suggest
that, in the first case, fathers transmitted negative effects of
predator-induced stress to their offspring, while in the second
case, fathers pre-adapted their offspring to predation risk.

All these results confirm the importance of considering
how the timing of parental exposure affects the presence,
strength and direction of transgenerational phenotypic changes.
Results are not consistent across studies and show that several
parental life stages can be critical periods for influencing the
next generation (embryonic stage, late juvenile stage, or at
maturation), sometimes with a narrow window of sensitivity
(early and late embryonic stage, or at maturation before or after
being pregnant).

Expression Time of Transgenerational Plasticity:
Offspring Sensitive Windows in Ontogeny

From the offspring’s perspective, timing of cue perception is
important because it determines when offspring can initiate
an appropriate response to information transmitted by their
parents. Some researchers expect a stronger effect on offspring
phenotype when parental cues are received early in embryonic
development (Bell and Hellmann, 2019). However, it is difficult
to know when cues are actually perceived or integrated by
the offspring, and studies generally only report the offspring
stage at which TGP is expressed. The meta-analysis of Yin
et al. (2019) found that TGP is most strongly expressed in
offspring juvenile stages, and less strongly in embryonic and
adult stages. In the context of predation, the majority of
studies measured transgenerational responses only once during
offspring development: during early development (neonates)
in 11% of studies, later during the larval-juvenile stage in
29% of studies, and during the adult stage in 35% of studies
(Table 1). No studies examined TGP expression only in the
embryonic stage. To our knowledge, 14 studies (25%) explored
TGP expression in response to predation risk at different
times in offspring life, either within an offspring stage or
among different stages (Tollrian, 1995; Agrawal et al., 1999;
Sheriff et al., 2010; Coslovsky and Richner, 2011, 2012; Giesing
et al.,, 2011; Basso et al., 2014; Bestion et al., 2014; Stratmann
and Taborsky, 2014; Basso and Richner, 2015a,b; St-Cyr and
McGowan, 2015; Freinschlag and Schausberger, 2016; Li and
Zhang, 2019). Screening these studies, different scenarios are
observed (Figure 2).

Five studies described that parental experience with predation
risk can influence offspring traits early in development, but
the effect dissipates later in life. Two studies on spider
mites (T. urticae) showed that maternal predation experience
retarded offspring development in embryonic, larval and
early juvenile stages, but the effect disappeared in the late
juvenile stage and for reproductive parameters in adults
(Freinschlag and Schausberger, 2016; Li and Zhang, 2019). In the
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same way, offspring of predator-exposed mothers were smaller
and lighter during the early juvenile stage in great tits (Coslovsky
and Richner, 2011, 2012; Basso and Richner, 2015a) and grew
faster in an African cichlid (Stratmann and Taborsky, 2014),
whereas no TGP of these traits was found later in the juvenile
and adult stages for both models.

In the study of Agrawal et al. (1999), TGP was also
expressed early in offspring development, but decreased
later without disappearing completely. Indeed, differences
in helmet length in D. cucullata oftspring (second and third
brood of the same generation) from mothers exposed to
predator-cues relative to those from control mothers were
stronger in the neonate stage than later in the adult stage.
In contrast, Bestion et al. (2014) showed an increasing
strength of TGP expression over offspring development:
common lizard juveniles (Z. vivipara) born to mothers
exposed to predator-cues had longer tails relative to body
length already at birth, but the difference was stronger later
in development. In the study of Basso and Richner (2015b)
on great tits, maternal exposure to predator-cues did not
significantly alter offspring growth rate at birth, but later during
juvenile development.

Three other studies also showed that parental predator
experience induces defenses in early life-history stages that
persist over offspring development with approximately the
same strength. For example, in Tollrian (1995), the difference
in body size of D. pulex offspring from mothers exposed
to predator-cues relative to offspring from control mothers
remained significant and at approximately the same strength
throughout juvenile development (six instars). In another species
of water flea (D. cucullata), neonates (first brood) born from
mothers exposed to predator-cues produced stronger induced
defenses (i.e., higher relative helmet length) than neonates from
mothers raised in a predator-free environment (Agrawal et al,
1999), and this effect persisted with the same strength when
offspring reached maturity. In the same way, Sheriff et al.
(2010) found identical patterns of TGP responses (increased
fecal corticosteroid metabolite concentration, a stress index) for
juvenile snowshoe hares (L. americanus) irrespective of their age.

In contrast, only one study (Coslovsky and Richner,
2011), on wing development in great tits (P. major), found
transgenerational responses changing direction over the course
of offspring development. The authors found that, just after
birth, offspring from predator-exposed mothers had shorter
wings than those from predator-free mothers. Later, however,
wing growth in offspring from predator-exposed mothers was
accelerated. Consequently, on day 14, the difference between the
two treatments had vanished, and at age of maturity, offspring
from predator-exposed mothers had longer wings than those
from predator-free mothers.

Finally, to our knowledge, no studies to date found
that parental experience of predator-cues can shape offspring
phenotype strictly late in life. While many studies (42%)
investigated and found TGP in adults, it is not possible to
determine if these transgenerational effects appeared earlier
and persisted across development or if they appeared only in
the adult stage.

All these studies on expression time suggest that offspring can
integrate past experiences of predation into the expression
of their phenotype at different stages of development.
Transgenerational effects in offspring may be expressed in
a single stage or throughout the entire life, and their strength
and direction can change during development. Contrary to the
meta-analysis of Yin et al. (2019), which found that TGP tends
to be weak in early offspring development and stronger later on
during the juvenile stage, most studies reviewed here show that
predator-induced TGP is stronger in early offspring stages.

In conclusion, empirical studies on the timing of TGP
showed equivocal and often inconsistent results. Indeed, TGP
may be induced by predator-cues perceived during different
developmental windows in parents and may be expressed at
different life stages in offspring. Missing these critical windows
in experiments may lead to underestimation of the importance of
TGP in predator-prey interactions.

Persistence Across Generations

How and for how long predator-induced TGP can persist in prey
across generations is crucial information, because it determines
the extent to which transgenerational responses contribute to
long-term evolutionary changes. Since TGP is characterized
by a lag time between cue perception and expression of the
induced phenotype (§3.2), its persistence across generations
should depend on the reliability of cues in predicting predation
risk in subsequent generations. Based on the patterns proposed
in the review of Bell and Hellmann (2019) on general TGP,
we can propose three scenarios: (1) Cues are reliable indicators
of predation risk only for the next generation: F1 offspring
produced by parents exposed to predator-cues (FO generation)
express phenotypic changes, which dissipate in the F2 and
subsequent generations (pattern 1 in Figure 3); (2) Cues are
reliable indicators for several generations: the induced phenotype
of the F1 generation persists in a similar way (strength and
direction) across one (F2) or multiple generations (pattern 2
in Figure 3); (3) The reliability of cues decreases over time:
the induced phenotype of the F1 generation persists across
multiple generations, but with decreasing mean effects between
consecutive generations (pattern 3 in Figure 3).

OFFSPRING GENERATIONS

PARENTS

(1) Disappear
! 1(2) Persist ?
Predator
1(3) Decline ~a ~a ?

FIGURE 3 | Scenarios of transgenerational plasticity persistence over
generations. Prey are exposed to predator cues only at the FO generation.
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Most of the studies reviewed here (87%) investigated predator-
induced TGP over two generations only (FO and F1). In the
following, we summarize the results of seven studies that explored
the influence of past exposure to predation over three (Agrawal
et al., 1999; Yin et al., 2015; Hales et al., 2017; Hellmann et al.,
2020; Tariel et al., 2020), four (Walsh et al., 2015) or five
generations (Sentis et al., 2018). Agrawal et al. (1999) showed that
the morphological defense of D. cucullata (relative helmet length)
induced in F1 offspring from F0O predator-exposed parents
disappeared in F2 offspring (pattern 1 in Figure 3). A similar
pattern was found for clutch size in D. ambigua (Walsh et al.,
2015), total length and stress-induced cortisol in the three-spined
stickleback G. aculeatus (Hellmann et al., 2020), and for body
mass and shell size in the freshwater snail P. acuta (Tariel et al.,
2020): in all cases, the transgenerational effect disappeared in
the F2 generation (no effect of the grand-parental environment).
In contrast, Yin et al. (2015) demonstrated grand-maternal
induction of defensive morphology (posterolateral spine) in
rotifers B. calyciflorus. Similarly, Tariel et al. (2020) found
that grand-parental exposure to predator-cues influenced escape
behavior and shell thickness in P. acuta. For age at maturation
in D. ambigua, predator-induced TGP (earlier maturation) was
detectable two generations following cue removal (ie., until
the F2 generation), and finally disappeared in the F3 (Walsh
et al., 2015). Interestingly, the transgenerational effect in the F2
generation was lower than in the F1 in all studies (Walsh et al,,
2015; Yin et al., 2015; Tariel et al., 2020), indicating a decline
of transgenerational response to predation over time (pattern
3 in Figure 3). Moreover, Hellmann et al. (2020) observed in
G. aculeatus that predator-induced TGP persisted in a lineage-
specific (through the grand-maternal or grand-paternal lineage)
and in a sex-specific (only in male or female grand-offspring)
way: F2 females were heavier and had a reduced anti-predator
response (reduced activity after a simulated predator attack)
when their paternal grandfather was exposed to predator-cues,
while F2 males had a reduced anti-predator response (frozen
and escape behavior) when their maternal grandfather was
exposed to predator-cues. This means that transgenerational
effects may selectively persist across generations in only a subset
of individuals, which can make it very difficult to assess the
persistence of predator-induced TGP, since most studies focused
on average responses only. To our knowledge, the experimental-
evolution experiment by Sentis et al. (2018) is the only study
that investigated predator-induced TGP over five generations.
They exposed genetically identical pea aphids (A. pisum) to
predator presence for 27 generations, but removed predators
at three points (after 3, 13, and 22 generations of exposure)
and monitored predator-induced TGP for five generations after
predator removal. They found that the defensive phenotype—a
high frequency of winged aphids in the population—persisted for
one generation after predator removal, but then fell for two to
three generations below the level of the predator-free treatment
(lower proportion of aphids with defenses). This example
illustrates not only that TGP can persist over several generations,
but also that the effects can change direction (potentially going
from adaptive to non-adaptive) over generations. Interestingly,
the number of generations needed to come back to the level

of the predator-free treatment increased with the number of
generations previously exposed to predators. This suggests that
the accumulation of exposures to predators over generations may
increase the persistence of predator-induced TGP.

Although there are too few studies to draw a general
conclusion, all studies to date show that predator-induced TGP
can extend beyond the generation following predator exposure,
but seems to decline gradually with each generation and
eventually disappear (pattern 3 on Figure 3). This highlights the
need for empirical studies on longer timescales to determine how
long the signals of predators are embedded across generations.

OTHER KEY ASPECTS OF
PREDATOR-INDUCED
TRANSGENERATIONAL PLASTICITY

According to the literature, two other aspects can influence
the induction, strength and direction of predator-induced TGP:
sex and the strength of predation risk. The key questions are:
(1) Do paternal and maternal environments influence offspring
phenotype in the same way or not? And do transgenerational
responses depend on offspring sex? (2) Do prey invest in anti-
predator responses according to the level of predation risk in the
parental environment?

Sex-Specific Predator-Induced
Transgenerational Plasticity

TGP can be sex-specific: its induction in offspring may depend on
which parent transmits the environmental signal (parental level)
and its expression by offspring may depend on their sex (offspring
level). At the parental level, TGP can be induced in offspring
by the maternal environment, the paternal environment, or
both (e.g., Bonduriansky and Head, 2007; Triggs and Knell,
2012; Guillaume et al., 2016) (left panel on Figure 4). Parental
cues can lead to (1) different information allowing offspring to
trigger different responses in terms of strength or direction or
at different developmental stages (multiple messages hypothesis),
or (2) similar information allowing offspring to only respond
to cues when they receive information through more than one
modality (threshold hypothesis) or just to have a backup (backup
hypothesis) (Bell and Hellmann, 2019). At the offspring level, the
parental environment can impact only daughters, only sons, or
both daughters and sons, which can lead to different responses
in terms of strength and/or direction (review in Glover and Hill,
2012 for the effects of parental stress) (right panel on Figure 4).
What favors sex-specific patterns at parental and offspring levels
remains unexplored, but potentially has strong evolutionary
implications (Bell and Hellmann, 2019).

Parental Sex-Specific Transgenerational Plasticity

It has long been assumed that induction of TGP is mostly
driven by the maternal environment (Crean and Bonduriansky,
2014). Consequently, sex-specificity of TGP at the parental
level has been largely overlooked. In the context of predator-
induced TGP, it has only been investigated in two studies
on sticklebacks (Hellmann et al., 2019; Lehto and Tinghitella,
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FIGURE 4 | Sex-specific predator-induced transgenerational plasticity. Even if
both parents detected cues of predator presence, offspring may respond only
to maternal cues (pattern 1), only to paternal cues (2) or to both parental cues
with similar (3.1) or different effects on strength and/or direction between
maternal and paternal cues (3.2). Furthermore, the response to parental cues
may be expressed in daughters only (pattern a), in sons only (b) or in both
daughters and sons but with similar (c) or different responses in terms of
strength and/or direction (d).

2019). In these studies, parental sex-specific TGP patterns
were highly dependent on offspring traits. Some offspring
traits were affected only by maternal exposure to predator-
cues (cautiousness) or only by paternal exposure (activity)
(patterns 1 and 2 on Figure 4). For the other traits (survival,
cortisol level in the daughter’s egg), effects of paternal exposure
interacted with effects of maternal exposure, adding yet
another layer of complexity. In other words, the presence and
pattern of paternal effects depended on maternal exposure to
predator-cues (and vice-versa). For example, in Hellmann et al.
(2019), paternal exposure decreased offspring survival to a
real predator, but only when mothers had not been exposed
to predator-cues. When mothers had been exposed, paternal
exposure did not affect offspring survival (multiple message
hypothesis). In Lehto and Tinghitella (2019), only exposure of
both parents increased cortisol level of daughters egg, while
paternal exposure or maternal exposure alone had no effect
(threshold hypothesis).

Offspring Sex-Specific Transgenerational Plasticity

In the context of predator-induced TGP, sex-specific TGP at
the offspring level has been investigated in seven studies:
three on great tits (Coslovsky and Richner, 2011; Basso and
Richner, 2015a,b), two on sticklebacks (Stein and Bell, 2014;
Hellmann et al, 2019), one on spider mites (Li and Zhang,
2019) and one on mice (St-Cyr and McGowan, 2015). As
at the parental level, sex-specific TGP patterns were highly
dependent on offspring traits. Most traits (e.g., weight, body
size, survival, cautiousness) did not show any sex-specific
pattern: daughters and sons were equally affected by the

parental environment (Coslovsky and Richner, 2011; Stein
and Bell, 2014; Basso and Richner, 2015a,b; Hellmann et al,
2019) (pattern c in Figure 4). For the other traits, parental
exposure influenced only one sex and not the other (patterns
a and b in Figure 4: Coslovsky and Richner, 2011; Basso
and Richner, 2015a; Hellmann et al, 2019; Li and Zhang,
2019). For instance, paternal exposure to predator-cues increased
activity of sons but not daughters—this could be adaptive, as
only males may benefit from higher activity under predation
risk in sticklebacks. Only one study showed that the paternal
environment can influence both daughters and sons but
with different strength: daughters increased their anti-predator
behavior and cortisol level more than sons following maternal
exposure to predator-cues in mice (pattern d in Figure 4;
St-Cyr and McGowan, 2015).

At the parental level, as all results are on sticklebacks,
more species remain to be described to generalize the existence
and patterns of parental sex-specific TGP. However, these few
results suggest that offspring integrate cues from both parents,
raising questions about how parental cues combine together
(i.e., whether they are additive, non-additive, repetitious, etc.
Bell and Hellmann, 2019). At the offspring level, daughters
and sons tend to react similarly, but when sex-specific TGP is
present, transgenerational responses are often observed in one
sex and not the other.

In conclusion, all these results suggest that sex of both
offspring and parents may shape how TGP impacts predator-
induced traits. We still do not know what favors sex-specific TGP
at both parental and offspring levels. Sexual conflict may play
a role if males and females have different phenotypic optima
when facing predation risk (Christe et al., 2006; Meuthen et al.,
2018; Burke et al, 2019). Sex-differences in ecology, gamete
dispersal or offspring investment may also play a role if, for
example, maternal and paternal environments predict offspring
environment differently (§3.2; Bell and Hellmann, 2019).

Adjustment of Transgenerational
Plasticity to Predation Risk

In the context of WGP, anti-predator defenses have long
been considered as polyphenism between defended and
undefended morphologies (Figure 5A; Harvell, 1990). For
instance, a field experiment on the acorn barnacle Chthamalus
anisopoma showed polyphenism with two distinct shell
morphologies (straight vs. curved shape) in response to
predation (Lively, 1986). In reality, however, level of expression
of anti-predator defenses is often correlated with intensity
of current predation risk (i.e, phenotypic modulation;
Figure 5B; e.g., Tollrian, 1993; Van Buskirk and Arioli,
2002; Laurila et al, 2004), allowing prey to be protected
from predators while limiting the costs of over-expression of
defense (Tollrian et al., 2015). For example, Teplitsky et al.
(2005) found a positive correlation between morphological
changes and fish predator density in Rana dalmatina tadpoles,
and Yin et al. (2015) found a positive correlation between
spine development and concentration of predator-cues
in the rotifer B. calyciflorus. We can therefore reasonably
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Ph. 2

Offspring phenotype

Predation risk in the parental environment

FIGURE 5 | Offspring trait expression according to increasing predation risk in the parental environment. When the risk increases, (A) there is no interest to be half
protected against a predator, the expected response is a polyphenism (threshold response), or (B) the strength of the response is expected to be proportional to
actual risk (phenotypic modulation). Photographs are from Agrawal (2001), (reprinted with permission from AAAS) and from Herzog and Laforsch (2013).

suggest that the level of TGP (i.e, level of expression of
offspring defenses) should also be proportional to the level
of predation risk perceived by ancestors (Figure 5B). This
hypothesis has been investigated in only three papers. Podjasek
et al. (2005) clearly found a positive and relatively linear
correlation between production of winged offspring in the pea
aphid A. pisum and concentration of alarm pheromones, a
reliable cue of predation risk. Also in the pea aphid, Kunert
and Weisser (2003) found a non-linear relation between
transgenerational response and parental predation risk, with
the strongest response (i.e., highest percentage of winged
offspring) being observed at an intermediate predation risk
and the lowest response at very high and very low predation
risk. Finally, Freinschlag and Schausberger (2016) did not
find any correlation between developmental time or anti-
predator behavior of juvenile spider mites (7. urticae) and
the intensity of predation risk (no, low, moderate, severe)
experienced by their mothers. To get a consistent picture,
more empirical studies are needed on how the intensity of
parental predation risk modulates the expression level of
offspring defenses.

CONCLUSION

Predator-prey interactions have long been a focus of
ecological and evolutionary studies, likely because almost
all species are engaged in such interactions. The literature
has accumulated a solid knowledge of within-generation
plasticity (WGP) in prey and predators, and it is commonly
observed that prey develop defensive phenotypes when they
detect predation risk. Over the past two decades, some
studies have also shown that prey exposed to predator-cues
can produce offspring with better defenses than offspring

from predator-free parents [transgenerational plasticity
(TGP)]. This review summarizes current knowledge on
predator-induced TGP in metazoans. Most of the 55
studies we reviewed focused on five model taxa: fish (24%)
aphids (16%), water fleas (15%), aquatic snails (15%), and
birds (11%). Although a more diverse set of taxa would
allow for more robust generalizations, the study of TGP
requires rearing animals over at least two generations,
which limits the study to taxa with short generation times.
This explains why some taxa that are widely used to
study predator-induced WGP, such as amphibians, are still
lacking in TGP studies.

Our review highlights that all kinds of traits are prone to
exhibit predator-induced TGP, even the most labile ones such
as behavior. Predator-induced TGP seems to confer increased
fitness in most studies, is evolvable (e.g., shows signatures of
local adaptation) and can involve epigenetic mechanisms of
inheritance, although these aspects are still too rarely evaluated.
However, predator-induced TGP is often characterized by
complex phenotypic patterns that can be difficult to interpret
and do not always fit with simple explanatory scenarios invoking
clear adaptive advantages. The induction, strength, and direction
of predator-induced TGP depend on several factors and their
interplay:

(1) Timing is important, but no general sensitive or critical
periods can be defined, either in terms of parental
information or offspring expression.

(2) Predator-induced TGP can persist for more than one
generation (three generations on average in studies
conducted over a sufficiently long time-frame), meaning
that past environments may interact with each other and
with offspring environmental conditions in shaping the
anti-predator phenotype.
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(3) The induction of TGP can depend on which parent
(mother or father) has been exposed to predation risk, and
its expression can be different in daughters and sons.

(4) While prey are often able to adjust their within-
generational defenses to the level of predation risk,
evidence of such scaling is lacking for TGP, but the number
of relevant studies is still very limited.

Despite these general conclusions, we are only at the beginning
of understanding the processes involved in predator-induced
TGP. Indeed, most current studies only describe the existence
of TGP in response to predation risk, while very few unravel
the underlying processes. This makes TGP an exciting and
challenging research topic for future studies. Such studies will
be necessary (1) to add more examples of predator-induced
TGP, (2) to study TGP in different offspring environments to
account for the interplay between past and current predation
risk, and (3) to disentangle the complexity of TGP (ie.,
dissect processes and underlying mechanisms of induction
and expression) in order to evaluate its adaptive value
and its ecological and evolutionary impacts in predator-prey
interactions. A relevant perspective would be to consider
implications of TGP at the population level. Particularly, how
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Chapitre 2 — Interaction TGP
et WGP

Cette ¢étude a été publiée dans le journal BMC  Ewolutionary Biolgy en 2016
(https://doi.org/10.1186/s12862-016-0795-9) 4 la suite de mon stage de master 2 avec Emilien
Luquet et est a Porigine de mon projet de these. Elle est appelée « étude interaction » dans la
discussion.

Contexte. La WGP et la TGP sont souvent considérées comme deux processus indépendants.
Pourtant, les démonstrations expérimentales que la WGP et TGP peuvent interagir s’accumulent
dans la littérature. Dans le contexte des défenses induites, un des cas de plasticité les plus
emblématiques, l'interaction WGP x TGP a été tres peu étudiée. I'objectif de cet article est

d’étudier l'interaction WGP x TGP dans le contexte des défenses induites de Physa acuta.

Protocole expérimental. Nous avons élevé des physes sur deux P

C P
N\
sans indices (traitement controle C). C P C P

générations avec indices de prédateurs (traitement prédateur P) ou

Résultats. Nous démontrons bien une interaction significative WGP x TGP sur les défenses
induites de la physe. Les effets résultant de cette interaction étaient spécifiques a chaque trait.
Concernant la sortie de I'eau et épaisseur de la coquille, les physes
issues de parents exposés (points noirs) étaient plus hors de 'eau et
avaient une coquille plus épaisse que celles issues de parents non

exposés (points blancs). Cet effet était présent uniquement chez les

Comportement de fuite
Epaisseur de la coquille

physes qui n’ont pas été elles-mémes exposées a des indices de

P ) -
Environnement des descendants  Prédateurs (environnement des descendants = C).

Conclusion. L’interaction entre WGP et TGP fagonne le phénotype des descendants et serait donc

importante pour I'évolution de la plasticité.
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Abstract

Background: Within-generational plasticity (WGP) and transgenerational plasticity (TGP) are mechanisms allowing
rapid adaptive responses to fluctuating environments without genetic change. These forms of plasticity have often
been viewed as independent processes. Recent evidence suggests that WGP is altered by the environmental
conditions experienced by previous generations (i.e, TGP). In the context of inducible defenses, one of the most
studied cases of plasticity, the WGP x TGP interaction has been poorly investigated.

Results: We provide evidence that TGP can alter the reaction norms of inducible defenses in a freshwater snail. The
WGP x TGP interaction patterns are trait-specific and lead to decreased slope of reaction norms (behaviour and
shell thickness). Offspring from induced parents showed a higher predator avoidance behaviour and a thicker shell
than snails from non-induced parents in no predator-cue environment while they reached similar defenses in
predator-cue environment. The WGP x TGP interaction further lead to a switch from a plastic towards a constitutive
expression of defenses for shell dimensions (flat reaction norm).

Conclusions: WGP-alteration by TGP may shape the adaptive responses to environmental change and then has a
substantial importance to understand the evolution of plasticity.

Keywords: Phenotypic plasticity, Transgenerational plasticity, Inducible defenses, Predator-prey interactions,

Reaction norm, Physa acuta

Background

Phenotypic adaptation to fluctuating environments can
occur through genetic evolution in response to natural
selection over generations, or expression of traits within
a generation in response to environmental cues (within-
generational phenotypic plasticity, WGP). Furthermore,
non-genetic inheritance of phenotypic responses induced
by a variety of biotic and abiotic stresses [1] occurs in
many organisms [2]. Transgenerational plasticity (TGP)
is a change in offspring phenotype that is cued by an
environmental signal in the parental generation (and
possibly the previous ancestors) without involving genetic
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change in offspring [3]. It can occur through environmen-
tal influence on maternal (or more generally, parental)
effects, whereby the phenotype of an offspring depends
on the phenotype of its parents, regardless of their
genotype [4—7]. Mecanistically, it may be mediated by
parental care (as often assumed for parental effects), or
by any form of epigenetic inheritance not involving
changes in the DNA sequence, including DNA methy-
lation marks, histone protein modifications and small
RNA molecules [8-10].

WGP and more recently TGP have been highlighted
as mechanisms allowing rapid adaptive responses to
environmental change [3, 5, 11-13]. Nevertheless, the
acquisition of the adaptive phenotype via WGP may be
delayed by the lack of offspring sensory organs that can
detect reliable cues early in development, and by the

© 2016 The Author(s). Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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time required for major developmental changes [14, 15].
TGP may allow overcoming such developmental con-
straints on the timing of plastic responses [16]. By
producing plastically induced offspring, parents pre-
condition them to a given environment, improving their
survival early in life before they detect the environmen-
tal cues [4, 5, 17]. TGP may also allow acquisition of
more accurate information about the average environ-
ment, by integration over a longer duration [18].

Thus, WGP and TGP both play a key role in adaptive
responses to environmental changes. However, they are
expected to evolve in slighlty different contexts [19].
WGP is selected when environments are spatially and/or
temporally heterogeneous [20], costs of plasticity are low
[15, 21] and cues reflect the state of the environment
where selection operates on the phenotype [22-25]. In
contrast, TGP is favoured when environmental (tem-
poral) heterogeneity across generations and costs of
obtaining information and responding are low, and when
parental environment is a good proxy of offspring envir-
onment [1, 10, 14, 18, 26, 27]. These forms of plasticity
have often been viewed as separate processes, occuring
independently from each other and thus contributing
additively to the offspring phenotype (additive effect;
Fig. 1a; Beaman et al. [28]). The majority of studies have
only investigated how TGP can change mean trait
values. Yet, recent evidence suggested that TGP can alter
the WGP reaction norm (ie., the full set of phenotypic
responses to an environmental variable within a gener-
ation; Salinas et al. [29] for a review). This interaction
between TGP and WGP can have substantial importance
to understand the evolution of plasticity, because it can
shape the adaptive strategies in response to environmen-
tal change. WGP x TGP interaction may allow (i) to
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reach the adaptive phenotype faster and/or with a lower
cost (Fig. 1b) or (ii) to change the adaptive phenotype
according to the parental environment (change in di-
rection of the offspring reaction norms; Fig. 1c). A re-
cent theory suggests that the strongest transgenerational
effects occur for traits that experience very strong selec-
tion and for which WGP is severely constrained [19].
Such a balance between WGP and TGP can shape the
adaptive strategies in response to environmental change.

Inducible defenses are one of the most studied cases
of WGP. A great variety of plants and animals produce
ennemy-specific phenotypes by detecting enemy cues re-
leased in the environment [3, 30]. There are numerous
examples of morphological defenses induced by predator
kairomones (cues) in animals. The most famous one is
the expression of neckteeth in some Daphnia species,
that is also the example used to define the terms of reac-
tion norms [31]. Inducible defenses are an example of
adaptive phenotypic plasticity improving fitness in pres-
ence of ennemies while avoiding potential costs associ-
ated with defense production when it is not needed [30].
Such evidence of phenotypic benefits and costs have
been particularly demonstrated in predator-prey systems
for inducible morphology, life-history and behaviour
defenses in animals [32-37].

Parental exposure to predator cues can significantly alter
the offspring phenotype (TGP), such as modifications in
various life-history traits [38—40] or induction of defensive
morphologies [16, 41, 42] or behaviour [43—46]. TGP of
defenses may be highly advantageous and positively
selected in nature [3, 12, 16], and may thus be an import-
ant component of predator-prey interaction. Surprisingly,
very few studies investigated the TGP on the offspring re-
action norms of defensive traits themselves (e.g., Agrawal
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Fig. 1 Distinction between within-generational plasticity (WGP) and transgenerational plasticity (TGP), and their additive or interactive effects.
Additive effect: (a) offspring phenotype is independently affected by offspring environment (WGP) and parental environment (TGP). Interactive
effect: (b) the parental environment only alters the slope of the offspring reaction norm or (c) the parental environment alters the offspring
reaction norm direction, producing an opposite response for a same offspring environment. 1 et 2 are two disctinct environments where the
phenotype of the offspring is measured. The black and dashed lines represent offspring reaction norms for two different parental environments
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et al, [16]; Beaty et al, [42]). The pioneering study of
Agrawal et al. [16] investigated the transmission of the
anti-predator morph in Daphnia cucullata across several
generations and showed that individuals with induced
neckteeth produced offspring with a typical predator-
induced morph. However, there was no change in off-
spring reaction norms and their results thus demonstrated
that WGP and TGP contributed additively to the offspring
phenotype. Beaty et al. [42] found a similar additive
contribution for one defense trait while other traits were
exclusively affected by TGP or WGP in a freshwater snail.
Changes in offspring reaction norms via TGP (interactive
effect) are however well-known in other contexts [28, 29]
but, to our knowledge, they have never been demonstrated
for inducible defense traits.

In this study, we conducted an experimental two-
generation study to investigate how WGP and TGP can
interact to shape the inducible defenses of the freshwater
snail Physa acuta (behaviour and shell morphology) in
response to predator cues. The hermaphroditic Physa
gastropods have been used in numerous works studying
inducible defenses (e.g., DeWitt [37]; DeWitt et al., [47];
Auld & Relyea [48]; Gustafson et al., [49]; Auld &
Houser [50]; Beaty et al., [42]). Modifications of shell
morphology and behaviour induced by predator cues are
thus well-described (shell-crushing resistant: e.g., thicker
shell, rotund shell shape and predator avoidance behav-
iour). In addition, the short generation time of this
species allows to conduct an experiment across multiple
generations. We compared the offspring reaction norms
of inducible defenses (predator avoidance and shell-
crushing resistant morphology) in response to parental
and offspring environments (control and predator cues).
We expected that parental environment can generate (i)
an additive effect leading to an increase of maximal
defenses in predator-cue offspring environment (higher
proportion of predator avoidance, thicker shell, more
rotund shell shape; Fig. 1a) and/or (i) a WGP x TGP
interaction, with a change in the slope (but not necessar-
ily direction) of offspring reaction norms (Fig. 1b).

Methods

Animal collection and experimental design

Adult P. acuta snails were collected (n = 150) in March
2015 in a lentic backwater of the Rhone river (45.80° N,
4.92° E) in Lyon, France. Predators (fish and crayfish) are
present in this natural environment. We pooled all snails
overnight in a 10 L-aquarium to ensure that offspring
result from outcrossing (P. acuta is a preferential out-
crosser; Jarne et al. [51]). Then, we individually isolated
all snails in 70 mL plastic boxes filled with reconstituted
water (2.4 g NaHCO3, 3 g CaSO,4, 1.5 g MgSO,, 0.1 g
KCl to 25 L deionized water; pH 6.83; [Ca2+] =28 mg/
L) in a 25 °C experimental room with 12 h light—dark
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photoperiod. After 24 h, we haphazardly selected 15 of
these wild-caught (GO) snails that had laid a first egg
capsule each. These 15 egg capsules (hereafter called
“families”) developed until hatching (~7 days) and con-
stituted the parental generation (G1). Two days after
hatching, we haphazardly sampled 12 siblings per family
and split them into two environments: six snails remained
in a no-predator environment while 6 others were moved
in a predator-cue environment (# total = 180 individuals).
These G1 snails were reared in 70 mL plastic boxes with a
constant density of six sibling/box. At 28-days old, they
were isolated in the same type of plastic boxes. Boxes were
closed to prevent snail escape. 7 G1 snails died during the
experiment. At 35-days old, we generated the second
generation. Predator cues were obtained by individually
rearing crayfishes (Procambarus clarkii) in 4 L reconsti-
tuted water and feeding every 3 days with ~ 200 mg of P.
acuta [48]. Twice a week, at each water renewal, the
crayfish-conditioned water was used for the predator-cue
treatment. Snails in the control treatment were always
reared only in reconstituted water. Water and food (ad
libitum, chopped and boiled lettuce) were renewed at the
same frequency for all experimental snails.

To generate the offspring snail generation (G2), we
formed six copulation groups per treatment. Each copu-
lation group included 15 G1 adult snails (one individual
per G1 family per treatment). Each group was placed for
24 h in a 5 L aquarium and thereafter individuals were
isolated. After 24 h, we haphazardly selected 17 G1
snails from each treatment that had laid eggs (i.e, 17
families per parental treatment). We then followed the
same protocol as previously to rear G2 snails in no-
predator or predator-cue environments (1 total = 408).
33 G2 snails died during the experiment. We measured
the phenotypic traits at 49-days old. Individuals of the
G2 generation consequently corresponded to one of the
four life-history lineages: (i) control parents - > control
offspring, (ii) control - > predator-cues, (iii) predator-
cues - > control and (iv) predator-cues - > predator-cues
(Additional file 1).

Behavioural assay and morphology measurements

To investigate TGP of anti-predator defenses, we esti-
mated, on both G1 and G2, snails predator avoidance
behaviour and measured six morphological traits (total
weight, shell thickness, shell length, shell width, aperture
length and aperture width) known to be influenced by
predator cues and involded in adaptive anti-predator
responses [37, 47, 48]. Snail behavioural response was
recorded in their rearing boxes with predator cues
present or absent according to the treatment, 24 h after
a water change, 1 week before the morphology measure-
ments. Predator avoidance behaviour was estimated by
the proportion of snails crawling to the water surface or
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out of the water (called crawling-out behaviour here-
after). Snails were photographed and the software Image]
(http://imagej.nih.gov/ij/) was used to measure the
maximum lengths (shell length, shell width, aperture
length and aperture width). The shell shape was assessed
by calculating the shell length / shell width ratio. Shell
thickness was measured with a numerical caliper at the
nearest 0.01 mm. Snails were weighed with an electronic
scale at the nearest 0.001 mg.

Statistical analyses

The effect of predator cues on predator avoidance
behaviour was analyzed using generalized linear mixed
models assuming a binomial distribution (logit link func-
tion). The effect of predator cues on morphology was
analyzed using linear mixed models with restricted max-
imum likelihood estimation and Kenward and Roger’s
approximation for degrees of freedom. Because all traits
were strongly correlated with weight, we used analyses
of covariance (ANCOVA) to control weight effect (log
transformation) on the dependent variables, except for
the shell length / shell width ratio (no significant cor-
relation with weight). Interactions between the weight
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covariate and other fixed effects were removed when
non-significant.

Parental (E1) and offspring (E2) environments (control
or predator-cue) and their interaction were considered
as fixed effects, and family was considered as a random
intercept effect. When interactions with the weight
covariate were significant (shell length and shell width),
we splitted the weight covariate into two groups around
the median (pre- and post- weight median) and then
analyzed the effects of parental and offspring environ-
ments in each case. The results on aperture dimensions
were all non-significant and were then not shown. The
results on G1 generation are shown in supplementary
material (Additional file 2). Generalized mixed models
were done in R 3.2.1 (R Core Team 2015) with the
glmmPQL function (MASS package) and linear mixed
models were done in JMP 10 (SAS Institute, NC).

Results

An interaction of Parental-by-Offspring environments af-
fected crawling-out behaviour (GLMM, Parental env.: t35
=2.928, p =0.006, Offspring env.: tz5 = 5.5185, p <0.001;
Parental x Offspring env.: t35= -2.177, p = 0.036; Fig. 2a)
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and shell thickness (Fig. 2¢; Table 1), demonstrating that
parental environment causes a shift in the slope of
offspring reaction norms. Surprisingly, this interaction
was sometimes antagonistic, such that exposing the
parents to the predator cue reduces the response of
their offspring to this cue. For instance, the increase in
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crawling-out behaviour and shell thickness in environ-
ment with predator cues was higher for offspring from
control parental environment (45 and 71 %, respect-
ively) than those from predator-cue parental environ-
ment (30 and 49 %, respectively). Regarding the direct
effect of parental environment on offspring phenotype

Table 1 Results of linear mixed models analyses of (co)variance for the offspring generation (G2)

Weight

Shell thickness

Shell length

Shell width

Ratio shell length / width

Parental env. (E1)
Offspring env. (E2)
E1 x E2

Random effect

Family

Weight (W)
Parental env. (E1)
Offspring env. (E2)
E1x E2

Random effect

Family

Weight (W)
Parental env. (E1)
Offspring env. (E2)
W x E1

W x E2

E1 x E2

W x ET X E2
Random effect

Family

Weight (W)
Parental env. (E1)
Offspring env. (E2)
W x E1

W x E2

E1 x E2

Random effect

Family

Parental env. (E1)
Offspring env. (E2)
E1 x E2

Random effect

Family

Estimates (SE) Numdf, Dendf F p
—0.0020 (0.0008) 1, 3431 6.95 0.0125*%
—0.0014 (0.0004) 1,336.73 15.02 0.0001*
0.0007 (0.0004) 1,336.73 338 0.0667
var SE 4 P
0.0000169 0.00000536 3.12 0.0008*
Estimates (SE) Numdf, Dendf F p

0.0333 (0.0034) 1,340.63 98.21 <0.0001*
0.0053 (0.0023) 1,37.49 524 0.0278*
0.0204 (0.0017) 1, 343.66 149.82 <0.0001*
—0.0035 (0.0016) 1,341.77 4.39 0.0368*
var SE 4 P
0.0000955 0.0000461 2.07 0.019*
Estimates (SE) Numdf, Dendf F p

1.7214 (0.0206) 1,352.56 6999.59 <0.0001*
—0.0311 (0.0161) 1,37.23 3.72 0.0613
—0.0299 (0.0104) 1,341.09 827 0.0043*
—0.0572 (0.0206) 1,352.56 774 0.0057*
—0.0604 (0.0194) 1, 360.90 9.65 0.0020*
0.0035 (0.0104) 1,341.09 0.1 0.7347
0.0336 (0.0194) 1, 360.90 299 0.0845
var SE 4 P
0.00553 0.002214 2.50 0.0062*
Estimates (SE) Numdf, Dendf F p

0.9254 (0.0121) 1,347.72 5867.74 <0.0001*
—0.0150 (0.0090) 1,34.82 2.76 0.1054
—0.0254 (0.0059) 1,340.22 18.02 <0.0001*
0.0136 (0.0061) 1,341.69 491 0.0274*
—0.0226 (0.0120) 1,349.57 3.56 0.0600
—0.0438 (0.0114) 1,362.95 14.64 0.0002*
var SE Z P
0.0016328 0.0007181 2.27 0.0114*
Estimates (SE) Numdf, Dendf F P
—0.0034 (0.0058) 1,3295 034 0.5635
0.0024 (0.0040) 1,339.80 0.35 0.5563
—0.0087 (0.0040) 1,339.80 4.66 0.0316*
var SE Z P
0.0006571 0.0003111 2.11 0.0173*

Italic values show random effects
*symbol indicates P < 0.05. Side-by-side comparisons (contrast method) are showed in Additional file 3
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(TGP), offspring from predator-cue parental environ-
ment had a higher proportion of crawling-out behav-
iour and a thicker shell in control environment, but
showed similar behaviour and thickness than offspring
from control parental environment in predator cues
environment (Fig. 2; Additional file 3 for contrast
statistics). Parental and offspring environments addi-
tively affected weight (Fig. 2b; Table 1). Both parental
and offspring environments reduced the weight in pres-
ence of predator-cues.

Both parental and offspring environment effects on
shell length and shell width interacted with weight
(Fig. 3; Table 1). The slice tests revealed that a significant
Parental-by-Offspring environment interaction affected
shell length and shell width above the weight median
(F1, 1677 =449, p=0.0355 and F;, 1654 = 8.95, p = 0.0032
respectively; Fig. 3; Additional file 4) but was not
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Fig. 3 Reaction norms of offspring according to parental (E1) and
offspring (E2) environments around the weight median for a) shell
length and b) shell width. White circle and dashed line show reaction
norms of offspring from control parental environment. Black circle
and solid line show reaction norms of offspring from predator-cue
parental environment. Significant TGP and WGP are showed by grey
arrows and asterisk (¥) respectively (Additional file 3). The overall
relationships between shell length and shell width and weight of
offspring phenotype (G2) according to parental and offspring
environments are showed in Additional file 4
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significant below the weight median (Fig. 3; Additional
file 4). While the heaviest offspring from control paren-
tal environment showed a decrease in shell length and
shell width with predator cues (Fig. 3), the heaviest
offspring from predator-cue parental environment were
globally shorter and narrower, and did not show a
decrease in shell length and shell width with predator
cues (flat reaction norms; Fig. 3; Additional file 3 for
contrast statistics).

The shell length / width ratio was affected by a significant
interaction between parental and offspring environments
(Table 1). Offspring from control parental environment
showed a marginal increase with predator cues while off-
spring from predator-cue parental environment were not
affected by predator cues (Fig. 2d; Additional file 3 for
contrast statistics). The family random effect was significant
for every traits (Table 1).

Discussion

Our study showed TGP of defensive traits in P. acuta.
Parents exposed to predator cues produced offspring
with higher anti-predator defenses (predator avoidance
behaviour and crush-resistant shell shape). More inter-
estingly, we demonstrated that TGP can further alter the
reaction norms of inducible defenses. Parental and off-
spring environments interacted to shape the reaction
norms of inducible defenses in offspring. The most strik-
ing result was the switch from a plastic towards a consti-
tutive expression of smaller shell dimensions (length and
width) in offspring from induced parents. In other words
plasticity in offspring was lost in response to the predator-
cue environment of parents.

G1 snails in predator-cue environment exhibited anti-
predator defenses (Additional file 2) as observed in
numerous studies [42, 48, 49, 52]. Such parental pheno-
types induced by environment can be inherited in off-
spring. Some examples exist both in plants and animals
[53, 54]. TGP is predicted to be selected when the
parental environment reliably predicts the offspring en-
vironment [14, 27, 55]. This is particularly expected in
species with a short-generation time and a low dispersal
like P. acuta because offspring are likely to live in the
same environment than their parents [56]. Our study
showed TGP for weight and all defensive traits of
offspring G2 snails. Offspring from induced parents were
lighter with significantly higher crawling-out behaviour,
thicker shells and smaller shell dimensions in control
environment. Although we did not measured fitness
directly, several studies on gastropods showed that a
crawling-out behaviour, a thicker shell, smaller shell
dimensions and a rounded shape increase survival in
crayfish-predation risk environment and are then con-
sidered as an adaptive response [37, 48]. Such TGP may
be adaptive because it programs the defenses of offspring
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to the potential predation risk in the offspring environ-
ment, and importantly is in the same direction as WGP.
However, the decrease in weight in offspring from
induced parents may also be a transgenerational cost,
and resulting from a higher investment of parents in
defenses than in progeny. Predation risk is indeed
known to affect the decision making of prey between
predation avoidance and energy intake, and to in-
crease the maternal stress acting on offspring develop-
ment [50, 57, 58]. These results further suggest that
offspring cannot totally overcome the parental environment
effect because TGP was detected late in offspring develop-
ment. The persistence of parental environment effect in
offspring, even in the absence of predator cues, may
lead to mismatched strategies for parents and off-
spring (i.e., parent-offspring conflicts) and thus to a
maladptive TGP if the environment varies across gen-
erations [14].

Our study also revealed that TGP can alter the reac-
tion norms of inducible defenses. The slope of offspring
reaction norms for crawling-out behaviour, shell thick-
ness and shell dimensions depended on the interaction
between parental and offspring environments. Interest-
ingly, offspring from both non-induced and induced
parents reached overall a similar protection (crawling-
out behaviour, shell thickness and shell dimensions) in
predator-cue environment although reaction norms
were different. This contrasts with the result on weight
and a previous study on transgenerational induction of
defense where Daphnia from induced parents increased
the maximal helmet length in predator cue environ-
ment (i.e., additive effect; Agrawal et al. [16]). Our re-
sults rather suggest that the snail defensive traits may
be constrained to maximal values in the experimental
environment, which is probably not true for the weight
because of ad libitum food. The anti-predator pheno-
type can be limited by the current environmental con-
ditions because of production costs [15]. Such costs
have already been demonstrated for induced-shell
morphology defenses in Physa sp. [37]. Another possi-
bility is that shell morphology was constrained by abi-
otic nutrients availability in environment. Bukowski
and Auld (2014) [59] indeed demonstrated that calcium
availability strongly affected the predator-induced shell
morphology. Thus, constraints acting on inducible de-
fenses can limit the evolution of additive effect (i.e., an
increase of phenotypic maximal value) and generate
WGP x TGP interactions.

Two different patterns of WGP x TGP interaction
occured depending on the defensive traits. Some traits
responded more strongly to the parental than to the
offspring environment. Crawling-out behaviour and
shell thickness increased in offspring predator-cue en-
vironment for both parental environments while shell
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dimensions (length and width) were only affected by
offspring predator-cues for non-induced parental en-
vironment. Predator-induced TGP on crawling-out
behaviour and shell thickness responses decreased the
slope of the reaction norms. The parental envi-
ronment induced intermediate defenses in offspring,
which allows for offspring to keep a flexibility to react
to the current environmental conditions, thus limiting
the risk of maladaptive TGP. Surprisingly, TGP on
shell dimensions led to constitutive defenses for off-
spring from induced parents (flat reaction norms). In
this case, the maximum possible phenotypic response
is already reached in response to parental environment
(TGP), regardless of offspring environment, so no more
WGP is required. Plasticity to the offspring environment
is thus by-passed by the response to parental environ-
ment. The canalization of defenses in pre-conditioned
offspring would immediately allow for the best protection
against potential predation risk, and could be a cost-
saving strategy, but can lead to maladaptation if the envir-
onmental condition varies [3]. Such conflicting impacts of
parental environment on reaction norms can result from a
balance between WGP and TGP. A recent theoretical
study showed that the largest effects of parental environ-
ment occured for traits with a low or severely constrained
plasticity [19]. TGP would be favored for the most con-
strained plastic traits because it would be the only means
of adaptation to a fluctuating environment. Crawling-out
behaviour and shell thickness were the traits that exhibit
the higher WGP (45 and 71 % respectively) in our study
(and in DeWitt et al. [47]; Auld & Relyea [48]) compared
to shell dimensions (4 and 5 % for shell length and shell
width respectively). The reaction norms for crawling-out
behaviour and shell thickness were consistently the least
affected by parental environment in our study. This is also
consistent with Beaty et al. [42] study demonstrating that
anti-predator behaviour was only affected by the current
environment while crush resistance was only influenced
by the parental one or shell size by both parental and
offspring environments. The WGP of shell dimensions is
probably more constrained by developmental processes
than behaviour and shell thickness. High TGP on shell
dimensions would allow to get a defensive shell morph-
ology despite developmental constraints.

Some examples already showed that TGP can change
the magnitude and even the direction of reaction
norms (reviewed in Salinas et al. [29]). Here, we fur-
ther demonstrated that TGP can involve a by-pass of
WGP towards canalization of defenses in a subse-
quent offspring generation and without natural or
artificial selection. In some cases, WGP can become
reduced or lost, either from selection against costly
developmental machinery underlying plasticity or
because of relaxed selection when alternative environments
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are not frequently encountered [60]. Genetic assimila-
tion is the complete loss of WGP, whereby an envir-
onmentally induced trait is selected to become
constitutively expressed without the original environ-
mental cue [25, 61, 62]. Our study suggests that TGP
can favor the genetic assimilation of some defensive
plastic traits when environment is stable. This result
can have important implications for the evolution of
inducible defenses. By influencing both phenotypic
variance and offspring fitness, TGP can shape the
course of genetic evolution in newly environmental
conditions and accelerate the evolutionary response to
predation risk [28, 55, 60, 63—-65].

Conclusions

Consequently, predator-induced TGP responses on
inducible defenses themselves may allow for a rapid
adaptive response to predation risk and initiate evolu-
tionary changes. The key distinction from the stand-
ard model of evolution from genetic variation is that
evolutionary significant phenotypic novelty can arise
from environmental and/or non-genetic alterations of
the genotype-to-phenotype map [60]. Some theoret-
ical studies modelled the rate of evolution with the
possibility of such non-genetic inheritance [1, 26] but
it is still unclear how WGP x TGP interaction evolves
[11, 13]. More theoretical and empirical studies on
TGP and especially in the inducible defenses context
are required to understand what determines which
environments (past or current) shape the phenotype
[42]. A dynamic view of defense induction according
to parental environment would be further interesting
to improve our understanding of adaptiveness of
WGP x TGP interaction (e.g., faster building of anti-
predator defense). Recently, Walsh et al. (Walsh et al.
[66]) provided evidence that divergent ecological con-
ditions in temporal variation of predation risk can
select for WGP or TGP of life-history traits. However,
they did not investigate how TGP alters WGP
according to the ecological conditions. A next chal-
lenging question is to determine the genetic and non-
genetic parts of inducible defense heritability [67].
The persistent effect of family on every measured traits
indicated that both genetic variation and/or maternal ef-
fects occured. Furthermore, Dillon & Jacquemin (2015)
[68] showed a high heritability of shell morphological
traits in Physa. An intensive knowledge is available on ma-
ternal effects and transmission of various factors in
ovocytes [4, 5]. However, environmental stressors like
predators can potentially induce phenotypic change
than span multiple generations [39]. Non-genetic in-
heritance of inducible defenses on more than two
generations and underlying molecular mechanisms (e.g.,
epigenetic variation) deserve to be explored [1, 9, 17].
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Chapitre 3 - Interaction de
’environnement grand-
parental, parental et des

descendants

Cette ¢étude a ¢été publiée dans le journal Eclogy and Evolution en 2020
(https://doi.org/10.1002/ece3.60406) et est appelée « étude grand-parent » dans la discussion.

Contexte. Les études sur la TGP se focalisent le plus souvent sur I'effet de I'environnement
parental sur le phénotype des descendants. Or, plusieurs études montrent que les effets de
Ienvironnement peuvent persister sur plusieurs générations. Ainsi, les environnements en
provenance de plusieurs générations influencent le phénotype des descendants. Comment les
effets des environnements multigénérationnels interagissent entre eux est une question encore
non résolue, bien que primordiale pour comprendre la TGP. I’objectif de cet article est d’étudier
l'interaction entre environnement grand-parental, parental et des descendants dans le contexte

des défenses induites de Physa acuta.

Protocole expérimental. Nous avons élevé des e e
physes sur trois générations avec indices de |&l C P
, . p 7 < 4 Y
prédateurs (traitement prédateur P) ou sans C P P > chapitre 2
e = i

indices (traitement controle C). Cette expérience

7 N7\ 7\
C PCPC P C Pr>chapitre3

est la suite de I'expérience du chapitre 2.

Résultats. Les indices de prédateurs percus par les grands-parents ont affecté les défenses des
descendants. Plus précisément, les physes ayant recu des indices de prédateurs grand-parentaux
et développementaux étaient plus hors de I'eau. De facon surprenante, les indices parentaux
n’ont pas influencé la sortie de 'eau. En revanche, les indices grands-parentaux, parentaux et des
descendants ont influencé I’épaisseur de la coquille. La direction des effets des indices grands-

parentaux et parentaux était opposée et dépendait de I'environnement des descendants.
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Conclusion. Les effets de I'exposition multigénérationnelle aux indices de prédateurs sont
complexes. Bien que 'environnement des grands-parents affecte les défenses des descendants,
il est difficile de conclure sur son potentiel réle de 'environnement dans expression adaptative

de défenses contre les prédateurs.
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Villeurbanne, France Phenotypic plasticity can occur across generations (transgenerational plasticity)
Correspondence when environments experienced by the previous generations influenced offspring
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whether multigenerational effects are cumulative are primordial—for the evolution-
ary significance of transgenerational plasticity—but still unresolved questions. In this
study, we investigated how the grand-parental, parental and offspring exposures to
predation cues shape the predator-induced defences of offspring in the Physa acuta
snail. We expected that the offspring phenotypes result from a three-way interac-
tion among grand-parental, parental and offspring environments. We exposed three
generations of snails without and with predator cues according to a full factorial de-
sign and measured offspring inducible defences. We found that both grand-parental
and parental exposures to predator cues impacted offspring antipredator defences,
but their effects were not cumulative and depended on the defences considered.
We also highlighted that the grand-parental environment did alter reaction norms of
offspring shell thickness, demonstrating an interaction between the grand-parental
transgenerational plasticity and the within-generational plasticity. We concluded
that the effects of multigenerational exposure to predator cues resulted on complex
offspring phenotypic patterns which are difficult to relate to adaptive antipredator
advantages.

KEYWORDS

carry-over effect, multigenerational effect, phenotypic plasticity, Physa acuta, predator-prey
interactions

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.
© 2020 The Authors. Ecology and Evolution published by John Wiley & Sons Ltd.

Ecology and Evolution. 2020;00:1-10. www.ecolevol.org 1



d_wl LEy_Ecology and Evolution

TARIEL ET AL.

Open Access,

1 | INTRODUCTION

Organisms may respond to fluctuating environments by adapting
through genetic evolution over generations or through phenotypic
plasticity. This last is traditionally defined as the capacity of a given
genotype to produce alternative phenotypes under different envi-
ronmental conditions (within-generational plasticity) (Pigliucci, 2005;
West-Eberhard, 2003). Plasticity may also occur across generations
(transgenerational plasticity), when the phenotype of offspring is influ-
enced by carry-over effects of past environments experienced by the
previous generation(s) (Agrawal, Laforsch, & Tollrian, 1999; Galloway
& Etterson, 2007; Salinas, Brown, Mangel, & Munch, 2013). Ancestors
can alter the phenotype of their offspring without involving changes
in nucleotide sequence through a range of nongenetic processes as
parental effects, for example, transmission of nutrients, hormones, pro-
teins (Crean & Bonduriansky, 2014; Mousseau & Fox, 1998), or by any
form of epigenetic inheritance, for example, DNA methylation marks,
histone protein modifications, noncoding small RNAs (Holeski, Jander,
& Agrawal, 2012; Schlichting & Wund, 2014). Transgenerational plas-
ticity has been shown for several animal and plant taxa, various traits
(behavior, morphology, and life-history) in response to abiotic (e.g.,
temperature, salinity, contaminants) and biotic (e.g., predation) envi-
ronments (Bonduriansky & Day, 2009; Donelson, Salinas, Munday, &
Shama, 2018; Salinas et al., 2013). Transgenerational plasticity may
enable organisms to cope with fast-changing environments because
it refines offspring phenotype in anticipation of the environmental
conditions they are likely to experience (Bonduriansky & Day, 2009;
Donelson et al., 2018; Herman & Sultan, 2011).

However, while the main effects of parental environment and
even grand-parental one on offspring phenotype are now widely ob-
served (e.g., Mousseau & Fox, 1998; Wolf & Wade, 2009; Herman
& Sultan, 2011; Donelson et al., 2018), we need to investigate how
the combined effects of multigenerational environments shaped the
offspring phenotype to properly assess the potential for adaptive
transgenerational effects (Prizak, Ezard, & Hoyle, 2014). Such inves-
tigations require to perform factorial experiments that often lead
to complex patterns of phenotypic offspring responses. For exam-
ple, Hafer, Ebil, Uller, and Pike (2011) and Walsh, Whittington, and
Funkhouser (2014) in collembolan (Folsomia candida) and cladoceran
(Daphnia ambigua), respectively, demonstrated that age and length at
maturity were affected by an interactive effect between grand-pa-
rental and parental environments. Moreover, such combinations of
grand-parental and parental effects can also depend on the offspring
environmental context. Plaistow, Lapsley, and Benton (2006), for
instance, showed in the soil mite Sancassania berlesei that the per-
sistence of past environments (across four generations) differed be-
tween high- and low-food offspring contexts. In this study, our aim
was to investigate how the grand-parental, parental and offspring
exposures to predator cues combine to shape the predator-induced
defences of offspring.

Predator-induced plasticity is a well-known model in within-
generational plasticity study (e.g., Harvell, 1990; Relyea, 2001;
Hoverman, Auld, & Relyea, 2005) and allows an individual to fine-tune

its phenotypes facing predation risk (Benard, 2004; Lima, 1998;
Tollrian & Harvell, 1999). Predator-induced defences are also widely
used to investigate transgenerational plasticity over two generations
(parental and offspring generations) (e.g., Agrawal et al., 1999; Walsh,
Cooley, Biles, & Munch, 2015; Bell & Stein, 2017; Colicchio, 2017;
Sentis et al., 2018). We focused on a hermaphroditic gastropod Physa
acuta (Figure 1). Physidae are well-known to develop adaptive phe-
notypes in response to predation risk (Auld & Houser, 2015; Auld &
Relyea, 2008, 2011; Beaty et al., 2016; DeWitt, Sih, & Hucko, 1999;
Gustafson, Kensinger, Bolek, & Luttbeg, 2014). Predator (crayfish)
cues induce within-generational plasticity of Physa sp. life-history
traits (delay of age at maturity but at a larger size; Auld & Relyea,
2008), shell thickness (thicker shell; Auld & Relyea, 2011), shell size
(narrower shape; DeWitt, 1998), and escape behavior (crawling-out
the water; Alexander & Covich, 1991; DeWitt et al., 1999).
According to a full factorial design, three successive generations
of snails from hatching to sexual maturity were exposed or not to
predator cues. The results concerning the first two generations have
demonstrated a predator-induced transgenerational plasticity in P.
acuta (Luquet & Tariel, 2016) that has been confirmed in a concomitant
study (Beaty et al., 2016). Here, we focused on the F3 generation to
investigate how the effects of grand-parental, parental and offspring
environments combine to influence escape behavior, shell thickness,
and shell morphology. First, we expected that both grand-parental and
parental exposures to predator cues influence the offspring pheno-
types. In addition, as we already observed that parental environment

1 mm

FIGURE 1 Physaacutais a freshwater and simultaneous
hermaphroditic snail, invasive from North America (Lydeard,
Campbell, & Golz, 2016). This adult P. acuta is crawling underwater
and is reflected on the bottom of the rearing vial
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can interact with the offspring environment (Luquet & Tariel, 2016),
we expected that the offspring phenotypes result from a three-way in-

teraction among grand-parental, parental and offspring environments.

2 | METHODS
2.1 | Animal collection and experimental design

Adult P. acuta snails (Figure 1) were collected on March 2015 in a
lentic backwater of the Rhéne river (45° 48'6"N, 4° 55'33"E) in Lyon,
France. The wild-caught adult snails constituted our FO generation
(see Appendix 1 for a figure of the experimental design). We pooled
them overnight in a 10L vial to ensure that offspring result from out-
crossing (P. acuta is a preferential outcrosser; Jarne, Pointier, David,
& Koene, 2010). Then, we individually isolated all FO snails in 70 ml
plastic vials filled with reconstituted water (2.4 g NaHCO3, 3 g
CaS04, 1.5 g MgS04, 0.1 g KCl to 25 L deionized water) in a 25°C
experimental room with 12 hr light-dark photoperiod. After 24 hr, we
removed the FO adults from the vials and we randomly choose 15
vials with one egg capsule each. These 15 egg capsules constituted
our 15 maternal families (hereafter called only “families”) of the F1
generation and developed until hatching (~7 days). Two days after
hatching, we randomly sampled 12 siblings per family and split them
into two environments: 6 snails remained in a no-predator environ-
ment (control environment) while 6 others were moved in a predator-
cue environment. These F1 snails were reared in 70 ml plastic vials
with their siblings until 28 days old where they were isolated in the
same type of plastic vials until 35 days old. In order to generate the
F2 generation, we made 6 F1 mating-groups per treatment. A mat-
ing-group was composed of 15 F1 snails (one F1 snail from each of
the 15 families) in a 5L vial. We let the F1 snails to mate for 24h and
then isolated them in a no-predator water to ensure embryos were
not exposed to predator environment. We randomly subsampled 18
F1 snails that had laid eggs from each treatment to generate the F2
generation. We then followed the same protocol as previously to rear
F2 snails in control and predator-cue environments according to a full
factorial design until 49 days old. The F3 generation was then gener-
ated and reared using the procedure described above. As growth rate
was slowing down every generation under our laboratory conditions,
we let F3 snails grew up to a later age (74 days old) to ensure a suf-
ficient size for measurements. This F3 generation was represented
by eight combinations of grand-parental (E1), parental (E2), and off-
spring (E3) environments: CCC, CPC, PCC, PPC, CCP, CPP, PCP, and
PPP with each time “C” for control environment and “P” for predator-
cue environment (Figure 2). The number of individuals and families
per combination of environments is reported on Figure 2.

Water and food (ad libitum, chopped and boiled lettuce) were re-
newed for all experimental snails twice a week. Predator-conditioned
water with predator cues was obtained by individually rearing cray-
fishes (Procambarus clarkii) in 4L reconstituted water and feeding
with one crushed P. acuta adult one day before water change (Auld
& Relyea, 2011). This crayfish-conditioned water was used for the

Ecology and Evolution 3
=t e W] LEY-°

predator-cue treatment while only reconstituted water was used for
the control treatment. This crayfish species coexists with P. acuta in

its native location in North America.

2.2 | Measuring phenotypes

We measured escape behavior, shell thickness, snail mass, and four
shell size traits on F3 (offspring) snails. We assessed escape behavior
three times in 70 days old F3 snails through three consecutive days
starting one day after the water change. We recorded the position
above/on or below the water surface in the rearing vials with preda-
tor cues present or absent according to the treatment. Crawling-out
of the water (position above water surface) is considered as allowing
to escape from benthic predators like crayfishes (DeWitt et al., 1999).

At 74 days old, we gently dried snails with paper towel and mea-
sured the snail total wet mass (body and shell) with an electronic
scale at the nearest 0.001 mg. A photograph of each snail aperture
upwards was taken with an Olympus SC50 camera installed on
an Olympus SZX9 binocular and its Olympus DF PLAPO 1X-2 ob-
jective at a x8 magnification. Shell and aperture length and width
were measured on these photographs with the software ImageJ
(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Shell thickness was measured
with an electronic calliper at the nearest 0.01 mm at the edge of
the aperture. Shorter and narrower shell and aperture dimensions
(after adjusting for mass) and thicker shell are adaptive antipredator
responses (Auld & Relyea, 2011).

2.3 | Statistical analysis

The multigenerational effects of predator cues on escape behav-
ior (i.e., snail position above/on or below the water surface) were
analyzed using generalized linear mixed models (GLMM) assuming a
binomial distribution (logit link function). Grand-parental (E1), paren-
tal (E2), offspring (E3) environments, and all interactions were con-
sidered as fixed effects. Family and individual identity (to account
for repeated measures on the same individual) were considered as
random effects. We tested significance of fixed and random effects
with likelihood ratio tests.

To analyze the multigenerational effects of predator cues on
snail mass, shell thickness, shell length, shell width, aperture length,
and aperture width, we performed a principal component analysis in
order to extract the first and second principal components (PC1 and
PC2), both explaining 96% of the variance.

We then used PC1 and PC2 as response variables in two linear
mixed models where grand-parental (E1), parental (E2), offspring (E3)
environments, and all interactions were considered as fixed effects.
Family was considered as a random intercept. We used restricted
maximum likelihood estimation and Kenward and Roger's approxima-
tion for degrees of freedom. We tested significance of fixed effects
with type Il F-tests (Kuznetsova, Brockhoff, & Christensen, 2017) and
significance of random effect with likelihood ratio test.
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natural population ,

FIGURE 2 Number of individuals (N)
and families (Family) at each generation
(F1, F2, and F3). "C" stands for control

I}‘ﬂ N=82
Family = 15

N=176
Family = 15

environment and "P" for predator-cue
environment. For the F3 generation,

N=158

N=102 N=106 N=98
Family = 18 Family = 18 Family = 18

N=397

two number of individuals are reported,
one for behavioral measurements (first
position) and one for other measurements
(second position)

N=91
Family = 18

B |C |P] |[C]|P Cl|P

C/|P

N=375-376

CCC cCcp CPC CPP PCC PCP
N= 3943 48-46 78-82 85-84 9-9 12-12
Family = 12 15 16 17 3 4

All statistical analyses were performed with R 3.4.1 (R Core
Team, 2017) and with the packages Ime4 (Bates, Machler, Bolker, &
Walker, 2015) and FactomineR (L&, Josse, & Husson, 2008).

3 | RESULTS

3.1 | Escape behavior

The offspring exposure to predator cues (E3) significantly increased
by 105% the proportion of snails crawling-out the water (Table 1a;
Figure 3). The parental environment (E2) did not affect the propor-
tion of crawling-out behavior (Table 1a; Figure 3). However, grand-
parental exposure to predator cues (E1) significantly increased by

28% the proportion of crawling-out behavior (Table 1a; Figure 3).

3.2 | Snail mass, shell thickness, and shell size

Principal component analysis revealed that 96% of the variance for
snail mass, shell thickness, and four shell size traits was explained by
the first and second principal components (PC1 and PC2; Figure 4).
We interpreted PC1 as a proxy of snail size: PC1 was mostly driven by
snail mass (18%), shell length (19%), shell width (19%), aperture length
(18%), and aperture width (17%) and was slightly driven by shell thick-
ness (9%). PC2 was driven mostly by shell thickness (91%) allowing to
interpret this axis as a proxy of shell thickness corrected for snail size.
The offspring exposure to predator cues significantly reduced the
snail size (PC1; Table 1b; Figure 4a) but neither the parental environ-
ment nor the grand-parental one influenced it (Table 1b; Figure 4a).
Offspring environment interacted both with grand-parental and
parental environments to shape the shell thickness (PC2; Table 1c;
Figure 4b). In the offspring control environment, the grand-parental
exposure to predator cues increased the offspring shell thickness
(PC2) whereas the parental exposure to predator cues decreased
it (Figure 4b). In the offspring predator-cue environment, the
grand-parental exposure to predator cues decreased the offspring

PPC PPP
5452 50-48
1 15

shell thickness (PC2) whereas the parental exposure to predator
cues increased it (Figure 4b). Regarding the direct effect of offspring
environment, offspring from predator-cue environment had a thicker

shell (PC2) than those from current control environment (Figure 4b).

4 | DISCUSSION

We first confirm that the exposure to predator cues induces well-known
defences against crayfish predation in P. acuta (Auld & Relyea, 2011,
Dalesman, Rundle, & Cotton, 2009; DeWitt, Robinson, & Wilson, 2000;
DeWitt et al., 1999; Turner, Fetterolf, & Bernot, 1999). The offspring
exposure to predator cues induced higher crawling-out behavior, shell-
crushing resistance (thicker shell) and entry-resistant shell (narrower
shell and aperture). Moreover, offspring exposed to predator cues were
lighter, suggesting a trade-off, that is, a lower energetic investment in
growth due to a potential cost to produce these defences (as shown
in other gastropod species: Bronmark et al., 2012). This result stresses
the fitness advantage of within-generational plasticity which allow the
production of costly defences only in case of predation (Harvell, 1990).
Our key finding is that predator cues alter also offspring defences two
generations later but depending on the offspring environment (within-
X transgenerational plasticity) and the defensive traits considered. Our
experimental work highlights that transgenerational plasticity effects
can be complex beyond the parental generation and that the offspring

phenotype results from a combination of multigenerational effects.

4.1 | Grand-parental and parental effects on anti-
predator defences

Transgenerational plasticity is expected to evolve when the ancestral
environment is a good proxy of offspring environment (Bonduriansky
& Day, 2009; Dey, Proulx, & Teotdnio, 2016; English, Pen, Shea, & Uller,
2015; Harvell, 1990; Leimar & McNamara, 2015; Uller, 2008), allow-
ing a preadaptation of offspring to predation risk (Agrawal et al., 1999).
In our predator-prey system, crayfish has a long lifespan (ca. 3 years)
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TABLE 1 Results of: (a) the generalized mixed model on offspring crawling-out behavior; (b) the linear mixed model on offspring snail
size (PC1); and (c) the linear mixed model on offspring shell thickness (PC2) (PC1 and PC2 are the principal components of the principal
component analysis on offspring snail mass, shell thickness, and four shell size traits)

Fixed effects Estimate (SE) df X2 p
a. Crawling-out Grand-parental env. (E1) 0.848 (0.6812) 1 8.29 .0040
Parental env. (E2) -0.090 (0.3864) 1 0.4 5274
Offspring env. (E3) 1.738(0.3544) 1 114.46 <.0001
E1xE2 -0.389 (0.7696) 1 0.01 9315
E1x E3 -0.168 (0.7882) 1 1.89 1687
E2 x E3 -0.146 (0.4242) 1 0.01 .9072
E1xE2 x E3 0.855(0.8915) 1 0.91 .3395
Random effects Variance df x? p
Family 0.489 1 14.98 .0001
Individual 0.391 1 8.26 .0040
Fixed effects Estimate (SE) Numdf, Dendf F p
b. Snail size (PC1) Grand-parental env. (E1) 0.037 (0.8837) 1,41.93 0.47 4986
Parental env. (E2) -0.212(0.4689) 1,48.96 0.45 4528
Offspring env. (E3) -0.915(0.4717) 1, 355.06 17.40 <.0001
E1xE2 -0.183(0.9912) 1,56.62 0.10 .7589
E1xE3 -0.150 (1.0779) 1,349.40 0.18 .6695
E2 x E3 0.052 (0.5811) 1,363.02 0.005 9463
E1xE2xE3 -0.075(0.2114) 1,358.88 0.003 .9505
Random effect Variance df X2 p
Family 0.3572 1 4.60 .0320
Fixed effects Estimate (SE) Numdf, Dendf F p
c. Shell thickness Grand-parental env. (E1) 0.055 (0.2821) 1,41.14 0.11 7409
(PC2) Parental env. (E2) -0.227 (0.1484) 1,49.44 0.06 8066
Offspring env. (E3) 0.313 (0.1543) 1,356.26 45.04 <.0001
E1xE2 0.103(0.3155) 1,58.24 0.48 4923
E1x E3 -0.406 (0.3535) 1,350.40 411 .0433
E2 x E3 0.410 (0.1904) 1,363.97 6.67 .0102
E1xE2xE3 0.099 (0.3975) 1,359.66 0.06 .8036
Random effect Variance df X2 p
Family 0.026 1 1.72 .1892

Note: Bold values indicate significant p-values (p < .05).

compared to the generation time of P. acuta (ca. 50 days) and a relatively
sedentary lifestyle (Vioque-Fernandez, Alves de Almeida, & Lépez-
Barea, 2009). This suggests that generational cues of crayfish presence
can be a good proxy of predation risk across several snail generations
and thus that transgenerational plasticity could have long-lasting ef-
fects on the antipredator defences. Consistently, in P. acuta, parental
exposure to predator cues induces a more crush-resistant shell and a
higher escape behavior in offspring (Beaty et al., 2016; Luquet & Tariel,
2016). In this study, as expected, transgenerational plasticity went fur-
ther than the parental generation: The grand-parental environment also
influenced the escape behavior and the shell thickness of offspring.
How long can persist transgenerational effects on anti-predator
responses remains an open question. To our knowledge, the study of

Sentis et al. (2018) on the pea aphid (Acyrthosiphon pisum) is the only
one to investigate predator-induced transgenerational plasticity
over many generations (>25). They found that the defensive pheno-
type—a high frequency of winged aphids in the population—persists
for one generation after removing predators whatever the induction
time is, that is, the previous number of successive generations expe-
riencing the novel environment (predator presence). However, three
generations are needed after removing predators for the frequency
of winged phenotypes to come back to the control level, and this
number of generations increases with the induction time. Together,
these results suggest that multigenerational environmental effects
on inducible defences are broader than just a parental effect and
could persist for many generations.
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FIGURE 3 The effect of multigenerational exposure to
predator cues on offspring crawling-out behavior (proportion of
snails out the water in %). The legend panel at the bottom shows
which shapes to compare to identify grand-parental or parental
environmental effect. CCC, PCC, CPC, PCC, CCP, PCP, CPP, and
PPP represent the eight combinations of grand-parental (E1),
parental (E2), and offspring (E3) environments with "C" for control
environment and "P" for predator-cue environment for every
generation. The vertical dashed line separates the two offspring
treatment groups. Blue shapes are for grand-parental control
environment and red shapes for grand-parental predator-cue
environment. Circles are for parental control environment and
squares for parental predator-cue environment. Open shapes are
for offspring control environment and closed shapes for offspring
predator-cue environment. Data are means + SE

4.2 | Combination of multigenerational effects on
antipredator defences

We showed that the offspring phenotype results from a combination
of multigenerational effects (grand-parents, parents and offspring),
similar to theoretical and other experimental studies (Burggren,
2015; Hafer et al., 2011; Kou et al., 2011; Lock, 2012; Prizak et al.,
2014; Shama & Wegner, 2014; Walsh et al., 2014). However, in our
study, grand-parental and parental effects acted independently (no
significant interaction between grand-parental and parental envi-
ronmental effects): Either only one affected the offspring environ-
ment (behavior), or in interaction with the offspring environment
(within-X transgenerational plasticity) and in opposite directions
(shell thickness). This results in complex offspring phenotypic pat-
terns that do not fit with a self-explanatory antipredator scenario
with clear adaptive advantages. It would be thus interesting to as-
sess the adaptive relevance by comparing the survival of snails from
different past environmental histories exposed to lethal predation
challenges. The offspring crawling-out behavior increased with

offspring and grand-parental exposures to predator cues while the
parental environment did not alter this behavior. Abnormal mortality
in one lineage (lineage with grand-parental exposure but no parental
exposure) might explain why parental effects were not detected on
behavior. Shell thickness was influenced by both grand-parental and
parental environments, but in opposing directions and depending
on the offspring environment (grand-parental and parental within-X
transgenerational plasticity interactions). In offspring control envi-
ronment, grand-parental exposure to predator cues increased the
offspring shell thickness whereas parental exposure reduced it. The
effects were opposite in the offspring predator-cue environment.
Firstly, these results confirm that offspring reaction norms can
be altered by parental environment (shell thickness; Donelson et
al., 2018; Luquet & Tariel, 2016; Salinas et al., 2013) but expand for
the first time the within-X transgenerational plasticity interaction to
grand-parental environmental cues (shell thickness). Secondly, the ap-
parent discrepancy between grand-parental and parental effects for
the crawling-out behavior or the opposing directions found on shell
thickness is not rare in empirical studies (Magiafoglou & Hoffmann,
2003; Shama & Wegner, 2014) and illustrates the complexity in de-
termining the adaptive significance of multigenerational effects.
Such discrepancies may reflect different mechanisms underlying the
transfer of environmental information (Shea, Pen, & Uller, 2011). This
complex opposing relationship between grand-parental and parental
environmental effects could be also theoretically beneficial by reduc-
ing the phenotypic variance which allow the population to stay closer
to the target phenotype (Prizak et al., 2014). Moreover, focusing on
few generations in short-term experiments artificially focuses the in-
terpretations of such effects while they could only be transient over
longer timescales in a population dynamic framework. For example,
Sentis et al. (2018), after removing predators, observed that the fre-
quency of winged aphids remained high for one generation before
dropping abruptly below the control levels (grand-parental effect),
and then converging with the winged aphid frequencies of the control
lines (great-grand-parental effect). Consequently, in focusing on only
three consecutive generations as in our study, these results could be
interpreted as a negative grand-parental effect (decrease of winged
aphid frequency) opposing to a positive parental effect (increase of
winged individual frequency) on the offspring phenotype. These
findings highlight the need to develop empirical studies on longer
timescales and controlling for the combination of multigenerational

effects.

4.3 | Trait-dependence of transgenerational plasticity

Our results show that the pattern of transgenerational plasticity
depends on the traits (escape behavior, shell thickness and shell
size). Behavioral traits, which are often labile and exhibiting revers-
ible within-generational plasticity within developmental or adult
stages, are predicted to be influenced by current environment
rather than by past environmental experience (Dingemanse & Wolf,
2013; Piersma & Drent, 2003). Behavioral within-generational
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plasticity in response to current environmental cues should rap-
idly by-pass the behavioral transgenerational plasticity (Beaman,
White, & Seebacher, 2016). By contrast, the traits that are more
constrained during the development and exhibiting irreversible
variations, as morphological traits, are predicted to be relatively
more influenced by past environments (Kuijper & Hoyle, 2015).
Transgenerational plasticity on morphological traits could irrevers-
ibly engage the offspring on developmental trajectories and could
not be compensated by within-generational plasticity. In P. acuta,
crawling-out behavior is indeed very flexible and reversible at a time
scale of hours while a thicker shell and a narrower shell shape are
irreversible changes in the developmental trajectory (DeWitt et al.,
1999; Relyea, 2003). Surprisingly in our study, the escape behavior
of offspring is influenced by the grand-parental environment while
shell size was not influenced by parental or grand-parental environ-
ments. This highlights that transgenerational effects on morpho-
logical traits may have a short persistence over generations while
behavioral transgenerational plasticity may be much more preva-
lent than currently realized. Parental transgenerational plasticity
on behavioral traits has been sometimes observed (e.g., Bestion,
Teyssier, Aubret, Clobert, & Cote, 2014; Donelan & Trussell, 2015;
Giesing, Suski, Warner, & Bell, 2011; Storm & Lima, 2010) and few
times with long-lasting effects over generations (Dias & Ressler,
2014; Remy, 2010).
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Chapitre 4 - Interaction de
’environnement maternel et
paternel

Cette étude a été publiée dans le journal Fromtiers in Ecology and Ewvolution en 2020
(https://doi.org/10.3389/fevo.2020.591074) et est appelée « étude sexe » dans la discussion.

Contexte. ’environnement paternel joue un réle important sur Pexpression du phénotype des
descendants. Quelle est 'importance relative de l'environnement paternel par rapport a
Ienvironnement maternel ? Comment sont intégrés les indices environnementaux maternels,
paternels et des descendants dans 'expression des défenses ? Ces questions sont primordiales
pour la compréhension de la TGP, mais encore non résolues. L’objectif de cet article était
d’étudier l'interaction entre I'environnement maternel, paternel et des descendants dans le

contexte des défenses comportementales de Physa acuta.

Protocole expérimental. Nous avons élevé une
premicre génération (F1) de physes avec indices de
prédateurs (traitement P) ou sans indices (traitement

C). Puis, nous avons réalis¢ des croisements entre

paires de physes provenant de traitements identiques

ou différents. Ensuite, nous avons élevé leurs descendants (F2) avec ou sans indices de
prédateurs. Enfin, nous avons mesuré chez les F2 adultes le temps mis pour sortir de I’eau dans
un environnement immédiat avec ou sans indices de prédateurs et I'activité uniquement dans un

environnement immédiat sans indices de prédateurs.

Résultats. Le temps de sortie de 'eau et de Iactivité étaient soumis a interaction des effets des
indices de prédateurs maternels, paternels et des descendants. Premic¢rement, les effets
transgénérationnels sur le temps de sortie étaient présents uniquement dans un environnement
immédiat avec indices de prédateurs. Ce résultat suggere que les indices environnementaux des

descendants doivent conforter la présence de prédateurs pour révéler la TGP induite par des
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indices parentaux de prédateurs. Pour l'activité, cette méme hypotheése permet d'expliquer
pourquoi nous n’avons trouvé aucun patron clair de TGP, l'activité n'ayant été mesurée qu'en
l'absence d'indices de prédateurs dans I'environnement immédiat. Deuxiemement, 'exposition
maternelle a des indices de prédateurs a augmenté le temps de sortie de I'eau des descendants,
tandis 'exposition paternelle n'a pas eu effet. Ceci démontre de facon surprenante de la TGP
spécifique au sexe chez une espéce hermaphrodite simultanée. Troisiemement, lorsque les meres
et les peres ont été exposés, l'exposition paternelle a tamponné Peffet de I'exposition maternelle

(uniquement lorsque les descendants se sont développés sans indices de prédateurs).

Conclusion. Le sexe des parents est un facteur important fagconnant les effets transgénérationnels

et doit donc étre pris en compte.
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Juliette Tariel*, Emilien Luquet and Sandrine Plénet*

Univ Lyon, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, ENTPE, UMR 5023 LEHNA, Villeurbanne, France

Transgenerational plasticity, which occurs when the environment experienced by parents
changes the phenotype of offspring, is widespread in animal and plant species.
Both maternal and paternal environments can underlie transgenerational plasticity, but
experimental studies unraveling how their effects interact together and with the personal
(both developmental and immediate) environments are still rare. Yet unraveling these
interactions is fundamental to understanding how offspring integrate past and present
environmental cues to produce adaptive phenotype. Using the hermaphroditic and
freshwater snail Physa acuta, we tested how predator cues experienced by offspring,
mothers and fathers interact to shape offspring anti-predator behavior. We raised a
first generation of snails in the laboratory with or without chemical predator cues
and realized full-factorial crosses to disentangle maternal and paternal cues. We then
raised the second generation of snails with or without predator cues and assessed,
when adults, their escape behavior in two immediate environments (with or without
predator cues) and activity in the immediate environment without predator cues. We
found that personal, maternal, and paternal predator cues interacted to shape offspring
escape behavior and activity. Firstly, for escape behavior, snails integrated the cues
from developmental and parental environments only when exposed to predator cues
in their immediate environment, suggesting that personal immediate experience must
corroborate the risky parental environment to reveal transgenerational plasticity. For
activity, this same hypothesis helps explain why no clear pattern of transgenerational
plasticity was revealed, as activity was only measured without predator cues in
the immediate environment. Secondly, a single maternal exposure to predator cues
decreased offspring escape behavior while a single paternal exposure had no effect,
surprisingly demonstrating sex-specific transgenerational plasticity for a simultaneous
hermaphroditic species. Thirdly, when both mother and father were exposed, paternal
cues were integrated by offspring according to their own developmental environment.
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The paternal exposure then mitigated the reduction in escape behavior due to the
maternal exposure only when offspring developed in control condition. Overall, our study
highlighted complex patterns of sex-specific transgenerational plasticity resulting from
non-additive interactions between parental, developmental and immediate experiences.

Keywords: maternal effect, paternal effect, sex-specific, predator-prey interactions, cue integration, non-additive

response, Physa acuta

INTRODUCTION

Phenotypic plasticity, i.e., change in the phenotype of an
organism induced by variation in the environment, can occur
within the lifetime of the organism (within-generational plasticity
WGP) or across generations (transgenerational plasticity TGP).
TGP can occur through its effect on parental condition: favorable
or stressful environments affect parental state (e.g., body weight,
reproductive performance), which in turn positively or negatively
affects offspring state (state-based TGP; Donelan et al., 2020).
TGP can also result from natural selection as a mechanism to
pass on reliable cues to offspring about their future environment
(adaptive TGP; Galloway and Etterson, 2007; Burgess and
Marshall, 2014; Yin et al, 2019), allowing them to adjust
their phenotype. For example, in the bryozoan Bugula neritina,
offspring of copper-exposed mothers were more resistant to
copper than those of unexposed mothers (Marshall, 2008),
as maternal exposure to copper potentially indicates that the
offspring environment will be copper-rich. TGP is therefore a
potential mechanism of adaptation for organisms to cope with
rapid environmental changes (Agrawal et al., 1999; Donelson
etal., 2018). A central question is to understand how information
cues and state-based constraints from parental (TGP) and
personal (WGP) experiences are integrated by offspring to
produce adaptive responses to environment (Stamps and
Krishnan, 2014; Leimar and McNamara, 2015; Stein et al., 2018).

Research on TGP has mainly focused on effects of both
parents indiscriminately or on effects of maternal environment
alone. More recently, some studies have shown that paternal
environment can also have a strong effect on offspring phenotype
(review in Krawetz, 2005; Crean and Bonduriansky, 2014;
Immler, 2018). However, the extent to which offspring attend
to cues of their parents can depend on the sex of the
parent leading to different maternal and paternal effects on
offspring phenotype (sex-specific TGP; e.g., Magiafoglou and
Hoffmann, 2003; Ducatez et al., 2012; Bonduriansky et al,
2016; Zuccolo et al., 2016; Emborski and Mikheyev, 2019;
Gilad and Scharf, 2019; Burke et al., 2020). Sex-specific
TGP may be explained by different mechanisms of cue
transmission between sexes (Bell and Hellmann, 2019). Sex-
specific TGP may also occur when the sexes are under different
selection pressures (e.g., when sexes show sexual dimorphism,
differences in reproductive strategies, dispersal or ecology)
generating differences in the reliability of maternal and paternal
information about the offspring future environment (Kamel
et al., 2010; Bell and Hellmann, 2019; Burke et al., 2020).
For example, if males and females have different ecologies,
only the cue perceived by the same-sex parent can reliably

predict offspring environment and offspring should then be more
influenced by the same-sex parental cue (Hellmann et al., 2019;
Burke et al., 2020).

The effects of maternal and paternal environments can
interact with each other. TGP patterns then differ whether one
parent or both parents are exposed to environmental variation.
This interaction may be even more complicated as offspring
also integrate cues from their own personal environments.
Personal cues can come from offspring’s past experiences during
ontogeny or from their immediate environment. Integrating
multiple cues (maternal, paternal and personal) may allow
to fine-tune the offspring phenotype according to past and
present environmental information. However, it is still not clear
how offspring integrate these different sources of information,
sometimes consistent or conflicting, and prioritize them. Effects
of cues may simply be additive: an increasing number of cues in
agreement increases linearly with adaptive phenotype (additive
effects; e.g., Akkerman et al., 2016; Zizzari et al., 2016). Effects
of cues may also interact and result in non-additive effects (e.g.,
Galloway, 2001; Hellmann et al., 2019). For example, offspring
may respond similarly whether they receive one or several
cues in agreement (back-up hypothesis; Bell and Hellmann,
2019). Offspring may also respond only when their personal
cues corroborate parental cues or only when both parental
cues are consistent (threshold hypothesis; Bell and Hellmann,
2019). Thus, understanding how the effects of personal, maternal
and paternal environments interact is necessary to understand
variations in TGP patterns and the possible implication of
parental sex in its evolution.

In this laboratory study, we investigated how effects of
maternal, paternal and personal (both developmental and
immediate) exposures to cues of predator presence interact
to shape anti-predator behaviors. Many prey engage in anti-
predatory behaviors when they or their parents detect predator
cues (predator-induced WGP: Lima and Dill, 1990; predator-
induced TGP: review in Tariel et al, 2020). We used the
freshwater snail Physa acuta as our model system. Physa species
are known for their anti-predator behavior: they escape by
crawling-out the water or seek refuge after detecting crayfish
or fish odors (Alexander and Covich, 1991; DeWitt et al., 1999;
Turner et al,, 1999). One study has also shown a reduction of
activity after detection of crayfish odors (Sih and McCarthy,
2002). We have already shown predator-induced WGP and TGP
on escape behavior of P. acuta (Luquet and Tariel, 2016; Tariel
et al., 2020), while another study detected only WGP and no
TGP (Beaty et al.,, 2016). However, none of these studies have
yet disentangled the potential interactions between immediate,
developmental, maternal and paternal environments. We raised
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a parental generation of snails with or without chemical predator
cues (non-lethal predators) and realized full-factorial crosses.
We then raised the offspring generation with or without
predator cues. At the adult stage, we measured two anti-predator
behaviors: (1) escape behavior in two immediate environments
(with or without predator cues) and (2) activity without predator
cues in the immediate environment. P. acuta is a simultaneous
hermaphrodite with internal fertilization and does not benefit
from any parental care. These reproductive characteristics imply
that the mother (egg donor) and father (sperm donor) have
the same ecology, gamete dispersal and no sexual dimorphism:
predator cues perceived by the mother and father should carry
the same information about future predator presence and trigger
the same response on offspring anti-predator behavior; hence,
we do not expect sex-specific TGP (Bell and Hellmann, 2019;
Burke et al., 2020). We can then more easily study how personal
(immediate and developmental), maternal and paternal cues
interact to influence offspring anti-predator behaviors.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Wild adult Physa acuta snails were collected in February 2017 in a
lentic backwater of the Rhone River in Lyon, France (N 45°48'06”
E 04°55'33"). P. acuta is a globally invasive freshwater snail from
North America (Lydeard et al., 2016). These snails constituted
the FO generation (see Figure 1 for number of individuals;
see Appendix 1 for the schematic experimental design). In the
laboratory, FO snails were pooled in a 10 L plastic box filled with
dechlorinated tap water (control water hereafter) and interbreed
overnight. Then, they were isolated in 80 mL plastic boxes
(these rearing boxes were used until the end of the experiment;
4.5 x 6 cm) filled with control water to ensure that a box
contained the progeny of only one FO snail (i.e., one F1 family
per box). They laid eggs during 24 h, which was enough for
most snails to lay an egg mass, and then were removed. F1 eggs
developed until hatching at 25°C (ca. 7 days). After hatching and
until the end of snail development, they were reared in a room
at 25°C with a 12 h/12 h photoperiod. Snails were fed ad libitum
with boiled and mixed lettuce. The water and food were renewed
twice a week. Siblings of each F1 family developed together for
10 days in control water without being manipulated (P. acuta
newborns are very small and easily damaged). Then, siblings of
each F1 family were split into two developmental environments:
six siblings remained in control (C) water and six siblings moved
to predator-cue (P) water (Figure 1). F1 families with less than
12 siblings were discarded (see Figure 1 for number of families).
After 7 days, F1 snails were isolated in the same environment
(control or predator-cue water) and developed individually until
31 days old to reach a size large enough to be sexually mature
(see Figure 1 for number of individuals). The predator-cue water
was obtained by (1) mixing the rearing water of six Orconectes
limosus crayfish (reared individually in 4 L box of dechlorinated
tap water) and (2) “infusing” several smashed P. acuta adult snails
(one snail for every 4 L) for 1 h before using the predator-cue
water. These smashed snails were then used as crayfish food.

To generate the F2 generation, we performed three types of
pairs with F1 snails (each partner in a pair generated a progeny as
P. acuta is a hermaphrodite; Figure 1):

(1) the two partners coming from control environment,
to generate combination of maternal C x paternal C
environments;

(2) the two partners coming from predator-cue environment,
to generate combination of maternal P x paternal P
environments;

(3) the two partners coming from different environments,
to generate combinations of maternal C x paternal P
environments and maternal P x paternal C environments.

We paired partners from different families, and we were
careful to associate the same families in the three types of pairs.
To keep the partner identity during copulation, we painted shells
(Henry and Jarne, 2007). We put the two partners into a rearing
box for 24 h to copulate (P. acuta prefers outcross; Tsitrone
et al., 2003). We then submitted snails of the F2 generation to
the two treatments (control or predator-cue) following the same
protocol as for the F1 generation (see Figure 1 for number of
individuals). As F2 snails developed slower, they developed until
61 days old to reach a size large enough for their weight to be
accurately measured.

Finally, our full factorial design resulted in four combinations
of maternal and paternal environments (CxC, PxC, CxP, PxP)
and in two F2 offspring developmental environments (C,
P) (Figure 1).

Assessing Anti-predator Behaviors

We assessed two anti-predator behaviors: escape behavior by
the time taken to crawl-out the water (sec) and activity by
the total covered distance (cm). These two behaviors were
assessed on two different subsamples of F2 snails (Figure 1).
The sub-samples were composed of as many different F2 families
as possible.

For each trial of escape behavior, the snail first acclimated
in a chamber at the center of a behavioral arena (4.5 x 6 cm
box with 2.3 cm water and 0.7 cm polystyrene at the bottom).
A minute later, we opened the acclimation chamber and recorded
time taken by the snail to crawl to the water surface with JWatcher
(Blumstein and Daniel, 2007). After 5 min, we put back the
snail in its rearing box for at least 1 h before the next trial and
we changed arena water. For each snail, the escape behavior
trial was repeated two times in each immediate environment
(two times in control water first and two times in predator-
cue water after).

For each trial of activity, the snail first acclimated 1 min in the
entire behavioral arena (11.5 x 17.5 cm box with 0.6 cm water).
We then recorded the snail position every 30 s on a grid (0.5 cm
tiles) drawn at the bottom of the arena. After 5 min, we put back
the snail in its rearing box for at least 1 h before the next trial
and we changed arena water. The activity trial was repeated two
times only in control water. As snails escape (crawl-out the water)
in predator-cue water, the activity could not be assessed in this
immediate environment.
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FIGURE 1 | Full factorial design to disentangle the effects of maternal, paternal, developmental and immediate exposures to predator cues on anti-predator
behaviors. F1 (maternal and paternal) generation were reared in two developmental environments (“C” stands for control and “P” for predator-cue environment). Then
four combinations of maternal x paternal environments (CxC, CxP, PxC, and PxP) were realized. Finally, F2 (offspring) generation were reared in the same two
developmental environments. Number of families (N) and number of individuals (n) are indicated, including number of individuals used for behavioral assessments.

After assessing behavior, we gently dried snails with a paper
towel and measured total wet mass (body and shell) with an
electronic scale at the nearest 0.0001 g.

Statistical Analysis

We tested with two separate linear mixed models (LMMs)
whether maternal, paternal and developmental environments
influenced F2 snails’ escape behavior and activity. For the
escape behavior, a LMM was used instead of a survival
model as just a few trials were censored (censoring means
that the snail did not crawl-out the water within the five
min trial; 32 trials out of 640 trials). The time to crawl-
out was transformed with a logl0 transformation to achieve
normality. We also multiplied by —1 the time to crawl-out
to better reflect escape behavior, as a short time to crawl-
out is associated with high escape behavior. The fixed effects
of the two LMMs included maternal (Elm), paternal (Elp)
and developmental (E2) environments and all interactions. For
the LMM of escape behavior, we added the immediate (I)
environment and all interactions. For all LMMs, we also added
the scaled snail mass to control for size. We reduced the number
of fixed effects using the model selection explained in Zuur
et al. (2009). The random effect of the two LMMs included
individual identity to control for intrinsic differences in behavior

between individuals. We fitted LMMs with restricted maximum
likelihood estimation and Kenward and Roger’s approximation
for degrees of freedom using the Imer() function (Bates et al.,
2015). Type 2 F-tests were used for significance of fixed
effects with the package ImerTest (Kuznetsova et al, 2017).
Post hoc comparisons were realized with the package emmeans
(Lenth, 2019) to compare the “control” treatment (both parents
not exposed: CxC) with the other treatments (only exposed
mothers: PxC; only exposed fathers: CxP; and both parents
exposed: PxP). These post hoc comparisons are reported in
Appendix 2. All statistical analyses were performed with R 3.6.0
(R Development Core Team, 2019).

RESULTS

Interactions Between Maternal, Paternal,
and Personal Environments on Offspring

Escape Behavior

Maternal (Elm), paternal (Elp), developmental (E2) and
immediate (I) environments all influenced escape behavior and
their effects interacted with each other (significant Elm X
Elp x E2 interaction and Elm x Elp x I interaction in
Table 1 and Figure 2). In the immediate environment without
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TABLE 1 | Results on the linear mixed model on escape behavior.

Fixed effects Estimate (SE) NumDF, DenDF F P
Mass 0.02 (0.011) 1,151 3.40 0.067
Maternal treatment (E1m) —0.04 (0.047) 1, 151 8.22 0.005
Paternal treatment (E1p) 0.06 (0.047) 1, 1561 5.64 0.019
Developmental treatment (E2) —0.03 (0.046) 1,151 4.40 0.038
Immediate treatment (1) 0.25 (0.032) 1,475 36.77 <0.001
E1m x E1p 0.06 (0.067) 1, 151 2.37 0.126
E1m x E2 0.10 (0.061) 1,151 0.14 0.709
E1im x | 0.03 (0.061) 1, 151 1.70 0.195
Elp x E2 —0.21 (0.041) 1,475 19.40 <0.001
Elp x | —0.12 (0.041) 1,475 1.04 0.308
E2 x| —0.08 (0.029) 1,475 7.82 0.005
E1m x E1p x E2 —0.17 (0.086) 1,151 4.04 0.046
E1m x E1p x | 0.18 (0.058) 1,475 9.29 0.002
Random effect Variance df X2 P
Individual 0.010 1 37.15 <0.001
Residual 0.033

Bold p-values indicate significant p-value (P < 0.05).

predator cues, neither maternal nor paternal environments DISCUSSION

influenced escape behavior (Figure 2A and Appendix 2). In
the immediate environment with predator cues, both maternal
and paternal environments influenced escape behavior. The
single maternal exposure to predator cues (PxC) resulted in
a 49 s (61%) slower escape than unexposed parents (CxC;
black solid arrows on Figure 2B) while the single paternal
exposure (CxP) did not influence escape behavior (Figure 2B
and Appendix 2). The combination of maternal and paternal
exposures (PxP) resulted in a similar time to escape than
unexposed parents (CxC) when offspring developed without
predator cues (Figure 2Bi and Appendix 2). Conversely, the
combination of maternal and paternal exposures (PxP) resulted
in a 28 s (31%) slower escape than unexposed parents (CxC)
when offspring developed with predator cues (Figure 2Bii and
Appendix 2).

Differences in escape behavior among snails were consistent
across the different behavioral trials (significant individual
random effect in Table 1).

Interactions Between Maternal, Paternal
and Personal Environments on Offspring
Activity
Maternal (Elm), paternal (Elp) and developmental (E2)
environments all influenced activity and their effects interacted
with each other (significant Elm x Elp x E2 interaction in
Table 2 and Figure 3). However, post hoc comparisons did not
reveal significant differences between the activity of offspring
from unexposed parents (CxC) to the activity of offspring
from exposed mothers, exposed fathers or both exposed parents
(PxC, CxP, or PxP).

Differences in activity among snails were consistent across the

different behavioral trials (significant individual random effect in
Table 2).

We know little about how offspring integrate cues from the
maternal, paternal, developmental and immediate environments
(Stein et al., 2018). Recent theory showed that the relative weight
given to a cue depends on its accuracy as a predictor of selective
conditions in the future (Leimar and McNamara, 2015). In the
context of maternal and paternal cue integration, both additive
(Akkerman et al., 2016) and non-additive (e.g., Galloway, 2001;
Valtonen et al,, 2012; Guillaume et al, 2016) TGP patterns
have been observed. Our results show that all past (maternal,
parental, and developmental) and immediate environmental
experiences had an influence on the offspring anti-predator
behaviors resulting in a complex non-additive TGP patterns.

Immediate Environment as the Most

Accurate Information

The maternal, paternal, and developmental environments had
an influence on escape behavior but only in the immediate
context of predation risk. This means that snails integrated the
cues from parental and developmental environments only in the
light of the immediate environment (Figure 2B). The immediate
environment being the most accurate information about the
predation risk, the snails did not exhibit differences in escape
behavior when the immediate environment was safe (without
predator cues), even if they or their parents were exposed to
predator cues. Indeed, the maternal exposure decreased the
escape behavior of offspring only in the immediate predation
environment whatever the offspring developmental environment
(Figure 2B). In the immediate safe environment (Figure 2A),
this negative maternal effect is likely masked by an overall
absence of behavioral response. Indeed, the time to crawl-out
in immediate safe environment was ca. 150 s for all snails
(Figure 2A) while in the immediate predation environment

Frontiers in Ecology and Evolution | www.frontiersin.org

December 2020 | Volume 08 | Article 591074



Tariel et al.

Sex-Specific Transgenerational Plasticity

A

Time to crawl-out (sec)

Time to crawl-out (sec)

Immediate environment = control @

Fast

751

100 1

1251

150 1

A\i. Developmental environment @

#

Paternal env. (C) Paternal env. (B)

Maternal env. @

Maternal env. (P)

O:z---Sngasierd——-» O
N ‘
Singesiel_ 3o prort
T
0O ig

A\ii. Developmental environment @

cxC PxC CxP PxP

cxC

Immediate environment = predator-cue @

Fast

Slow

Bi. Developmental environment @

PxC
Combination of maternal x paternal environments

CxP PxP

Bii. Developmental environment @

751 ¢
100+ CID
*
. *
125 S
.
150 1
175
cxC PxC CxP PxP cxC PxC CxP PxP

Combination of maternal x paternal environments

FIGURE 2 | How maternal, paternal, and developmental exposures to predator cues influenced escape behavior (time to crawl-out the water in seconds) in the (A)
control and (B) predator-cue immediate environments. “C” stands for control environment and “P” stands for predator-cue environment. On each graph, the “C”
developmental environment is shown on the left panel (Ai, Bi) and the “P” development environment is shown on the right panel (Aii, Bii). The x-axis represents the
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exposed mothers. White shapes are for snails from non-exposed fathers while gray shapes are for snails from exposed fathers. To see the effect of single maternal
exposure, single paternal exposure or combined parental exposures, follow the legend on the top right corner. Black arrows indicate a significant effect

(Appendix 2). Points are mean + SE.
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TABLE 2 | Results on the linear mixed model on activity.

Fixed effects Estimate (SE) NumDF, DenDF F P
Mass 1.79 (0.617) 1, 251 8.41 0.004
Maternal treatment (E1m) 3.23 (2.468) 1, 251 0.91 0.340
Paternal treatment (E1p) 5.24 (2.471) 1, 251 4.88 0.028
Developmental treatment (E2) 1.97 (2.467) 1, 251 0.00 0.960
E1m x E1p —5.97 (3.388) 1, 251 0.19 0.664
E1m x E2 —5.30 (3.496) 1, 251 0.83 0.364
Elp x E2 —6.26 (3.495) 1, 251 0.25 0.616
E1m x E1p x E2 13.98 (4.789) 1, 251 8.52 0.004
Random effect Variance df x2 P
Individual 31.07 1 9.37 <0.001
Residual 120.48

Bold p-values indicate significant p-value (P < 0.05).

(Figure 2B), only the snails from exposed mothers took 150 s to
escape, the others snails escaping faster (ca. 90 s). This negative
maternal effect is likely revealed only when offspring must express
behavioral defenses against predators (faster escape in immediate
predation environment).

For activity of offspring, we found consistently that maternal,
paternal, and developmental environments interacted. However,
we did not identify significant patterns resulting from this
triple interaction. As for escape behavior, where we did not
observe significant differences among snails in the immediate
environment without predator cues, the immediate environment
is likely the first to be integrated by offspring. In absence of
immediate predator cues, offspring did not alter their activity
according to parental and developmental environments while in
the presence of predator cues, activity cannot be measured as all
snails exhibited an escape behavior.

Sex-Specific Transgenerational
Plasticity: A Negative Maternal Effect

In our predator-prey system, we did not expect sex-specific TGP
as P. acuta is a simultaneous hermaphrodite with an internal
fertilization and does not provide any parental care. The mating
partners therefore have the same morphology, behavior, ecology,
and gamete dispersal; they just differ in the reproduction function
used at the time of mating (female: eggs and mucus; male:
sperm and seminal fluid). Hence, they experience the same
predation pressures and may have the same phenotypic optima
in response to the current predation risk. This suggests that (1)
both sexes would exert similar effects on offspring traits and
(2) offspring would similarly benefit to process the maternal or
paternal cues (Kamel et al., 2010; Bell and Hellmann, 2019).
Surprisingly, we found sex-specific TGP on escape behavior in
the immediate context of predation risk, meaning that female
and male functions have distinct effects on this trait depending
on the immediate environment. For activity (only measured
without predator cues), no distinct effects of maternal or paternal
environments were found. Investigations of such sex-specific
TGP in simultaneous hermaphrodites is restricted to plant

species. However, in plants, huge differences in gamete and seed
dispersals between male and female functions may promote sex-
specific TGP (Galloway, 2001; but see Akkerman et al., 2016). In
animals, evidence of sex-specific TGP often used species with sex-
specific selection pressures or species providing uniparental care
(e.g., Shama et al., 2014; Emborski and Mikheyev, 2019; Lehto and
Tinghitella, 2020). Our results suggest that sex-specific TGP may
be driven by other factors than sex-specific selection pressures
and uniparental care.

Firstly, sex-specific TGP in P. acuta may arise from differences
in inheritance mechanisms between female and male functions
(Akkerman et al, 2016; Guillaume et al, 2016; Bell and
Hellmann, 2019). Female function has a narrow relationship with
the subsequent generation and can add informative molecules
(e.g., hormones, non-coding RNA) or nutrients in eggs during
the production of oocytes or during the offspring very early
development (after fertilization and before laying). By contrast,
male function can only influence offspring via sperm cells and
seminal fluid and therefore has a limited number of molecular
pathways to transmit information to the subsequent generation
(e.g., epigenetic mechanisms). Although we do not know the
specific inheritance mechanisms acting in our study, we can
suppose that female and male functions transmit environmental
cues via different bearers of information that would explain this
sex-specific TGP for escape behavior. For example, in yellow
monkeyflower (Mimulus guttatus), Akkerman et al. (2016) have
shown that demethylation erased the effect of maternal but not
paternal environment, suggesting that only maternal information
is transmitted via DNA methylation.

Secondly, sex-specific TGP on escape behavior may result
from stronger effects of stress on female function than on
male function. The single maternal exposure to predator cues
induced a decrease in escape behavior (offspring took longer
to crawl-out the water) while the single paternal exposure to
predator cues did not influence the escape behavior. These
different effects between female and male parental functions on
offspring behavior may result from differences in reproductive
investment. As in numerous organisms, the female function
is likely more costly than the male one in P. acuta, although
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shapes are for snails from exposed fathers. To see the effect of single maternal exposure, single paternal exposure or combined parental exposures, follow the

it is difficult to evaluate it in a simultaneous hermaphrodite.
Therefore, stressful environments (such as with predation risk)
that negatively influence the snail’s state (DeWitt, 1998) are
more likely to be passed on by the female function than
by the male function. This hypothesis is corroborated by the
decrease in escape behavior induced by the maternal exposure.
Although in this study we did not test offspring survival in
the face of a real predator, our results (Appendix 3) and
other studies (e.g., DeWitt et al., 1999; Beaty et al., 2016)
have shown that a faster escape behavior of snails exposed
to predator-cues in their immediate environment is adaptive.
Consequently, the decrease in snail escape behavior induced
by maternal exposure may have deleterious fitness effects on
offspring in response to a predator. The negative direction of
the maternal effect therefore suggests that the maternal effect
is a state-based effect rather than an anticipatory one (see

also Coslovsky and Richner, 2011; McGhee et al., 2012). Finally,
the combination of stressful environments and difference in
reproductive investment between sexes may be sufficient to
generate a state-based TGP that is sex-specific.

A Complex Pattern of Paternal Effect on
Escape Behavior: Combination of

Maternal and Developmental Effects

In the immediate predation environment (Figure 2B), the effect
of paternal cues depended on whether they were integrated
alone or in combination with maternal and developmental cues
(see also Galloway, 2001). This results in a complex interaction
between paternal, maternal and offspring environments that we
can dissect as follows: (1) The single paternal exposure never
affected the offspring escape behavior whatever the offspring
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developmental environment; (2) When both mother and father
were exposed, paternal cues were integrated by offspring
according to their own developmental environment. In a
developmental environment without predator cues (Figure 2Bi),
the paternal exposure mitigated the reduction in escape behavior
due to the maternal exposure. Consequently, offspring from both
exposed parents escaped as fast as offspring from unexposed
parents. This mitigation suggests that offspring can process the
cues from exposed fathers to buffer the maternal state-based
effect, which we can interpret as an information-based TGP of the
paternal cues. Similar results have been observed in sticklebacks
(Gasterosteus aculeatus) where the negative effect of paternal
exposure on offspring survival in the face of a real predator was
mitigated by maternal exposure (Hellmann et al.,, 2019). In this
species, as males are the sole providers of paternal care, a paternal
exposure to predators leads to negative stress-mediated effects. In
a developmental environment with predator cues (Figure 2Bii),
the paternal exposure combined with the maternal one did not
compensate the negative maternal effect resulting in a slow
behavioral response of snails, similar as observed from exposed
mother alone. The exposure to predator cues during offspring
development might influence the offspring state (DeWitt, 1998)
that might be then no longer able to process the paternal cues to
mitigate the negative effect of their exposed mothers.

The non-additive patterns we observed here do not fit with
the responses already observed in the literature (threshold
hypothesis: Stein et al., 2018; Bell and Hellmann, 2019; Lehto and
Tinghitella, 2019, 2020; back-up hypothesis: Bell and Hellmann,
2019; Lehto and Tinghitella, 2019; bayesien hypothesis: Stamps
and Krishnan, 2014). We showed that the non-additive responses
of offspring for escape behavior might result from a hierarchical
integration of cues (i.e., information-based) constrained by state-
based effects. Immediate and paternal exposures to predator cues
might led to information-based effects on the escape behavior of
offspring while developmental and maternal effects might have
negative state-based effects. Hence, offspring might first integrate
the cues from their immediate environment (the most accurate
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APPENDIX

Appendix 1: Experimental Design
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Appendix 2: Post hoc Comparisons

Note: “C” stands for control environment and “P” for predator-cue environment. “Dev” stands for developmental environment. P-values are corrected for multiple testing
with Holm method. Bold p-values indicate significant pairwise comparisons (corrected P-value < 0.05).

Trait Immediate Dev contrast Effect of: t P
Escape behavior C C PxC-CxC Single maternal exposure —0.81 0.420
CxP-CxC Single paternal exposure 1.29 0.397
PxP-CxC Combined parental exposure 1.83 0.204
P PxC-CxC Single maternal exposure 1.35 0.357
CxP-CxC Single paternal exposure 1.92 0.170
PxP-CxC Combined parental exposure 1.00 0.357
P C PxC-CxC Single maternal exposure —5.33 <0.001
CxP-CxC Single paternal exposure —-1.18 0.293
PxP-CxC Combined parental exposure —1.46 0.293
P PxC-CxC Single maternal exposure -3.15 0.006
CxP-CxC Single paternal exposure —0.53 0.596
PxP-CxC Combined parental exposure —2.25 0.050
Trait Immediate Dev contrast Effect of: t P
Activity C C PxC-CxC Single maternal exposure 1.31 0.383
CxP-CxC Single paternal exposure 2.12 0.104
PxP-CxC Combined parental exposure 1.07 0.383
P PxC-CxC Single maternal exposure -0.84 0.808
CxP-CxC Single paternal exposure —0.41 0.808
PxP-CxC Combined parental exposure 2.10 0.111

Appendix 3: Effect of the Immediate Environment of Escape Behavior

Time to crawl-out (sec)
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Most snails escape faster in the immediate predator-cue environment (“P”) than in the immediate control environment (“C”). The
“C” developmental environment is shown on the left panel (i) and the “P” developmental environment is shown on the right panel
(ii). Text indicates the four combinations of maternal x paternal environments (CxC, PxC, CxP, and PxP). Dots are for snails from
non-exposed mothers while squares are for snails from exposed mothers. White shapes are for snails from non-exposed fathers while

gray shapes are for snails from exposed fathers. Points are mean =+ SE.
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Chapitre 5 - Etfet du #ming de
’exposition a la prédation :

fenétres sensibles de la TGP

Cette étude sera publiée a la suite de ma these et est appelée « étude #Zming» dans la discussion.

Contexte. La capacité a répondre a son environnement (WGP) varie souvent au cours du
développement. Ainsi, le #ming (« période ») de la perception d’un changement environnemental
peut impacter la WGP, et pourrait également impacter la TGP. Plus globalement a I’échelle du
phénotype, des fenétres sensibles de la WGP ont été définies comme des périodes pendant le
développement ou lenvironnement engendre des effets particulierement intenses sur le
pp & P
phénotype de I'individu. Plusieurs auteur-rice's ont suggéré qu’il existerait aussi des fenétres
sensibles de la TGP. L’objectif de cet article était d’étudier en paralléle Uinfluence du Ziming
d’exposition aux indices de prédateurs et la présence de fenétres sensibles pour la WGP et de la
p p p P

TGP des défenses du gastéropode d’eau douce Physa acuta.

Protocole expérimental. Une premiere génération de physes (F1 ou génération parentale) a été
exposée a des indices olfactifs de la présence d’écrevisses a différentes périodes (embryonnaire,
post-embryonnaire précoce, intermédiaire et tardive et continue pendant tout le
développement). Les défenses comportementales et morphologiques de la physe ont été
mesurées au stade adulte chez ces F1, afin de déterminer les fenétres sensibles de la WGP. Puis
une deuxieme génération de physes (F2 ou génération des descendants) a été élevée uniquement
sans indices d’écrevisses. Les défenses ont aussi été mesurées chez les F2, afin de déterminer les

fenétres sensibles de la TGP.

Reésultats. Le #ming d’exposition influencait les défenses exprimées par les physes et leurs
descendants. Plus précisément a la F1, les défenses morphologiques exprimées étaient
différentes suivant le #ming d’exposition embryonnaire ou post-embryonnaire : la période
embryonnaire induisait une stratégie défensive basée sur une tres grande taille de coquille alors

que la période d’exposition post-embryonnaire induisait une stratégie basée sur une grande taille
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et un épaississement de la coquille. A la F2, Peffet du #ming d’exposition sur les défenses

morphologiques était plus complexe.

Globalement, l'exposition aux indices de prédateurs a induit Pexpression de défenses
morphologiques chez les parents (F1) et de défenses comportementales chez les descendants
(F2) quel que soit le #ming d’exposition : il n’existerait donc pas de fenétres sensibles de la WGP

et de la TGP.

Conclusion. Le #ming d’exposition a un changement environnemental peut modifier les effets
intra- et trans-générationnels et est donc un facteur a prendre en compte dans les études sur la
WGP et la TGP. En revanche, il n’existait pas de fenétres particulicrement sensibles pour
I'induction de défenses : Physa acuta est soumise a une prédation intense toute sa vie, ce qui

favoriserait le maintien de la WGP et de la TGP de ses défenses tout le long du développement.
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Etfet du #ming de 'exposition a la prédation :
fenétres sensibles de la plasticité intra- et trans-

générationnelle des défenses contre les prédateurs

Introduction

La « plasticité intra-générationnelle » (abrégée WGP pour Within-Generational Plasticity ci-apres) se
manifeste lorsque le phénotype d’un individu dépend de son environnement (Bradshaw 1965 ;
Pigliucci 2001 ; Price 2003). La WGP peut permettre I'adaptation des individus a un
environnement variable (Bradshaw 1965 ; Ghalambor et coll. 2007). En effet, 'environnement
a un instant t peut contenir des informations/indices sur Iétat probable de 'environnement
futur. En percevant ces indices environnementaux, les individus peuvent développer un
phénotype adapté a leur environnement futur (environnement dans lequel le phénotype sera
sélectionné ; Whitman & Agrawal 2009). Plus récemment, le concept de plasticité s’est étendu
sur plusieurs générations ; la «plasticité transgénérationnelle » (abrégée TGP pour
TransGenerational Plasticity ci-apres) se manifeste lorsque le phénotype d’un individu dépend de
l'environnement des générations passées (Mousseau & Fox 1998 ; Galloway & Etterson 2007 ;
Bell & Hellmann 2019). Comme pour la WGP, la TGP se base dans certains cas sur des indices
environnementaux (Donelan et coll. 2020). Les parents percoivent et transmettent des indices
environnementaux a leurs descendants, qui les utilisent pour développer en anticipation un
phénotype adapté a leur environnement (on parle de TGP informationnelle adaptative ; Agrawal
et coll. 1999 ; Galloway & Etterson 2007 ; Salinas & Munch 2012 ; Donelan et coll. 2020). Bien
que des démonstrations expérimentales existent, il y a encore débat sur la présence généralisée
de TGP informationnelle adaptative (Uller et coll. 2013 ; Yin et coll. 2019 ; Donelan et coll. 2020

; Sanchez-Tojar et coll. 2020).

Une question récurrente en biologie évolutive est de savoir pourquoi la capacité a répondre a
son environnement (autrement dit la WGP) varie au cours du développement, plutdt qu'étre
constante toute la vie d’un individu (English & Barreaux 2020). En effet, les effets de 'exposition
a un indice environnemental peuvent dépendre du #ming (« période ») de la perception de cet
indice pendant le développement (Fischer et coll. 2014 ; Panchanathan & Frankenhuis 2010).
Des fenétres sensibles (sensitive windows) de la WGP ont ainsi été décrites : ce sont des stades de

développement ou ages particulicrement sensibles pendant lesquels 'environnement génére des
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effets particuliecrement intenses sur le phénotype (Fawcett & Frankenhuis 2015 ; Mueller 2018 ;
English & Barreaux 2020). Les papiers de synthese récents sur la TGP supposent également que
le #iming de la perception d’un indice environnemental par les parents aurait une grande influence
sur les effets transgénérationnels (Donelson et coll. 2018 ; Bell & Hellmann 2019 ; Yin et coll.
2019 ; Donelan et coll. 2020). Autrement dit, le #ming de la perception pendant le développement
parental influencerait la présence, l'intensité et la direction des effets transgénérationnels. De
plus, il est également supposé Pexistence de fenétres sensibles de la TGP, c.-a-d. des périodes
pendant le développement parental ou la perception d’indices génerent des effets
transgénérationnels particuliecrement intenses sur le phénotype des descendants. D’apres des
modeles théoriques sur la WGP, les changements de plasticité au cours du développement seraient
liés a la balance bénéfices/cotts (en termes de valeur sélective) a étre plastique (résumé dans
Fischer et coll. 2014 ; Fawcett & Frankenhuis 2015 ; English et coll. 2016 ; Panchanathan &
Frankenhuis 2016 ; Stamps & Krishnan 2017 ; English & Barreaux 2020). Cette balance

bénéfices/couts d’utiliser et de répondre a un indice environnemental serait déterminée par :

(1) 1a fiabilité de I'indice. Dans le cas d’un environnement auto-corrélé dans le temps', un indice
est d’autant plus fiable que le délai est court entre la perception de l'indice et la sélection du
phénotype induit (réduction de la probabilité que les conditions environnementales changent

entre la perception et la sélection ; Fawcett & Frankenhuis 2015).

(2) l'information environnementale déja accumulée par I'individu. Un indice percu tardivement
est souvent moins informatif qu’un indice pergu précocement, car 'individu a déja accumulé des
indices durant son développement et est donc déja informé sur I’état futur de son environnement

(Fawcett & Frankenhuis 2015 ; English et coll. 2016 ; Stamps & Krishnan 2017).

(3) les contraintes de la plasticité. Chez tous les ¢tres vivants, le développement implique que les
individus s’engagent dans des voies développementales ou certains traits deviennent fixés. Ainsi,
changer de voie développementale tardivement est parfois cotteux (ou méme impossible), car
cela nécessite la modification de traits déja fixés (on parle de contraintes développementales ;
Uller 2008 ; Fawcett & Frankenhuis 2015 ; English & Barreaux 2020).

(4) le bénéfice d’etre spécialisé. Le temps passé a développer un phénotype adapté a une

condition environnementale est parfois corrélé a la valeur sélective dans cette condition

1'Un facteur environnemental est auto-corrélé dans le temps si les valeurs de ce facteur environnemental qui sont
rapprochées dans le temps sont plus similaires que les valeurs qui se sont éloignées dans le temps.
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environnementale, ce qui favorise donc un engagement précoce dans une voie développementale
(DeWitt et coll. 1998 ; Frankenhuis & Panchanathan 2011 ; Panchanathan & Frankenhuis 2016).
Par exemple, les poissons deviennent plus efficaces pour se nourrir d’un type de proie s’ils

commencent plus tot a se spécialiser a ce type de proie (Frankenhuis & Panchanathan 2011).

(5) la force de sélection sur le phénotype induit. Par exemple, la force de sélection exercée sur la
plasticité en réponse a la compétition pour I'accouplement est plus forte au début de la vie

reproductive qu’a la fin (Fawcett & Frankenhuis 2015).

Si ces facteurs sont variables au cours du développement, les bénéfices et les couts de répondre
a un indice vont donc étre fortement déterminé par le #ming de la perception de cet indice. Ainsi,
les fenctres sensibles de la WGP devraient correspondre aux périodes ou la balance
bénéfices/couts est tres grande. Appliqués a la TGP, ces modeles théoriques prévoient donc
qu’une fenétre sensible est le stade parental adulte ; les indices pergus tardivement par les parents
sont les plus fiables en raison du faible délai entre leur perception de I'environnement et la
sélection du phénotype plastique chez les descendants (Radersma et coll. 2018 ; Bell & Hellmann
2019 ; Donelan et coll. 2020). De plus, les fenétres sensibles de la TGP pourraient étre
déterminées par celles de la WGP (Mikulski & Pijanowska 2010 ; Donelan et coll. 2020). En effet,
les indices qui engendrent les effets les plus intenses sur le phénotype des parents sont les plus
susceptibles d’affecter leurs décisions clés d’histoire de vie (p. ex. dispersion, choix de 1'habitat,
taille et age a la maturité) et sont donc plus susceptibles d’exercer des effets intenses ur les

descendants (Burton & Metcalfe 2014 ; Donelan et coll. 2020).

Pour s’adapter a la présence variable de prédateurs, la stratégie défensive des proies peut se baser
sur de la WGP, ce que 'on appelle des défenses induites (Tollrian & Harvell 1999). Les défenses
induites ne sont produites qu’aprés la détection d’indices de la présence de prédateurs
(simplement « indices de prédateurs » pour predator cues ci-apres) dans 'environnement des proies
(WGP ; Tollrian & Harvell 1999). Les proies avec des défenses induites économisent le cout de
production et de maintien des défenses en 'absence de prédateurs (Tollrian & Harvell 1999).
Ces défenses induites concernent tous les types de traits : comportementaux, morphologiques
et basés sur de I'histoire de vie (Tollrian & Harvell 1999). Dans le cas de la TGP, des défenses
peuvent également étre induites par la perception d’indices de prédateurs par les parents (p. ex.
Agrawal et coll. 1999 ; Keiser & Mondor 2013 ; Stein et coll. 2018). Les défenses induites sont

parmi les cas les plus convaincants et emblématiques de WGP et de TGP basées sur des indices
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environnementaux (Agrawal et coll. 1999 ; Tollrian & Harvell 1999). Elles constituent donc un
contexte pertinent pour déterminer 'effet du #ming de la perception des indices sur la WGP et la
TGP, et pour tester les hypotheses théoriques sur la présence de fenétres sensibles. Dans la
littérature sur les défenses induites, les démonstrations expérimentales de fenétres sensibles sont
hétérogenes. Pour la WGP, certaines études suggerent "absence de fenétres sensibles, les défenses
sont induites quelle que soit le #ming de la perception des indices de prédateurs (Relyea 2003 ;
Hoverman & Relyea 2007 ; Weiss et coll. 2015), alors que d’autres études mettent en évidence
des fenétres sensibles (Mikulski et coll. 2005). Pour la TGP, seules deux études se sont intéressées
aux fenctres sensibles et démontrent que le #ming de I'exposition parentale aux indices de
prédateurs affecte la présence (Walsh et coll. 2015) ou l'intensité (Mikulski & Pijanowska 2010)
des effets transgénérationnels (résumé dans Tariel et coll. 2020b), et ainsi démontrent la présence

de fenétres sensibles de la TGP.

Dans cette étude, Pobjectif était de déterminer I'influence du #ming de la perception des indices
de prédateurs sur la WGP et de la TGP sur les défenses induites du gastéropode d’eau douce Physa
acuta, ainsi que la présence de fenétres sensibles. Les défenses induites de P. acuta ont bien été
décrites : les physes qui percoivent des indices de la présence d’écrevisses (1) se réfugient a la
surface ou hors de 'eau, hors d’atteinte des prédateurs benthiques comme DPécrevisse, (2)
développent une coquille plus grande et plus épaisse, ce qui les rend plus difficile a écraser, et (3)
se reproduisent plus tard et a une plus grande taille par rapport aux physes n’ayant pas percu
d’indices d’écrevisses (Crowl & Covich 1990 ; Alexander & Covich 1991 ; Turner et coll. 1999 ;
DeWiitt et coll. 2000 ; Auld & Relyea 2011 ; Salice & Plautz 2011). De plus, plusieurs études ont
démontré de la TGP des défenses induites chez P. acuta : la perception d’indices d’écrevisses par
les parents induit la production de défenses comportementales et morphologiques chez les
descendants (Beaty et coll. 2016 ; Luquet & Tariel 2016 ; Tariel et coll. 2020c). Dans notre étude,
une premicre génération de physes (Il ou génération parentale) a été élevée et exposée aux
indices olfactifs de la présence d’écrevisses a différentes périodes du développement : période
embryonnaire, périodes post-embryonnaire précoce, intermédiaire et tardive, et une période
continue pendant tout le développement (Figure 1). Ensuite, les défenses comportementales et
morphologiques de la physe contre les écrevisses ont été mesurées chez les F1 adultes (sortie de
Ieau, taille globale de la physe, épaisseur de la coquille), afin de déterminer les fenétres sensibles
de la WGP. Puis, la deuxiéme génération de physes (F2 ou génération des descendants) issue des

différents traitements d’exposition parentale, a été élevée uniquement sans indices d’écrevisses
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(Figure 1). Les défenses ont aussi été mesurées chez les F2 adultes, afin de déterminer cette
fois-ci les fenétres sensibles de la TGP. Nous nous attendons a ce que la fenétre sensible de la
WGP représente les périodes embryonnaire et juvénile précoce, puisque la détection précoce de
la présence de prédateurs permettrait d’avoir plus de temps pour développer des défenses. De
plus, nous nous attendons a ce qu’une fenétre sensible de la TGP représente la période parentale
tardive, puisque les indices parentaux percus tardivement sont les plus fiables (réduction du
temps de latence entre la perception des indices de prédateurs et 'expression des défenses chez

les descendants).

Matériel et méthodes

Protocole expérimental

256 adultes (P. acuta) ont été prélevées le 12 mars 2018 dans une population naturelle située dans
un bras mort du Rhone (Lyon, France, 45.8078° N, 4.99772° E). La suite de I'expérience s’est
déroulée dans une chambre thermorégulée a 25 °C avec une photopériode de 12h/12h. Ces 256
physes adultes ont pondu et ont ainsi généré la génération FO. La génération FO a été élevée
uniquement dans de P'eau controle (eau du robinet déchlorée) en groupe et avec nourriture
ad libitum (Figure 1). A maturité, 231 physes FO ont été isolées dans des boites individuelles
(90 L de volume), afin qu'une boite ne contienne la descendance que d’une seule physe FO0, soit
une famille de physes F1 par boite. 36 h plus tard, les physes FO ont été retirées des boites pour
laisser les pontes F1 se développer. Les familles F1 ont ensuite été réparties dans les six
traitements, a raison de 30 familles choisies aléatoirement par traitement (Figure 1). Les six

traitements sont :
- un traitement avec de ’eau controle pendant toute la durée du développement ;
- cinq traitements avec un #zing d’exposition aux indices de prédateurs variable :

* un traitement Embryon avec une exposition de 5 jours pendant le développement

embryonnaire (sur 7 jours de développement embryonnaire) ;

* un traitement Précoce avec une exposition de 14 jours en début de développement

post-embryonnaire ;

* un traitement |BRESERESEIEE avec une exposition de 14 jours au milieu du

développement post-embryonnaire ;
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* un traitement JEFgeI avec une exposition de 14 jours en fin de développement post-

embryonnaire ;

* un traitement qui combine toutes les fenétres d’exposition, avec une
exposition de 5 jours pendant le développement embryonnaire puis de 42 jours pendant

le développement post-embryonnaire.

L’eau contenant des indices de prédateurs (soit eau de prédateur) a été obtenue a partir de Peau
d’élevage de plusieurs écrevisses Orconectes limosus. Ces écrevisses ont été élevées individuellement
dans des boites en plastique contenant chacune 4 L. d’eau et nourries exclusivement de physes
aigués. Apres avoir récupéré 'eau d’élevage des écrevisses, des physes écrasées étaient « infusées »
pendant 1 h (une physe pour 4 L d’eau de prédateur). Ainsi, 'eau de prédateur contenait des
indices olfactifs de la présence de prédateurs, a la fois des kairomones de prédateur et des sighaux

d’alarme.

Les physes ont toutes été élevées de la méme fagon hormis I'exposition ou non aux indices de
prédateurs. I’eau des pontes F1 a été renouvelée apres avoir retiré les adultes F0, avec de I'eau
de prédateur pour les traitements Embryon et Continu, et de 'eau controle pour les autres
traitements. 5 jours apres, pour éviter que les nouveau-nés soient exposés aux indices de
prédateurs dans le traitement Embryon, 'eau des pontes a été changée pour de I'eau contrdle
pour tous les traitements (la durée du développement embryonnaire est de 7 jours au minimum
a 25 °C) (Figure 1). Apres éclosion et jusqu’a la fin de I’élevage, I’eau a été renouvelée deux fois
par semaine pour tous les traitements, afin de renouveler les indices de prédateurs et
Poxygénation de ’eau. LLa nourriture (salade bouillie et mixée ad /ibitum) était changée par la méme
occasion. 14 jours apres le début de I’éclosion, tous les F1 ont éclos, et le traitement Précoce a
commencé, avec de I'eau de prédateur pour les traitements Précoce et Continu, et de I'eau
controle pour les autres traitements (Figure 1). 14 jours apres, le traitement Intermédiaire a
commencé, avec de 'eau de prédateur pour les traitements Intermédiaire et Continu, et de 'eau
contréle pour les autres traitements. De plus, les physes F1 ont été réparties dans des boites plus
grandes (300 mL) avec un effectif de 30 F1 par boite pour limiter la compétition. Pour chacune
des boites, les 30 F1 d’un méme traitement étaient choisis aléatoirement dans les 30 familles F1,
avec un maximum de 2 F1 de la méme famille par boite. 14 jours apres, le traitement Tardif a
commencé (eau de prédateur pour les traitements Tardif et Continu, eau contréle pour les autres

traitements). De plus, les physes ont été réparties dans des boites plus grandes (1,2 L) avec un
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effectif de 20 F1 par boite. Finalement, 14 jours apres, tous les traitements sont passés a de 'eau
contrdle. Les F1 ont continué de se développer jusqu’a ’age de 59 + 2 jours. Ensuite, les mesures
des traits phénotypiques et la production de la génération F2 a commencé : 40 physes F1 ont été
isolées pour chacun des six traitements, soit 240 F1 en tout. Cette isolation permettait de garder
'identité des physes pendant les mesures et de générer les familles F2 dans des boites séparées.
Ces physes I'2 ont été élevées de la méme facon que la FF1, mais uniquement dans de I'eau

controle (Figure 1).

I1.2 Mesures des traits phénotypiques
Plusieurs traits phénotypiques ont été mesurés sur les 240 physes F1 et les 240 physes F2 adultes

isolées :
— l'utilisation de refuge (ou sortie de 'eau). L’utilisation de refuge a été mesurée 3 fois (utilisation
de refuge = 1 si la physe était hors de 'eau ou touchait la surface, 0 sinon), une fois par jour

pendant 3 jours consécutifs.

— le temps de sortie de I'eau (ou rapidité pour atteindre la zone refuge). Le temps mis pour sortir
de l'eau a été mesuré 4 fois dans un intervalle de 1 a 3 h : 2 fois dans une eau controle et 2 fois
dans une eau avec des indices de prédateurs. La physe était déposée au centre d’'une aréne (boite
ronde en plastique de diametre 6,5 cm et de hauteur 5,5 cm avec une zone centrale de 2,2 cm de
diameétre délimitée au marqueur). Le chronometre était déclenché sur JWatcher (Blumstein &
Daniel 2007) des que la physe sortait de la zone centrale et était arrété dés qu’une partie du corps
de la physe touchait la surface. Si au bout de 5 min, la physe n’avait toujours pas touché la surface,
le chronometre était stoppé (et I'essai était donc censuré). Ensuite, la physe retournait un
moment dans sa boite d’¢élevage et 'eau de l'arene était changée avant la mesure de la physe

suivante.

— le poids frais du corps et le poids de la coquille. Le poids frais total (coquille + corps) a été
mesuré avec une balance de précision 0,001 mg. Apres avoir ébouillanté les physes et séparé leur

corps de leur coquille, le poids de la coquille a été mesuré et le poids du corps a ainsi été déduit.

— Pépaisseur de la coquille, mesurée avec un pied a coulisse numérique de précision 0,01 mm au

niveau du bord de la coquille.

—la longueur et la largeur maximales de la coquille, mesurées grace au logiciel Image] (Schneider
et coll. 2012) a partir d’une photo de la coquille, ouverture vers le haut, avec une précision de

0,001 mm.
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Analyses statistiques

Les données de la génération parentale (F1) et des descendants (F2) ont été analysées avec des
modeles linéaires identiques. Le but était de déterminer comment le #ming d’exposition aux
indices de prédateurs influencait les effets intragénérationnels (WGP, étude de la F1) et

transgénérationnels (TGP, étude de la F2).

Pour l'utilisation de refuge, nous avons utilisé un modéle linéaire généralisé de famille binomiale

avec le traitement comme seul effet.

Pour le temps de sortie, nous avons utilisé un modele linéaire mixte plutot qu'un modele de
survie comme tres peu d’essais étaient censurés (36 essais censurés en F1 sur 960 essais au total ;
48 essais censurés en F2). Les mesures de temps de sortie ont été transformées (logl0) pour
obtenir une distribution normale. Dans le modé¢le linéaire mixte, nous avons inclus le traitement,
Ienvironnement immédiat (eau controle ou de prédateur), la répétition (17 ou 2° répétition dans
un méme environnement immeédiat) et toutes les interactions comme effets fixes. Les
interactions n’étaient pas significatives et ont été enlevées du modele. Le numéro d’identification
de la physe a été inclus comme effet aléatoire, pour prendre en compte les mesures répétées sur
une méme physe. Nous avons utilisé une estimation restreinte du maximum de vraisemblance et

I'approximation des degrés de liberté de Kenward et Roger.
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Figure 2. Analyse en composante principale sur le poids du corps, le poids de la coquille, la longueur et
la largeur de la coquille et I’épaisseur de la coquille. Le poids du corps et de la coquille ont été
préalablement transformés (racine cubique). La composante principale 1 (CP1) a été interprétée comme
la taille globale de la physe et la composante principale 2 (CP2) comme I’épaisseur de la coquille relative
a la taille.



130 Chapitre 5 — Effet du timing de 'exposition a la prédation : fenétres sensibles de la TGP

Pour les autres variables, une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée pour réduire
le nombre de variables (Figure 2). La relation linéaire entre les variables de poids et les variables
de taille suit un polynéome de degré 3, les deux variables de poids ont donc été préalablement
transformées avec une racine cubique. Les deux premicres composantes principales (CP1 et
CP2) résumaient bien I'information de variabilité contenue dans les cinq variables de départ
(94 % et 90 % de la variance en F1 et F2, respectivement ; Figure 2). Les variables du poids du
corps, du poids de la coquille, de la longueur et de la largeur de la coquille étaient fortement et
positivement corrélées entre elles, et étaient bien représentées sur la composante principale 1
(CP1 ; Figure 2). L’épaisseur de la coquille était aussi corrélée aux autres variables et bien
représentée sur CP1 mais dans une moindre mesure (Figure 2). Nous avons donc interprété
CP1 comme la taille globale de la physe. Seule I’épaisseur de la coquille était bien représentée sur
la CP2, nous avons interprété cette composante principale comme Iépaisseur de la coquille
relative a la taille de la physe (Figure 2). La taille globale de la physe (CP1), I'épaisseur de la
coquille relativement a la taille (CP2) et I’épaisseur brute (non corrigée par la taille) ont été

analysées dans des modeles linéaires séparés, avec le traitement comme seul effet.

Des tests I ont été utilisés pour tester la significativité des effets fixes des modeles linéaires
classiques. Des tests de rapport de vraisemblance ont été utilisés pour la significativité des effets
fixes des modeles linéaires généralisés et des effets aléatoires des modeles linéaires mixtes. Nous
avons utilisé les librairies Ime4 et ImerTest pour estimer les parametres, les statistiques observées
et les valeurs p associées a nos différents modeles linéaires (Bates et coll. 2015 ; Kuznetsova et
coll. 2017) ; la librairie FactoMineR pour ’ACP (Lé et coll. 2008) ; la librairie ggplot2 pour les
graphiques (Wickham 2016); et la suite tidyverse pour la manipulation des jeux de données
(Wickham et coll. 2019) grace au logiciel R version 4.0.2 et Rstudio (RStudio Team 2015 ; R
Development Core Team 2019).
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III Résultats

II1.1 Fenétres sensibles de la WGP

A la génération des parents (F1), exposition aux indices de prédateurs a influencé le temps de
sortie de ’eau (T'ableau 1A), la taille globale de la physe (Tableau 1C), I’épaisseur de la coquille
(non-corrigée et corrigée par la taille ; Tableau 1D-E), mais pas I'utilisation de refuge (Tableau
1B ; Figure 3B). Le temps de sortie était également influencé par I'environnement immédiat

(Tableau 1A).

Plus précisément, I'environnement immédiat avait le méme effet sur le temps de sortie quelle
que soit la période d’exposition aux indices de prédateurs (c.-a-d. Iinteraction “Traitement x
Environnement Immédiat’ était non-significative). En présence immédiate d’indices de
prédateurs, les physes sortaient en moyenne 19 secondes plus vite que dans un environnement
immédiat controle (Figure 3A). Concernant Peffet du traitement sur le temps de sortie, les
physes exposées aux indices de prédateurs pendant le développement post-embryonnaire
(Précoce, Intermédiaire, Tardif, effet marginal pour Continu) s’échappaient 17 secondes plus
lentement que les physes controles (Tableau 1A ; Figure 3A), que ce soit dans un

environnement immédiat prédateur ou controle.

Les physes exposées aux indices de prédateurs étaient globalement plus grandes et avaient une
coquille 30 % plus épaisse que les physes controles, quelle que soit la période d’exposition
(Embryon, Précoce, Intermédiaire, Tardif et Continu ; Tableau 1C-D ; Figure 3C-D). Apres
correction par la taille, seules les physes exposées pendant le développement post-embryonnaire
(Précoce, Intermédiaire, Tardif et Continu) avaient une coquille plus épaisse que les physes

contrbles (Tableau 1E ; Figure 3E).
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Figure 3. Effets du #ming d’exposition aux indices de prédateurs sur la WGP. Résultats des données de la
F1 pour (A) le temps mis pour sortir de I'eau, (B) I'utilisation de refuge, c.-a-d. le nombre d’essais ou la
physe était hors de I'eau sur trois essais, (C) la taille globale de la physe (D), I’épaisseur de la coquille et
(E) I’épaisseur de la coquille relative a la taille. Les gros points sont les moyennes des données brutes avec
leur erreur standard, et les petits points sur les graphiques C-E montrent les données individuelles. La
taille globale de la physe (D) et I'épaisseur relativement a la taille (E) sont les deux premieres composantes
d’une ACP réalisées sur les variables morphologiques de la physe (Figure 2). Les astérisques indiquent les
traitements significativement différents du traitement controle (Tableau 1).
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A. Temps de Effets fixes F  Num(df), Den(df) P
sortie Traitement 4,13 5,234 0,001
Env. immédiat 66,39 1,718 <0,001
Hssai 1,25 1,718 0,264
Effets aléatoires Variance x> df p
Individu 0,017 61,25 1 <0,001
Résiduel 0,054
Parameétre Estimation (SE) t df P
(Intercept) -1,83 (0,029)  -62,23 307 <0,001
Embryon -0,01 (0,039)  -0,36 234 0,719
Précoce -0,08 (0,039)  -2,16 234 0,031
Intermédiaire -0,15 (0,039)  -3,97 234 <0,001
Tardif -0,09 (0,039)  -2,23 234 0,027
Continu -0,07 (0,039)  -1,93 234 0,055
Env. immédiat P 0,12 (0,015) 8,15 718  <0,001
Essai 0,02 (0,015) 1,12 718 0,264
B. [Utilisation Effets fixes x> df P
de refuge Traitement 1,83 5,N = 240 0,873
C. Taille Effet fixe F Num(df), Den(df) P
globale Traitement 7,55 5,232 <0,001
Paramétre Estimation (SE) t df P
(Intercept) -1,29 (0,398)  -4,33 1 <0,001
Embryon 2,51 (0,422) 5,95 1 <0,001
Précoce 1,24 (0,422) 2,94 1 0,004
Intermédiaire 1,58 (0,425) 3,72 1 <0,001
Tardif 1,45 (0,425) 3,41 1 <0,001
Continu 0,98 (0,422) 2,33 1 0,021
D. Epaisseur Effet fixe F Num(df), Den(df) P
dela Traitement 7,14 5,232 <0,001
coquille Parameétre Estimation (SE) t df p
(Intercept) 0,13 (0,007) 19,80 1 <0,001
Embryon 0,03 (0,009) 3,01 1 0,003
Précoce 0,04 (0,009) 391 1 <0,001
Intermédiaire 0,04 (0,009) 4,224 1 <0,001
Tardif 0,05 (0,009) 5,57 1 <0,001
Continu 0,05 (0,009) 5,22 1 <0,001
E. Epaisseur Effet fixe F Num(df), Den(df) P
de la Traitement 15,65 5,232 <0,001
221('11'1;;]22 par Parameétre Estimation (SE) t df P
la taille (Intercept) -0,35 (0,113)  -3,07 1 0,002
Embryon -0,30 (0,160)  -1,86 1 0,064
Précoce 0,42 (0,160) 2,59 1 0,010
Intermédiaire 0,33 (0,161) 2,02 1 0,045
Tardif 0,75 (0,161) 4,67 1 <0,001
Continu 0,90 (0,160) 5,60 1 <0,001

Tableau 1. Effets du #ming d’exposition aux indices de prédateurs sur la WGP. Résultats des modeles statistiques de la F1 pour (A)
le temps mis pour sortir de 'eau, (B) l'utilisation de refuge, c.-a-d. le nombre d’essais ou la physe était hors de I’eau sur trois essais,
(C) 1a taille globale de la physe (D), ’épaisseur de la coquille et (E) épaisseur de la coquille relativement 2 la taille. Pour chaque trait
phénotypique, un premier tableau montre les résultats des tests I ou des tests de rapport de vraisemblance. Pour chaque trait, si I'effet
fixe ‘traitement’ est significatif, un deuxieme tableau en dessous montre les estimations des parametres du modele et les tests t associés
permettant de comparer chacun des traitements avec le traitement Controle = (Intercept). SE = « erreur type » (Standard Error).
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A. Tempsde Effet fixe F Num(df), Den(df) p
sortie de Traitement F1 1,44 5,233 0,211
Peau Env. immédiat 50,60 1,718  <0,001
Essai 10,80 1,718 0,001
Effets aléatoires Variance x> df p
Individu 0,028 109,16 1 <0,001
Résiduel 0,061
B. Utilisation Effets fixes x> df p
de refuge Traitement F1 30,58 5,N = 240 <0,001
Parameter Estimate (SE) z df p
(Intercept) -1,05 (0,209) -5,06 1 <0,001
Embryon 1,12 (0,277) 4,04 1 <0,001
Précoce 1,02 (0,277) 3,68 1 <0,001
Intermédiaire 1,22 (0,278) 4,40 1 <0,001
Tardif 1,29 (0,278) 4,064 1 <0,001
Continu 0,82 (0,278) 2,95 1 0,003
C. Taille Effet fixe F  Num(df), Den(df) p
Traitement F1 8,21 5,234  <0,001
Parametre Estimation (SE) t df p
(Intercept) -0,87 (0,287) -3,04 1 0,003
Embryon 2,00 (0,405) 493 1 <0,001
Précoce 0,49 (0,405) 1,20 1 0,232
Intermédiaire 1,54 (0,405) 3,80 1 <0,001
Tardif 0,05 (0,405) 0,13 1 0,898
Continu 1,14 (0,405) 2,82 1 0,005
D. Epaisseurde Effet fixe F  Num(df), Den(df) p
la coquille Traitement F1 3,26 5,234 0,007
Paramétre Estimation (SE) t df p
(Intercept) 0,14 (0,000) 25,04 1 <0,001
Embryon 0,01 (0,008) 1,14 1 0,255
Précoce 0,01 (0,008) 0,74 1 0,460
Intermédiaire 0,02 (0,008) 2,16 1 0,032
Tardif -0,01 (0,008) -1,36 1 0,176
Continu 0,01 (0,008) 1,76 1 0,080
E. Epaisseurde Effets fixes x> Num(df), Den(df) p
la coquille Traitement F1 2,62 5,234 0,025
lc:::ﬂgleee PAT parametre Estimation (SE) t df p
(Intercept) 0,15 (0,135) 1,09 1 0,279
Embtyon -0,42 (0,191) -2,21 1 0,028
Précoce -0,03 (0,191) -0,15 1 0,884
Intermédiaire -0,06 (0,191) -0,29 1 0,769
Tardif -0,43 (0,191) -2,24 1 0,026
Continu 0,05 (0,191) 0,28 1 0,778

Tableau 2. Effets du #ming d’exposition parentale aux indices de prédateurs sur la TGP. Résultats des modeles statistiques de la F2
pour (A) le temps mis pour sortir de I'eau, (B) I'utilisation de refuge, c.-a-d. le nombre d’essais ou la physe était hors de I'eau sur trois
essais, (C) la taille globale de la physe (D), 'épaisseur de la coquille et (E) I’épaisseur de la coquille relativement a la taille. Pour chaque
trait phénotypique, un premier tableau montre les résultats des tests F ou des tests de rapport de vraisemblance. Pour chaque trait, si
Ieffet fixe ‘traitement’ est significatif, un deuxieme tableau en dessous montre les estimations des parameétres du modele et les tests t
associés, permettant de comparer chacun des traitements avec le traitement Controle = (Intercept). SE = «etreur type » (Standard
Error).



II1.2 Fenétres sensibles de la TGP

A la génération des descendants (F2), exposition parentale aux indices de prédateurs a influencé
Iutilisation de refuge (Tableau 2B), la taille globale de la physe (T'ableau 2C), I'épaisseur de la
coquille (non-corrigée et corrigée par la taille ; Tableau 2D-E), mais pas le temps de sortie
(Tableau 2A). Le temps de sortie était seulement influencé par environnement immédiat
(Tableau 2A). En présence immédiate d’indices de prédateurs, les physes sortaient en moyenne

19 secondes plus vite que dans un environnement immédiat controle (Tableau 2A).

Plus précisément, quelle que soit la période d’exposition, les physes issues de parents exposés
aux indices de prédateurs (Embryon, Précoce, Intermédiaire, Tardif et Continu) étaient plus
souvent dans la zone refuge que les physes issues de parents controles (Tableau 2B ; Figure
4B).

Les physes issues de parents des traitements Embryon, Intermédiaire et Continu étaient plus
grandes que les physes issues de parents controles (Tableau 2C ; Figure 4C). Les physes issues
de parents du traitement Intermédiaire avaient une coquille 5% plus épaisse que les physes issues
de parents contrbles (Tableau 2D ; Figure 4D). Apres correction par la taille, les physes issues
de parents des traitements Embryon et Tardif avaient une coquille moins épaisse que les physes

issues de parents controles (Tableau 2E ; Figure 4E).
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Figure 4. Effets du #ming d’exposition parentale aux indices de prédateurs sur la TGP. Résultats des
données de la F2 pour (A) le temps mis pour sortir de I’eau, (B) I'utilisation de refuge, c.-a-d. le nombre
d’essais ou la physe était hors de I’eau sur trois essais, (C) la taille globale de la physe (D), Iépaisseur de
la coquille et (E) I’épaisseur de la coquille corrigée par la taille. Les F1 ont été soumis aux différents
traitements (Controle, Embryon, Précoce, Intermédiaire, Tardif et Continu), les F2 ont été élevés
uniquement dans de I'eau contréle. Les gros points sont les moyennes des données brutes avec leur erreur
standard, et les petits points sur les graphiques C-E montrent les données individuelles. La taille globale
de la physe (D) et I’épaisseur relativement a la taille (E) sont les deux premicres composantes d’une ACP
réalisées sur les variables morphologiques de la physe (Figure 2). Les astérisques indiquent les traitements
significativement différents du traitement controle (Tableau 1).
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. .
Discussion

Nous avons étudié comment le zming de la perception des indices de prédateurs influencait la
WGP et la TGP des défenses de la physe aigué (Physa acuta). Nous avons mesuré les défenses
produites au stade adulte par les parents et leurs descendants, aprés avoir exposé les parents a
des indices de la présence d’écrevisses a différentes périodes (embryonnaire, post-embryonnaire
précoce, intermédiaire ou tardif, ou continue pendant tout le développement). Les physes ont
exprimé différentes défenses suivant leur période d’exposition embryonnaire ou post-
embryonnaire aux indices de prédateurs (WGP). De méme, les descendants ont exprimé
différentes défenses morphologiques suivant la période d’exposition parentale aux indices de
prédateurs (TGP). Notre étude confirme donc les articles théoriques récents qui soulignent

Pimportance du #ming d’exposition aux indices environnementaux pour la TGP (Donelson et coll.

2018 ; Bell & Hellmann 2019 ; Donelan et coll. 2020).

Cette étude nous a aussi permis de déterminer les fenétres sensibles de la WGP et de la TGP des
défenses de la physe aigué. A Iéchelle du phénotype défensif global, il n’y avait pas de fenétre
sensible pour I'induction des défenses : toutes les périodes d’exposition ont induit la production
de défenses morphologiques chez les physes adultes (WGP) et de défenses comportementales
chez les descendants adultes (TGP). Méme la perception d’indices de prédateurs seulement
pendant le stade embryonnaire induisait de la WGP et de la TGP chez les physes adultes, ce qui
démontre pour la premiere fois que les physes sont sensibles aux indices olfactifs d’écrevisses a
ce stade. Cette absence de fenétre sensible pour I'induction globale des défenses est en accord
avec d’autres études sur la WGP (Relyea 2003 ; Hoverman & Relyea 2007 ; Weiss et coll. 2015) et
s’expliquerait par une force de sélection intense imposée par la prédation pendant tout le
développement des proies. En revanche, cette absence de fenétre sensible de la TGP pour
I'induction globale des défenses est plus étonnante et serait en lien avec I'absence de fenétres

sensibles de la WGP.

Nature adaptative de la WGP et de la TGP

Nature adaptative de la WGP

A la génération F1, les physes exposées a des indices de prédateurs (quelle que soit la période
d’exposition) étaient plus grandes et plus épaisses que les physes non-exposées, conformément
a la littérature (Auld & Relyea 2008, 2011 ; Salice & Plautz 2011 ; Bukowski & Auld 2014).

L’exposition a des indices de prédateurs a donc induit l'expression de défenses morphologiques
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efficaces contre les écrevisses, puisquil a été démontré que les écrevisses se nourrissent
prioritairement de physes avec des coquilles petites et peu épaisses (Auld & Relyea 2011) car
plus faciles a écraser (Rundle & Bronmark 2001 ; Stevison et coll. 2016). En revanche, aucune
période d’exposition n’a induit de défenses comportementales chez les physes F1. En effet,
aucun effet de 'exposition (quelle que soit la période) n’a été observé sur I'utilisation de refuge
(soit la position hors de l'eau) et les physes exposées pendant le développement post-
embryonnaire ont atteint moins vite la zone refuge. Il a déja été observé chez P. acuta cette
absence ou diminution de défense comportementale apres une préexposition développementale
aux indices de prédateurs (Beaty et coll. 2016 ; Tariel et coll. 2020a), ce qui pourrait s’expliquer
par une compensation avec les défenses morphologiques (Tariel et coll. 2020a). Les physes
exposées n’ont pas produit pas de défenses comportementales car elles possedaient déja des
défenses morphologiques, et ont ainsi économisé le cotut de produire les deux types de défenses

(DeWitt et coll. 1999).

Nature adaptative de la TGP

A la génération F2, les physes issues de parents exposés a des indices de prédateurs (quelle que
soit la période) étaient plus souvent hors de ’eau (utilisation de refuge), et étaient donc protégées
contre les prédateurs benthiques comme I’écrevisse (Covich et coll. 1994 ; McCarthy & Dickey
2002). Les descendants issus de parents exposés produisaient donc une défense
comportementale, ce qui suggere que les parents ont préadapté leurs descendants a la présence
de prédateurs (soit la TGP informationnelle adaptive). Ce résultat est similaire a notre précédente
¢tude (Luquet & Tariel 2016) mais différent de Beaty et coll. (2016) qui ne trouvait aucun effet
de Texposition parentale sur I'utilisation de refuge. En revanche, 'exposition parentale aux
indices de prédateurs (quelle que soit la période) n’a pas eu d’effet sur le temps mis pour sortir
de l’eau chez les descendants. En ce qui concerne les défenses morphologiques, les effets étaient
plus complexes car la présence d’effets transgénérationnels dépendait de la période d’exposition
parentale (voir ci-dessous {IV.3.a) et la direction des effets n’était pas toujours celle attendue en
cas de TGP informationnelle adaptative (réduction de Iépaisseur relative chez les descendants
issus de parents exposés). Cette complexité pourrait venir du fait que les parents peuvent
transmettre des effets négatifs a leurs descendants en plus des indices environnementaux, qui
seraient dus a Pexposition des parents a des stress environnementaux (TGP basée sur la
condition ; Warner & Lovern 2014 ; Donelan et coll. 2020). Par exemple chez I’épinoche

(Gasterostens aculeatns), les descendants de meres exposées a des indices visuels de prédateurs
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avaient une moins bonne survie face a un prédateur que les descendants de meres non-exposées
(McGhee et coll. 2012). Dans notre étude, la présence d’indices de prédateurs aurait pu impacter
négativement la condition somatique des parents (p. ex. induction d’un stress physiologique,
cout de production des défenses morphologiques). Les parents ont donc potentiellement
transmis leur mauvaise condition somatique en plus des indices de prédateurs, ce qui rend
difficile de tirer des conclusions sur la présence de TGP informationnelle adaptative (Engqvist &

Reinhold 2016 ; Bonduriansky & Crean 2018).

IV.2 Fenétres sensibles de la WGP
[V.2.a Influence du #ming d’exposition sur 'expression des défenses

A la génération F1, le #iming d’exposition aux indices de prédateurs a impacté la taille, I'épaisseur
relative de la coquille et le temps mis pour sortir de I'eau, mais pas épaisseur de la coquille ou
Iutilisation de refuge. En effet, les physes exposées aux indices de prédateurs ont développé une
coquille plus épaisse que les physes non-exposées quelque que soit la période d’exposition ; et
aucune période d’exposition n’a affecté I'utilisation de refuge.

Plus précisément, les physes de plus grande taille étaient celles exposées pendant le
développement embryonnaire, puis celles exposées pendant le développement post-
embryonnaire, et les physes de plus petite taille étaient les physes non-exposées. Seules les physes
exposées pendant le développement post-embryonnaire avaient des coquilles plus épaisses
(relativement a leur taille) par rapport a celles des physes non-exposées ou exposées seulement
a un stade embryonnaire. De plus, ces physes exposées pendant le développement post-
embryonnaire mettaient plus de temps a atteindre la zone refuge. Le #iming d’exposition
embryonnaire ou post-embryonnaire semble donc déterminer deux stratégies de défense
morphologique différentes : une taille tres importante quand la détection des indices de
prédateurs se fait pendant le stade embryonnaire ou une taille et un épaississement de la coquille
quand la détection se fait pendant le développement post-embryonnaire. Une stratégie
différentielle en fonction du stade exposé aux indices prédateurs a aussi été décrit chez les tétards
d’Hyla versicolor : les tétards exposés a un stade juvénile précoce basent leur stratégie défensive
sur la forme de la queue et du comportement, alors que les tétards exposés a un stade juvénile

tardif se basent sur la taille et la forme de la queue et du corps (Relyea 2003).
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Absence de fenétre sensible de la WGP pour I'induction des défenses

Globalement, toutes les périodes d'exposition aux indices de prédateurs (embryonnaire, post-
embryonnaire et continue) ont induit la production de défenses morphologiques au stade adulte.
Ce résultat est en accord avec d’autres ¢tudes : la perception d’indices de prédateurs a tous les
stades de développement ou ages génere des défenses (tetard Hyla versicolor : Relyea 2003
Daphnia longicephala : Weiss et coll. 2015 ; gastéropode d’eau douce Helisoma trivolvis : Hoverman
& Relyea 2007). La capacité a produire des défenses en réponse aux indices de prédateurs semble
donc étre maintenue toute la vie des proies. De plus, dans notre étude, aucune période
d’exposition n’a induit de défenses particuliecrement intenses par rapport aux autres périodes, il
n’existerait donc pas de fenétre sensible de la WGP des défenses de la physe aigué. Ce résultat
nous permet de confirmer et d’infirmer certaines hypotheses adaptatives dans notre systeme
expérimental qui ont été proposées pour expliquer la présence de fenétres sensibles (hypothéses

présentées dans I'introduction ; Fawcett & Frankenhuis 2015 ; English & Barreaux 2020).

— Les physes exposées pendant tout le développement embryonnaire et post-embryonnaire (c.-
a-d. les physes du traitement continu) n’ont pas produit de défenses particulicrement
importantes. Ce résultat suggere qu’il n’existe pas de spécialisation des défenses chez la physe
aigué (c.-a-d. le temps passé a développer des défenses n’est pas corrélé a I'intensité des défenses).
La spécialisation déterminerait une fenétre sensible précoce (Fawcett & Frankenhuis 2015 ;

Panchanathan & Frankenhuis 20106), ce qui n’est donc pas le cas dans notre étude.

— Lexposition pendant le développement post-embryonnaire tardif a induit 'expression des
défenses morphologiques. Ce résultat suggere quil n’existe pas de contraintes
développementales pour Iinduction des défenses chez la physe. Les contraintes
développementales générent souvent des fenétres sensibles précoces (Fawcett & Frankenhuis

2015 ; English et coll. 2016), ce qui n’est donc pas le cas dans notre étude.

— La force de sélection imposée par la prédation peut étre variable au cours du développement.
Cependant, ce n’est pas le cas des physes aigués qui sont soumises a une forte prédation toute
leur vie avec un tres fort cout sur la valeur sélective de se « tromper » (c.-a-d. ne pas produire de
défenses alors que les prédateurs sont présents dans 'environnement). Cette force de sélection
intense et continue imposée par la prédation aurait sélectionné un maintien de la WGP des
défenses toute la vie des physes (Relyea 2003). Un facteur majeur pour expliquer la présence (ou
I'absence) de fenétres sensibles des défenses induites serait donc la variabilité au cours du

développement de la force de sélection imposée par la prédation.
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— Les indices ayant été percus tardivement sont les plus fiables concernant la présence de
prédateurs a I'age adulte, ce qui aurait da générer une fenétre sensible tardive (Fawcett &
Frankenhuis 2015). Or, méme les physes exposées seulement pendant le développement
embryonnaire ont maintenu des défenses jusqu’a I’age adulte. Une hypothese pour expliquer ce
résultat est que les indices de prédateurs restent longtemps fiables concernant la présence réelle
de prédateurs, méme apres une longue période sans détection d’indices de prédateurs (p. ex. si
le prédateur s’en va ou revient fréquemment dans la population naturelle dont sont issues les
physes ; Stein et coll. 2018). Une autre hypothese est que la force de sélection intense imposée
par la prédation favoriserait le maintien des défenses toute la vie de la physe, méme si les indices
de prédateurs ne sont pas tres fiables (principe du détecteur de fumée ; Nesse 2001 ; Stein et

coll. 2018).

Fenétres sensibles de la TGP

Influence du #ming d’exposition parental sur les défenses des descendants

Le #iming d’exposition parentale aux indices de prédateurs n’a pas et d’influence sur les défenses
comportementales des descendants. En effet, les physes issues de parents exposés aux indices
de prédateurs (quelque que soit la période d’exposition) étaient plus hors de 'eau que les physes
issues de parents non-exposés. De plus, aucune période d’exposition n’affectait le temps de sortie
des descendants. Pour les défenses morphologiques, les résultats étaient plus complexes : chaque
défense morphologique a été affectée par des périodes d’exposition parentale différentes. Les
périodes d’exposition parentale ‘embryonnaire’, ‘post-embryonnaire intermédiaire’ et ‘continue’
ont généré des descendants de plus grande taille, mais seule la période d'exposition ‘post-
embryonnaire intermédiaire’ a généré une coquille plus épaisse chez les descendants. De plus,
les périodes d’exposition ‘embryonnaire’ et ‘post-embryonnaire tardive’ ont généré une
diminution de I’épaisseur relativement a la taille chez les descendants. Nos résultats soulignent
donc I'importance de prendre en compte le #iming d’exposition dans les études sur la TGP (Bell
& Hellmann 2019 ; Donelan et coll. 2020) puisque la présence d’effets transgénérationnels peut
dépendre de la période a laquelle les parents ont été soumis aux indices de prédateurs.
Absence de fenétre sensible de la TGP pour l'induction des défenses

Globalement, toutes les périodes d’exposition parentale aux indices de prédateurs ont induit une
défense comportementale et influencé les défenses morphologiques des descendants. Aucune

période d’exposition parentale n’a induit de défenses particulicrement intenses chez les
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descendants, il n’existerait donc pas de fenétre sensible de la TGP des défenses chez la physe
aigué. Cette absence de fenétres sensibles de la WGP et de la TGP confirme ’hypothése selon
laquelle les fenétres sensibles de la WGP et TGP sont liées (Mikulski & Pijanowska 2010 ; Donelan
et coll. 2020). Toutes les périodes d’exposition a la génération F1 ont généré des effets intenses
sur les défenses morphologiques et ont donc potentiellement généré aussi des effets intenses sur
les décisions-clés d’histoire de vie des parents, ce qui aurait impacté fortement le phénotype des
descendants. En revanche, nos résultats ne confirment pas ’hypothese basée sur la fiabilité des
indices parentaux selon laquelle le stade adulte est une fenétre particulicrement sensible
(réduction du temps de latence entre la perception parentale des indices de prédateurs et
Iexpression des défenses chez les descendants). Nos résultats contrastent donc avec I’étude de
Walsh et coll. (2015) sur une défense basée sur une histoire de vie chez la daphnie D. ambigna
dans laquelle le stade adulte était une fenétre sensible de la TGP, et pas le stade juvénile. Plus
d’études sont nécessaires sur les fenétres sensibles de la TGP des défenses pour confirmer leur
lien avec les fenétres sensibles de la WGP et les prédictions théoriques basées sur la fiabilité des

indices parentaux.
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Chapitre 6 - TGP sur la

variation individuelle du
comportement

Cette ¢étude a ¢été publiée dans le journal Proceedings of the Royal Society B en 2020
(https://doi.org/10.1098/rspb.2020.1761) et sera appelée « étude personnalité » dans la
discussion. I’article est dans sa version acceptée juste avant édition (postprint), car nous n’avions
pas les droits pour diffuser la version éditée.

Contexte. Les différences de comportement entre individus peuvent étre stables dans le temps
(= «diversité de personnalité du groupe »). Les individus peuvent également étre différents dans
leur réponse comportementale a un changement dans 'environnement immédiat (= « diversité
de plasticité immédiate du groupe »). La diversité du groupe (en termes de personnalité et de
plasticit¢ immédiate) aurait d’importantes conséquences évolutives, comme la persistance des
populations face a des changements rapides de I'environnement. Cette diversité du groupe est
plus ou moins importante en fonction de environnement dans lequel s’est développé le groupe
d’individus. En revanche, aucune étude a ce jour n’a déterminé si la diversité de groupe pouvait

étre influencée par 'environnement parental.

Protocole expérimental. Nous avons élevé des physes sur deux générations avec ou sans indices
de prédateurs. Ensuite, chez les F2 adultes, le temps mis pour sortir de 'eau a été mesuré deux
fois dans un environnement immédiat sans indices de prédateurs et deux fois avec indices de

prédateurs, afin d’estimer la personnalité et la plasticité immédiate de chaque individu F2.

Résultats. En moyenne, les physes ont mis plus de temps a sortir de I'eau si elles ou leurs parents
avalent été exposés aux indices de prédateurs. De plus, les physes étaient en moyenne moins
plastiques a la présence d’indices immédiats de prédateurs si elles ou leurs parents avaient été
exposés aux indices de prédateurs. La diversité de personnalité du groupe était plus grande chez
les physes ayant été exposées aux indices de prédateurs que chez les physes non-exposées. En
revanche, la diversité de personnalité du groupe n’a pas été influencée par environnement

parental. La diversité de plasticit¢ immédiate du groupe n’était pas significative, autrement dit les
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individus (au sein de chaque traitement) ont réagi de maniére identique aux indices immédiats

de prédateurs.

Conclusion. Nos résultats suggerent que seul 'environnement de développement jouerait un
role dans I’émergence de diversité de personnalité du groupe. I’environnement parental jouerait
un role seulement sur la personnalité moyenne du groupe. La TGP pourrait tout de méme
participer a la persistance de la population en faconnant une réponse comportementale moyenne

appropriée a ’environnement.
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How do developmental and parental exposures to
predation affect personality and immediate

behavioural plasticity in the snail Physa acuta?

Abstract

Individuals differ in personality and immediate behavioural plasticity. While developmental
environment may explain this group diversity, the effect of parental environment is still

unexplored—a surprising observation since parental environment influences mean behaviour.

We tested whether developmental and parental environments impacted personality and
immediate plasticity. We raised two generations of Physa acuta snails in the laboratory with or
without developmental exposure to predator cues. Escape behaviour was repeatedly assessed on

adult snails with or without predator cues in the immediate environment.

On average, snails were slower to escape if they or their parents had been exposed to predator
cues during development. Snails were also less plastic in response to immediate predation risk
on average if they or their parents had been exposed to predator-cues. Group diversity in
personality was greater in predator-exposed snails than unexposed snails, while parental

environment did not influence it. Group diversity in immediate plasticity was not significant.

Our results suggest that only developmental environment plays a key role in the emergence of
group diversity in personality, but that parental environment influences mean behavioural
responses to the environmental change. Consequently, although different, both developmental

and parental cues may have evolutionary implications on behavioural responses.

Keywords: transgenerational plasticity, developmental plasticity, animal personality,

behavioural reaction norm, antipredator response, Physa acuta.

Introduction

Over the last two decades, tremendous interest in individual behaviour has revealed that
individuals can consistently differ in their behaviour over time (ze. personality diversity within a
population or within a group of individuals, referred thereafter to group diversity in personality,

Schindler et al. 2010; Wolf & Weissing 2012) and in their immediate behavioural plasticity (Z.e.
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in the individual responsiveness to changes in the immediate environment that surrounds the
individual when the behaviour is expressed, referred thereafter to group diversity in immediate
Plasticity; Dingemanse et al. 2012; Mitchell & Biro 2017). Both group diversity in personality and
immediate plasticity have strong evolutionary implications, such as population stability and
persistence in a context of rapid environmental changes (Wolf & Weissing 2012; Dingemanse &

Wolf 2013). It therefore seems important to determine the causes of such a group diversity.

The environment experienced by an individual during its development is known to influence its
phenotype, including its behaviour (within-generational plasticity; West-Eberhard 2003). Several
studies have shown that developmental environment not only influence mean personality of a
group of individuals (referred thereafter to group mean in personality), but can also influence group
diversity in personality (Biro et al. 2010; DiRienzo et al. 2015, 2019; Urszan et al. 2015; Han &
Dingemanse 2017; Royauté & Dochtermann 2017; Niemeld et al. 2019). For example, field
crickets that had been infected with bacteria during their development had similar group mean
in boldness than uninfected crickets, but showed less group diversity in boldness (DiRienzo et
al. 2015. Similarly, developmental environment influences mean immediate plasticity of a group
of individuals (referred thereafter to group mean in immediate plasticity; Giudice 2015) and group
diversity in immediate plasticity (Dingemanse et al. 2012; Briffa et al. 2013; Urszan et al. 2018).
For example, agile frog tadpoles that had been exposed to predator cues during their
development had lower group mean in immediate plasticity than unexposed tadpoles (Z.e. lower
group mean response to immediate predator cues for activity and boldness), but showed greater
group diversity in immediate plasticity (Urszan et al. 2018). Thus, developmental environment

appears to shape group diversity in both personality and immediate plasticity.

Following the growing interest over the last two decades that parental environment can
profoundly affect offspring phenotype (the so-called transgenerational plasticity; Agrawal et al. 1999;
Donelan et al. 2020), it has been shown that parental environment influences mean behaviour
(Dias & Ressler 2014; Donelan & Trussell 2018; Tariel et al. 2020b), but without monitoring
consistency of individual behaviour. Like developmental environment, parental environment
could influence group mean and group diversity in both personality and immediate plasticity.

However, to our knowledge, this has never been explored.

Here, we focused on the context of predator-prey interactions, an ecologically relevant

environmental context as predation is a ubiquitous selective pressure strongly impacting prey
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behaviour. We used the freshwater snail Physa acuta, which has been widely studied for its anti-
predator behaviour (refuge use and escape by crawling-out of the water (Alexander & Covich
1991; DeWitt 1998; Auld & Relyea 2011). We have recently demonstrated transgenerational
plasticity on the proportion of P. acuta individuals exhibiting an escape behaviour: proportion of
offspring out of water was higher in offspring from parents exposed to predator cues than in
offspring from unexposed parents (Luquet & Tariel 2016). Consequently, we expected that
individual escape behaviour would be influenced by parental exposure to predator cues. We
raised two generations of snails with or without predator cues (crayfish and alarm odours) during
their development in the laboratory. We then repeatedly assessed escape behaviour (time to
crawl-out of the water) of adult snails with or without predator cues in the immediate
environment. Using such a full factorial experiment over two generations, we studied for the
first time the influence of both developmental and parental environments on group mean and
group diversity both in personality and immediate plasticity. Since developmental and parental
exposures to predator cues indicate to snails that the environment is risky, we expected that
these two exposures would increase group mean in personality and immediate plasticity (.e. they
generate on average an increased anti-predator behavioural response to immediate predator
cues). In addition, we expected that developmental and parental exposures would increase group
diversity in personality and immediate plasticity, as observed by Urszan et al. (2015, 2018) for

developmental environment.

III Material & Methods

III.1 Animal collection and experimental design
We collected adult P. acuta snails (FO, n = 806) in a population from a lentic backwater of the

Rhoéne river in Lyon, France (45.80° N, 04.92° E) in February 2017. Snails interbred overnight
ina 10 L plastic box filled with dechlorinated tap water (P. acuta is a simultaneous hermaphrodite
and performs predominantly interbreeding; Henry et al. 2005; see supplementary material for a
figure of the experimental design'). Next, adult FO snails were isolated and left to lay eggs for
24h in 70 mL plastic boxes, to ensure that one box contained the egg capsule of only one FO
snail (Ze. only one FF1 maternal family per box, hereafter called “family”). We randomly kept 24

boxes (z.e. 24 families). Throughout the experiment, all boxes were kept in the same experimental

! Les données complémentaires de ce chapitre sont dans les annexes de la these.
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room with a temperature of 25°C and a photopetiod of 12h/12h. Seven days later, snails hatched
and were fed ad libitum with bowled and mixed lettuce. Water and food were changed twice a
week. Ten days later, each F1 family was separated in two different environments with six
siblings remaining together in the control (C) water and six siblings together in the predator-cue
(P) water. Predator cue water was obtained by mixing rearing water of several crayfish (Orconectes
limosus) reared individually in 4 L. dechlorinated tap water and fed twice a week with a smashed
P. acuta adult. Several smashed P. acuta adults were added to the predator-cue water one hour
before use (one snail for every 4 L). Snails were kept in groups of 6 siblings for seven days. Then,
snails were isolated in the same rearing conditions (control or predator-cue water) for 16 days
(F1: n = 288 at the beginning of the experiment with 32 dead snails at the end; Figure 1; nc
=132, np = 124 snails).

natural population

SR
e /é%

2 CC CP PC

Figure 1. Experimental design. The 1 generation experienced two different developmental
environments (control C and predator-cue P environments). The F2 generation was a 2x2 full factorial
design with four combinations of parental and developmental environments (CC, CP, PC and PP). For

instance, CP illustrated a combination with a control parental environment and a predator-cue
developmental environment. 20 snails were scored for each combination of environments.

To get the F2 generation, we randomly combined 15 pairs of F1 snails from the same
environment but from different families. We let these snails copulate overnight in control water
and then isolated them for 24h. Among these 30 F1 reproducing snails per environment, 26
(control F1 treatment) and 25 (predator-cue F1 treatment) snails laid eggs in 24h. These eggs
formed the F2 families. We then followed the same protocol as before. F2 snails were kept in
isolation longer (46 days instead of 16 days at the Il generation) to reach a sufficient mass (F2:

= 612 at the beginning with 99 dead snails at the end; ncc =133, nep = 115, npc =136, npp =
129 snails). In summary, the F2 generation consisted of four combinations of parental and

developmental environments (CC, CP, PC and PP; Figure 1).
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Behavioural assessments

Escape behaviour of 20 snails per combination of environments was assessed (one snail per
family of 20 randomly selected F2 families), for a total of 80 F2 snails scored. Escape behaviour
was assessed in both immediate control and predator-cue environments. Escape behaviour was
estimated by the time taken by the snail to crawl-out of the water, a classic response to benthic
predators such as crayfish (Alexander & Covich 1991). Escape behaviour was scored in a rearing
box in which 7 mm polystyrene was placed at the bottom delimiting an acclimation chamber (23
mm diameter) in the centre. The snail was placed in the acclimation chamber for one minute.
Then time to reach the surface was recorded using JWatcher in real time (Blumstein & Daniel
2007) and the experiment stopped after five minutes. Time to crawl-out was scored four times
for each snalil, twice in control water and twice in predator-cue water, to estimate individual
personality and immediate plasticity for each snail. The four scores were done in one day, with
a time between the scores standardized to two hours. Finally, total mass (body and shell) was

measured for each snail with an electronic scale at the nearest 0.0001 g.

Statistical analysis

Effects of parental and developmental exposures to predator cues on time to crawl-out (a proxy
for escape behaviour) were studied with linear mixed models (LMMs). Values of time to crawl-
out were logl10-transformed to achieve normality. In addition, the values were multiplied by — 1
for straightforward interpretation: hence, a small value (short time to crawl-out) is associated
with high escape behaviour. All LMMs included immediate, developmental, and parental
environments and all interactions as fixed effects (see model equations in supplementary
material). Snail total mass was standardized and added as a fixed covariable to control for size
effect. Trial number and interactions with mass were not significant and not included in fixed
effects. The random-effect structure depended on the hypothesis tested (see details below). The
model equations of all LMMs are given in the supplementary material. All analyses were done in

R 3.4.1 (R Development Core Team 2019).

Effects of developmental and parental environments on group mean in personality
and immediate plasticity

To test the effects of developmental and parental exposures to predator cues on group mean in
personality and immediate plasticity, we analysed the fixed effects of the LMM3 (the random

structure of the LMM3 is described below). With the parameter estimates of the LMM3, we
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calculated estimated means and contrasts between these estimated means using the package

emmeans (Lenth 2019).

Group diversity in personality and immediate plasticity
To test for the presence of group diversity in personality (variance in intercept) and group
diversity in immediate plasticity (variance in slope), we fitted three models differing only in their

random structure with the same fixed-effect structure described above (Dingemanse et al. 2010):

— 1.MO, a null model with only a residual variance ;%;.
— L.MMT, a random intercept model with ;% and a variance in intercept o, iz'

— LMM2, a random slope model with g/, Giz, a variance in slope 62 and a correlation between

intercept and slope corys = cov;s/ Jo? x a2.

These models were fitted with restricted maximum likelithood estimation using the package Ime4

Bates et al. 2015. We tested significance of group diversity in personality (LMO vs LMM1) and

group diversity in immediate plasticity (LMM1 vs LMM?2) using likelihood ratio tests (LRT).

Using LMM1, we calculated the repeatability R of the escape behaviour defined as R =
2

oi

2 2
|| Oi XOres

Effects of parental and developmental environments on group diversity in
personality

Since we found no group diversity in immediate plasticity (see results below), we only tested
effects of developmental and parental environments on group diversity in personality. Based on
the fixed-effect structure described above, we fitted the LMM3, a random intercept model with
a variance in intercept o7 for each treatment (for a total of four 67) and a residual variance
02s. We carried out a Bayesian Markov chains Monte-Carlo (MCMC) procedure implemented
in the MCMCglmm package (Hadfield 2010) to obtain the posterior distributions of parameters,
their estimates (mean of posterior distribution) and their 95% confidence intervals (CI). To
compare variance in intercept between treatments, bayesian p-values were calculated by dividing
the number of iterations fulfilling a condition (for instance, 67 in developmental environment
C supetior or equal to 0/ for developmental environment P) by the total number of iterations.

Details about the LMM3 modelling procedures is given in the supplementary material.
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Results

Effects of parental and developmental environments on group mean in
personality and immediate plasticity

Group mean in personality and immediate plasticity depended on the parental and
developmental environments (significant interactions between immediate x developmental and

immediate x parental environments in Tableau 1; Figure 2). Parental and developmental

exposures to predator cues additively decreased group mean in immediate plasticity (additive
because there was no significant effect of the interaction between parental and developmental

environments in Tableau 1; Figure 2). This group mean in immediate plasticity was significantly

different from 0, except for predator-exposed snails from predator-exposed parents (PP snails;
see supplementary material for pairwise contrasts; Figure 2) meaning that these PP snails were
on average not plastic to immediate predator cues. In the control immediate environment,
neither parental nor developmental environment influenced group mean in personality (parental
environment P vs C: contrast = 0.071 [-0.004, 0.143]; developmental environment P vs C:
contrast = -0.043 [-0.115, 0.027]). In the predator-cue immediate environment, both parental
and developmental exposures to predator cues influenced group mean in personality. More
specifically, they induced on average a slower escape behaviour (20 sec (24%) and 28s (36%)
slower, respectively; parental environment P vs C: contrast = -0.086 [-0.156, -0.014];

developmental environment P vs C: contrast = -0.137 [-0.208, -0.061]).

= Figure 2. Effects of parental and developmental
$ 69 environments on group mean in personality and
,# CC immediate plasticity. The y-axis is the log10 of
)/ time to crawl-out (our proxy of escape behaviour)
with the y-scale back-transformed in seconds.
The x-axis is the immediate environment with
“C” and “P” for control and predator-cue,
respectively. Developmental C and P
environments are represented with blue circle and
red square symbols, respectively. Parental C and P
environments are represented with open
symbols/dashed lines and closed symbols/solid
lines, respectively. Each combination of
developmental and parental environments is
denoted with two letters, for instance “CP”
meaning parental C environment and
C P developmental P environment. “*” symbol and
Immediate environment “ns” indicate significant and non-significant
group mean in immediate plasticity, respectively.
Points are mean = SE.
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Fixed effects B [95% CI] pMCMC
Intercept -2.023 [-2.054,-1.993] <0.001
Mass 0.033 [0.002, 0.061] 0.030
Immediate (Im.) 0.131 [0.093, 0.168] <0.001
Developmental (Dev.) -0.090 [-0.149,-0.028]  0.005
Parental (Par.) -0.008 [-0.067, 0.055] 0.811
Tm. x Dev. -0.094 [-0.168,-0.019]  0.011
Tm. x Par. -0.157 [-0.230,-0.080] <0.001
Dev. x Par. -0.027 [-0.146, 0.105]  0.670
Im. x Dev. x Par, 0.023 [-0.126, 0.174]  0.779

Tableau 1. Effects of parental and developmental environments on group mean in personality and

immediate plasticity. Parameter estimates () of fixed effects are means of parameter posterior
distribution with their 95% confidence interval. pMCMC represents Bayesian p-value and are bold if
pMCMC < 0.05. Random effects of this linear mixed model (LMM3) are represented on Figure 4.
Model equations are available in the supplementary material.

IV.2 Group diversity in personality and immediate plasticity
We found significant group diversity in personality (Tableau 2: comparison LMO vs LMM1).

Repeatability of escape behaviour was 0.28 (95% CI: 0.20-0.45). However, we did not highlight

significant group diversity in immediate plasticity (T'ableau 2: comparison LMM1 vs LMM2;

Figure 3). 7
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Figure 3. Group diversity in immediate plasticity. Each line represents the immediate plasticity of one
individual. The y-axis is the log10 of time to crawl-out (escape behaviour) with the y-scale back-
transformed in seconds. The x-axis is the immediate environment with “C” and “P” for control and

predator-cue.
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Discussion

We investigated effects of developmental and parental environments on (1) group mean in
personality and immediate plasticity, and (2) group diversity in personality and immediate
plasticity in the freshwater snail P. awuta. We raised two generations of snails with or without
predator cues (crayfish and alarm odours) during their development in the laboratory and then
recorded their escape behaviour (crawling-out of the water) twice with and twice without
predator cues in the immediate environment. As expected, snails crawled-out the water on
average faster when exposed to predator cues in the immediate environment, the well-known
anti-predator immediate plasticity in Physa gastropods (Alexander & Covich 1991; DeWitt 1998).
Parental and developmental exposure to predator cues additively decreased this group mean in
immediate plasticity. Moreover, we confirmed group diversity in personality of P. acuta with
consistent between-individual differences in escape behaviour (DeWitt et al. 1999). Interestingly,
developmental exposure to predator cues increased group diversity in personality while the
parental environment did not influence it. Finally, our study showed no group diversity in

immediate plasticity.

Developmental and parental environments influenced group mean in
personality and immediate plasticity

Contrary to our expectations, developmental and parental exposures to predator cues reduced
group mean in immediate plasticity. More specifically, snails had on average a reduced anti-
predator immediate plasticity if they or their parents were exposed to a risk of predation, to the
extent that exposed snails from exposed parents (PP snails) were not plastic to immediate
predator cues. Concerning group mean in personality, in the immediate predator-free
environment, parental and developmental environments had no effect on group mean in
personality (Ze. similar mean escape behaviour among offspring from developmental and
parental environments). But in the immediate predator-cue environment, both developmental
and parental exposures to predator cues induced on average a slower escape. Cues of past
presence of predators might be conflicting cues in an immediate predator-free environment
whereas they might give relevant information in a predator-cue environment. In the literature
on transgenerational plasticity, there is conflicting experimental evidence regarding the direction
of the effects of parental and developmental exposures to predator cues on anti-predator

behaviour. Parental and developmental exposures increases mean anti-predator behaviour in
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most cases (e.g. Storm & Lima 2010; Giesing et al. 2011; Luquet & Tariel 2016). This pattern is
traditionally explained as pre-adaptation: if cues present at the parental generation or during
development accurately predict presence of predators in the future environment, individuals
already exhibiting anti-predator behaviour are pre-adapted to the presence of predators.
Conversely, parental and developmental exposures to predator cues can reduce mean anti-
predator behaviour (Donelan & Trussell 2018; Urszan et al. 2018), as in our study. Snails may
exhibit low anti-predator behaviour because they are already protected from predators by
morphological defences (trait compensation; e.g. DeWitt et al. 1999; Chivers et al. 2007; Ahlgren
et al. 2015; Dijk et al. 2016), thus saving the costs of having both morphological and behavioural
defences. Parental and developmental exposures to predator cues can induce production of
morphological defences in many species (e.g. Agrawal et al. 1999; Bestion et al. 2014), including
P. acuta (thicker shell; Luquet & Tariel 2016). However, some studies have rather shown that
individuals with high morphological defences also have high anti-predator behaviour (trait co-
specialisation; Mikolajewski & Johansson 2004; Marshall & Wund 2017). The compensation or
co-specialisation of behavioural and morphological defences may depend on the efficiency of
the defences and predator density (Steiner & Pfeiffer 2007). In the other hand, snails may exhibit
low anti-predator behaviour because they are strongly habituated to predator cues (crayfish and
alarm odours). Habituation is a simple form of learning that occurs when behaviour response to
a persistent stimulus is reduced (Christoffersen 1997). Habituation may persist a while after the
stimulus has disappeared (long-term habituation; Christoffersen 1997). In the context of
predation, long-term habituation has been demonstrated after repeated exposure to harmless
predator cues (Deecke et al. 2002; Hemmi & Merkle 2009). This habituation may involve sensory
habituation, where olfactory receptors lose their sensitivity to the odour as the odour persist.
This sensory habituation is thought to allow an animal to focus its cognitive resources on a new
or changing odour and better respond to it (Das et al. 2011). This habituation may also involve
an active and complex decision from a higher cognitive centre. This would allow the prey to
stop regarding a cue as dangerous after a long period of time without being attacked, thus
reducing the costs associated with anti-predator behaviour (Rodriguez-Prieto et al. 2009; Ferrari
et al. 2010). In our case, predator-exposed snails were subjected for 53 days to predator odour
and behavioural assessments started a few days after exposure to the predator odour had ceased.
Predator-exposed snails may have become habituated to this predator odour and may have

reduced their response to a novel exposure of this same predator odour. However,
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transgenerational transmission of habituation has never been highlighted to our knowledge, even
if transgenerational transfer of conditioning or sensory imprinting to an odour have already been
described in nematodes, rodents and butterflies (Remy 2010; Dias & Ressler 2014; Gowti et al.
2019).

V.2 Developmental environment influenced group diversity in personality,
but not parental environment

Our study confirmed P. acuta exhibits consistent between-individual differences in escape
behaviour (ze. group diversity in personality; DeWitt et al. 1999) with an estimated repeatability
of 0.28, similarly to other types of behaviour on various animals (Bell et al. 2009). Group diversity
in personality is thought to impact a vast range of ecological and evolutionary dynamics, but our
understanding of its proximate causes is still limited (Stamps & Groothuis 2010; Wolf &
Weissing 2012). Here, developmental exposure to predator cues increased group diversity in
personality, similarly to another study on agile frog tadpoles (Urszan et al. 2015). Thus,
developmental exposure to predator cues seems to generate more variable and extreme anti-
predator behaviour. For the first time, we have investigated whether parental environment, like
developmental environment, can also influence group diversity in personality. In contrast to
developmental environment, parental environment did not clearly increase group diversity in
personality. Parental environment may therefore impact group mean without impacting group

diversity in personality.

Predator cue perception can shift resource and time allocation from traits like foraging, growth
and reproduction to the production of anti-predator defences (Buskirk 2000; Steiner 2007). Cue
perception at different developmental timing could explain why developmental, but not parental
environment, influence group diversity in personality. When predator cues are perceived by
parents, offspring are informed very early in their development that they are likely to encounter
predators and may then all engage in an anti-predator developmental trajectory (production of
behavioural and morphological defences; see paragraph above on group mean). When predator
cues are perceived during the development, offspring may be already engaged in diverse
developmental trajectories favouring energy allocation in reproduction, growth or anti-predator
defences (Wolf et al. 2007; Biro & Stamps 2008; Réale et al. 2010; Urszan et al. 2018), generating

between-individual differences in anti-predator behaviour.
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Alternatively, the developmental exposure to predator cues could increase group diversity in
personality through an effect on developmental noise, whereas parental exposure could not
influence developmental noise. Random variation in molecular and cellular processes during the
development generates phenotypic diversity between individuals, even in the absence of genetic
and environmental variation (this process is called developmental noise; Yampolsky & Scheiner
1994; Debat & David 2001). Developmental noise has been proposed to explain emergence of
group diversity in personality in clonal animals raised in neatly identical environments and
without any social contact (Vogt et al. 2008; Bierbach et al. 2017). Level of developmental noise
can be modulated by external environments, and stressful developmental environments have
already been highlighted to increase developmental noise on morphological traits, generating
higher diversity in morphology (Willmore et al. 2007; Lazi¢ et al. 2015). However, to our
knowledge, there are no empirical studies investigating whether parental environment can

modulate the level of developmental noise.

Altogether, our results support the idea that developmental environment plays a key role in the
emergence of group diversity in personality. Within a population, the increase of group diversity
in personality after an environmental change increases the rough material for natural selection
and the likelihood that some behavioural phenotypes are adapted to the novel conditions (Wolf
& Weissing 2012). However, our results suggest that parental environment does not play a role
on group diversity in personality, suggesting that parental environment does not impact the
evolutionary potential of populations (no influence on behavioural variation). However, there is
no other empirical study to our knowledge to compare and generalize this assumption. The
effect of parental environment may nevertheless help population persistence by shaping an
appropriate mean behavioural response to the environmental change (see paragraph above on

group mean; Donelson et al. 2018).

V.3 Group diversity in immediate plasticity
Despite the recent interest in group diversity in immediate plasticity and its consequences on the
ecology and evolution of species (Dingemanse et al. 2012; Stamps 2016; Mitchell & Biro 2017),
the causes of this diversity are unknown. Some studies have shown that developmental
environment modulates group diversity in immediate plasticity (Dingemanse et al. 2012; Briffa
et al. 2013; Gribben et al. 2013) as it is the case for group diversity in personality, but none have

investigated whether parental environment can also influence group diversity in immediate
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plasticity. Here, we found no significant group diversity in immediate plasticity (ze. individuals
were similarly plastic). This lack of diversity suggests a low genetic diversity of immediate
plasticity in our population. Past predation history over large generational scales may have
selected and canalized all individuals towards a unique and fixed optimal immediate plasticity
Kim 2016. However, caution should be taken in overinterpreting absence of group diversity in
immediate plasticity as this diversity is hard to detect and requires large data sets (Martin et al.

2011; van de Pol 2012).

V.4 Conclusion

VI

VII

Our results show that developmental and parental environments have a strong impact on mean
behavioural responses to immediate predation. A labile and reversible trait such as behaviour
can therefore be determined by past environments, even over generations. While our study
confirmed that developmental environment plays a major role in generating group diversity in
personality, it suggests that parental environment played no role. The lack of parental
environment effect on group diversity needs however to be confirmed in other studies.
Altogether, our results suggest that both developmental and parental information may have
evolutionary implications through different effects on mean and variation of behavioural

responses.
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Discussion générale

La plasticité transgénérationnelle (TGP ci-apres) est un processus qui suscite intérét depuis une
vingtaine d’années (Agrawal et coll. 1999 ; Salinas & Munch 2012). La TGP pourrait en effet
permettre ’'adaptation des individus a des variations rapides de environnement (Agrawal et coll.
1999 ; Salinas et coll. 2013 ; Donelson et coll. 2018). En utilisant les indices environnementaux
transmis par leurs parents, les descendants peuvent anticiper les conditions environnementales
auxquelles ils vont faire face et développer un phénotype adapté en conséquence (TGP
informationnelle adaptative ; Bell & Hellmann 2019 ; Donelan et coll. 2020). Cependant, les
démonstrations expérimentales de TGP informationnelle adaptative sont relativement rares (Uller
et coll. 2013). Ce résultat pourrait venir du fait que la TGP est un processus complexe car
multifactoriel (Donelson et coll. 2018). Ainsi, mon travail de thése consistait a2 déterminer les
facteurs susceptibles d’influencer la TGP dans le contexte des défenses induites chez les animaux.
Nous avons d’abord réalisé une synthese bibliographique sur le sujet (chapitre 1). Puis, en
prenant 'exemple des défenses induites (morphologiques et comportementales) de la physe

aigué€ (Physa acuta), les objectifs de cette these étaient de déterminer :

e Tlinfluence de Penvironnement des descendants (WGP) sur la TGP - chapitre 2 (expérience
interaction) ;

e Ja persistance de la TGP sur plusieurs générations et l'interaction de multiples
environnements générationnels (développemental, parental et grand-parental) - chapitre
3 (expérience grand-parent) ;

e quel sexe parental avait le plus d’influence sur la TGP et quelles étaient les interactions
entre les environnements immédiat, développemental, maternel et paternel - chapitre 4
(expérience sexe) ;

e linfluence du #ming (« période ») ou les parents percoivent les indices de prédateurs
pendant leur développement - chapitre 5 (expérience Zming) ;

e les effets transgénérationnels sur la variance inter-individuelle des défenses

comportementales - chapitre 6 (expérience personnalité).
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Dans cette discussion, j’analyse d’abord les résultats sur la WGP des défenses de la physe aigué.
Puis, je réalise une synthese rapide sur la TGP des défenses induites de la physe aigué, avant de
mettre en évidence les nombreux facteurs qui impactent la TGP. Ensuite, je décris comment se
fait 'intégration des multiples indices de prédateurs, c.-a-d. 'importance relative des différents
indices et leur interaction. En dernier lieu, j’analyse la direction des effets transgénérationnels

afin de discuter de la nature adaptative de la TGP.

WGP des défenses de la physe aigué

Il est naif de supposer que les effets transgénérationnels ne dépendent pas des effets
intragénérationnels (Donelson et coll. 2018). Il n’aurait donc pas eu de sens d’étudier la TGP sans
¢tudier également la capacité des descendants a répondre a leur propre environnement. Dans
toutes nos expériences, nous avons donc décrit les effets intragénérationnels de exposition des

descendants a des indices de prédateurs et vérifié la concordance des résultats avec la littérature.

Dans toutes nos expériences, les défenses morphologiques et comportementales exprimées a
I'age adulte ont été influencées par I'exposition des descendants a des indices de prédateurs
(WGP). Ce résultat valide notre protocole expérimental : nous avons produit des indices olfactifs
de la présence d’écrevisses que les physes détectent pour moduler 'expression de leurs défenses.

La description plus précise des résultats se trouve ci-dessous, trait par trait (Figure 28).

- épaisseur de la coquille. Les physes exposées pendant leur développement a des indices
d’écrevisses ont produit une coquille plus épaisse que les physes non-exposées, en accord avec
la littérature (Auld & Relyea 2008, 2011 ; Salice & Plautz 2011 ; Bukowski & Auld 2014). Une

coquille plus épaisse serait plus résistante a I’écrasement par les mandibules des écrevisses.

- taille de la physe (coquille et corps). L’effet de 'exposition développementale sur la taille de la
physe était variable. Les physes exposées aux indices de prédateurs étaient plus grandes que les
physes non-exposées chez les F1 de 'expérience interaction (chap. 2) et les F2 de Pexpérience
timing (chap. 5). Ce résultat est en accord avec la littérature qui étudie soit des FO « sauvages »
soit des F1 (Crowl & Covich 1990 ; Auld & Relyea 2011 ; Salice & Plautz 2011). En revanche,
les physes exposées étaient moins grandes que les physes non-exposées chez les F2 de
Pexpérience interaction et chez les F3 de 'expérience grand-parent (chap. 3). Beaty et coll. (20106)

décrivent aussi que exposition développementale diminue la taille de la physe chez les F2.
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- forme de la coquille et de 'ouverture de coquille. Nous n’avons pas trouvé d’effet net de
Pexposition développementale sur la forme de la coquille ou la forme de P'ouverture (ratio
longueur / largeur ; expérience interaction - chap. 2). Dans la littérature, les résultats sur la forme
de la coquille sont variables (pas d’effet : Auld & Relyea 2008, 2011 ; coquille plus ronde : Salice
& Plautz 2011 ; coquille ou ouverture plus étroite : Salice & Plautz 2011 ; Beaty et coll. 2016). 11
semblerait que la modification de la forme de la coquille ne soit pas une défense universelle
développée par la physe aigué. L’effet sur la forme de la coquille pourrait dépendre du mode de
prédation majoritaire de I’écrevisse : une forme étroite proteégerait contre la prédation par
extraction du corps de la physe par 'ouverture de sa coquille, alors qu’une forme ronde protege

contre la prédation par écrasement de la coquille (DeWitt et coll. 2000).

{/7 Epaisseur L

Indices de prédateurs
)7@p@ £ ou Yy Taille \Q
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Figure 28. WGP des défenses de la physe aigué décrits dans cette these.

- sortie de I'eau. Les physes exposées aux indices de prédateurs dans leur environnement
immédiat étaient plus dans la zone refuge (c.-a-d. a la surface ou hors de ’eau) que les physes
non-exposées, en accord avec la littérature (Alexander & Covich 1991 ; DeWitt et coll. 1999 ;
Turner et coll. 1999). De méme, les physes exposées aux indices de prédateurs dans leur

environnement immédiat ont mis moins de temps a atteindre la zone refuge que les physes non-
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exposées. Ainsi, la diminution du temps pour sortit de I'eau pourrait étre une défense

comportementale de la physe aigué.

- activité. Nous n’avons pas estimé I'influence des indices immédiats sur I'activité (soit la distance
parcourue en 5 min sur le fond de I'aquarium), car nous avons uniquement mesuré Pactivité 2D
des physes sur le fond de I'aquarium (et les physes sortent de 'eau en présence immédiate
d’indices de prédateurs). Nous ne pouvons donc confirmer que les physes réduisent leur activité
en présence immédiate d’indices de prédateurs, bien que nous I'ayons observé durant nos
expériences. Il serait intéressant de refaire I'expérience en mesurant Iactivité 3D pour pouvoir
mesurer Pactivité en présence immédiate d’indices de prédateurs, ou d’utiliser une variable

binaire similairement a Sih & McCarthy (2002) (physe active = 1 ou inactive = 0 a un instant t).

Au global (Figure 28), 'exposition des physes aux indices de prédateurs a induit la production
de défenses morphologiques (épaisseur de coquille et parfois la taille) et comportementales
(utilisation de refuge et temps mis pour atteindre la zone refuge), ce qui permettrait a la physe
d’augmenter sa survie dans un environnement avec la présence réelle d’écrevisses. La WGP des
physes de nos expériences semble donc adaptative. Ces résultats constituent une base solide pour

déterminer l'influence de la TGP sur Pexpression des défenses.

IT TGP des défenses de la physe aigué

I1.1 Synthese des résultats
[1.1.a Effets transgénérationnels sur la moyenne phénotypique des descendants
Dans le chapitre 2 (expérience interaction), nous montrons que ’exposition parentale aux indices
de prédateurs génere des effets transgénérationnels sur les défenses de la physe aigué. Les effets
intra- et trans-générationnels de I'exposition aux indices de prédateurs étaient interactifs sur
Iutilisation de refuge et épaisseur de la coquille. Une conséquence de cette interaction est que
Pexposition parentale aux indices de prédateurs a augmenté 'utilisation de refuge et I’épaisseur
de la coquille uniquement chez les descendants non-exposés eux-mémes aux indices de
prédateurs. En revanche, les effets intra- et trans-générationnels de I'exposition aux indices de

prédateurs étaient additifs sur la taille et ont tous deux résulté en une plus petite taille.
Dans le chapitre 3 (expérience grand-parent), nous montrons que les effets transgénérationnels

ne sont pas restreints a I'exposition parentale. I.’environnement grand-parental aux indices de

prédateurs a induit une utilisation de refuge plus importante chez les descendants. Ainsi, les
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descendants ont utilisé d’autant plus de refuge si leurs grands-parents et eux-mémes avaient
percu des indices de prédateurs. De fagon surprenante, 'environnement parental n’a pas eu
d’effet sur l'utilisation de refuge dans cette expérience. Les effets de 'exposition grand-parentale
aux indices de prédateurs étaient plus complexes sur ’épaisseur de la coquille car (1) la direction
des effets grands-parentaux dépendait de 'environnement des descendants et (2) la direction des

effets grands-parentaux et parentaux était opposée.

Dans le chapitre 4 (expérience sexe), nous montrons que 'exposition seulement maternelle aux
indices de prédateurs est suffisante pour générer des effets transgénérationnels sur le temps de
sortie. A I'inverse, 'exposition seulement paternelle n’a pas eu d’effet sur le temps de sortie, ce
qui démontre une TGP sexe-spécifique. I.’exposition paternelle a quand méme eu une influence
sur le temps de sortie et I'activité, puisque I'expression des défenses comportementales a été
influencée par une interaction complexe entre les effets de Pexposition immédiate,

développementale, maternelle et paternelle aux indices de prédateurs.

Dans le chapitre 5 (expérience #ming), nous montrons que la perception d’indices de prédateurs
a toute période du développement parental génere des effets transgénérationnels sur les défenses
des descendants. Mais les défenses morphologiques induites transgénérationnellement sont

différentes en fonction de la période d’exposition parentale aux indices de prédateurs.

En conclusion, la TGP a donc un réle dans 'expression des défenses de la physe aigué, en plus
de la WGP. La plasticité des défenses morphologiques et comportementales de la physe aigué est
générée par la présence d’indices de prédateurs dans de multiples environnements (personnel,
maternel, parental et grand-parental) et a différents Zmings dans le développement des
descendants (immédiat ou développemental) et dans le développement des parents
(embryonnaire ou post-embryonnaire). En revanche, 'exposition paternelle seule n’a pas généré
d’effets transgénérationnels, mais jouait quand méme un role sur la TGP en interagissant avec la
TGP maternelle et Ia WGP. Les physes integrent donc des indices de prédateurs en provenance de
sources tres variées pour expression de leurs défenses (indices personnels, paternels, maternels,

grand-parental).

Effets transgénérationnelles sur la variance phénotypique des individus
Dans les chapitres 2 a 5 (synthése ci-dessus), la TGP a été étudiée a I’échelle phénotypique
moyenne (c.-a-d. en comparant la moyenne phénotypique de groupes d’individus exposés a

différents traitements) conformément a la littérature. Dans le chapitre 6 (expérience
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personnalité), nous étudions la TGP a I’échelle phénotypique individuelle (c.-a-d. en comparant
la variance phénotypique de groupes d’individus exposés a différents traitements) afin de préciser
le réle de Penvironnement parental sur la variance du comportement entre les individus
(personnalité animale). Seul 'environnement développemental, et non I'environnement parental,
a affecté la variance inter-individuelle de comportement. Ainsi, les physes issues de parents
exposés ou non-exposés aux indices de prédateurs ont exprimé une diversité similaire de défense

comportementale (temps mis pour sortir de eau).

A ma connaissance, une seule étude s’est intéressée a I'effet de environnement parental sur la
variance phénotypique des descendants juvéniles ou adultes (Shama 2015). Dans cette étude,
Shama a étudié la variance de la taille des descendants suivant la température moyenne de I'eau
(17°c ou 21°C) et la variabilité de la température (constante ou variable) dans 'environnement
maternel. Elle trouve que les descendants issus de meres exposées a une température variable
étaient plus variables en taille que les descendants issus de meres exposées a une température
constante. En revanche, la température moyenne de I'environnement maternel (17°C ou 21°C) n’a
pas affecté la variance de taille des descendants. 11 se pourrait donc que seule la variabilité de
Ienvironnement parental impacte la variance phénotypique des descendants, et non la valeur
moyenne de leur environnement. Ces résultats sont en accord avec les prédictions sur la stratégie
dynamique de minimisation des risques (Encadré 3 page 17). Lorsque les parents expérimentent
un environnement ne leur permettant pas de prédire Penvironnement des descendants (p. ex.
parce que leur environnement est tres variable), les parents devraient produire des descendants
avec des phénotypes tres variés. En revanche, lorsque les parents expérimentent un
environnement leur permettant de prédire 'environnement des descendants (p. ex. parce que
leur environnement constant, que ce soit avec ou sans indices de prédateurs, a 17°C ou a 21°C),
les parents devraient produire des descendants avec des phénotypes trés similaires. Cette
prédiction permet d’expliquer que la valeur moyenne de lenvironnement parental a peu
d’importance sur la variance phénotypique des descendants. Il serait intéressant de vérifier cette

hypothese dans des études expérimentales.

I1.2 Un processus multifactoriel

I1.2.a TGP trait-dépendante

Les défenses morphologiques et comportementales (comportement de sortie de I'eau, épaisseur

et taille de la coquille, et poids total de la physe) étaient plastiques transgénérationnellement, en
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accord avec la littérature sur d’autres espéces de proies (synthése bibliographique). En revanche,
dans toutes nos expériences, les effets transgénérationnels (en termes de présence, intensité et
direction) ont été différents en fonction des défenses. Ces effets transgénérationnels trait-
dépendants sont quasi systématiquement présents, que ce soit dans la littérature sur la TGP des
défenses ou dans la TGP en général (synthese bibliographique ; Yin et coll. 2019). Pourquoi les
effets transgénérationnels dépendent des traits est une question rarement discutée. Une
hypothese serait que la TGP concerne majoritairement les traits contraints lors du
développement, car les changements développementaux majeurs requi¢rent moins d’énergie s’ils
sont induits tot dans le développement et donc en réponse aux indices environnementaux
parentaux (Uller 2008). A Plinverse, les traits plus labiles seraient moins affectés par
Penvironnement parental, puisque les individus gagneraient plus a répondre a leurs propres
indices environnementaux qu’a ceux des parents, qui deviennent souvent de moins en moins
fiables au cours du développement (Piersma & Drent 2003). Contrairement a ses prédictions, les
effets transgénérationnels ont concerné aussi bien les défenses comportementales (pourtant tres
plastiques en réponse a environnement immédiat) que les défenses morphologiques. Walsh et
coll. (2015) propose plus généralement que ces effets transgénérationnels trait-dépendants
seraient le reflet de différentes contraintes génétiques, de compromis avec d’autres fonctions et

de force de sélection différente.

Dans cette thése, nous nous sommes focalisé-e's sur les défenses morphologiques et
comportementales. Or, la TGP concerne tous les types de défenses (comportementaux,
morphologiques, d’histoire de vie et physiologie ; synthese bibliographique). Plus globalement,
la TGP concerne tous les types de traits (morphologiques, d’histoire de vie, physiologie, survie et
reproduction ; Yin et coll. 2019). Ainsi, il aurait été pertinent de mesurer des traits d’histoire de
vie faisant partie de la stratégie défensive de la physe (Crowl & Covich 1990 ; Auld & Relyea
2008). En effet, la physe retarde son age a maturité et développe une taille plus importante a
maturité en réponse aux indices développementaux d’écrevisses (WGP). De plus, mesurer des
traits d’histoire de vie liés a la reproduction (p. ex. nombre d’ceufs produits, succes a I’éclosion)
nous aurait permis d’estimer les potentiels impacts de la TGP sur les dynamiques de populations
(voir les perspectives). Dans nos expériences, nous avons tenté plusieurs fois de mesurer des
traits d’histoire de vie, comme le nombre d’ceufs produits. Nous avons été freiné-e's par la

lourdeur des protocoles requis qui nécessitent de mettre les individus a copuler en groupe
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plusieurs fois par semaine (Auld & Houser 2015) ou de compter des milliers d’ceufs (la physe

peut pondre de 7 a 50 ceufs par jour).

I1.2.b Interaction TGP x WGP : importance de 'environnement des descendants

Dans nos expériences, la TGP et la WGP ont interagi dans la majorité des cas (effets interactifs ;
Tableau 3). Autrement dit, les effets transgénérationnels dépendaient de I'environnement des
descendants (avec ou sans indices de prédateurs). Ce résultat se retrouve dans la littérature des
défenses induites. Pour les rares ¢tudes qui ont ¢tudié simultanément la WGP et la TGP, les effets
intra- et trans-générationnels de l'exposition aux indices de prédateurs sont plus souvent
interactifs qu’additifs (synthese bibliographique).

Lorsque la TGP et la WGP interagissent, 'environnement des descendants peut conditionner la
présence, lintensité et la direction des effets transgénérationnels. Dans nos études,
Penvironnement des descendants a le plus souvent conditionné la présence des effets
transgénérationnels (Tableau 3). Ce résultat a aussi été décrit dans la littérature sur la TGP des
défenses induites (Storm & Lima 2010 ; Giesing et coll. 2011 ; Donelan & Trussell 2015, 2018 ;
Stein et coll. 2018).

Indices Indices transgénérationnels :
intragénérationnels : . . . .
g Indice parental Indice grand-parental Indice maternel Indice paternel
Interactif
présence :
épaisseur Interactif
sortie d§ Peau d1re;t10ﬂ Interactif Interactif
Indice développemental direction : cpaisseur présence : présence :
cpaisseur Additif activité temps de sortie
Additif sortie de 'eau
poids
temps de sortie
Interactif
présence Interactif Interactif
Indice immédiat temps de sortie presence:: presence :
activité activité
Additif _ temps de sortie temps de sortie
temps de sortie

Tableau 3. En fonction de la défense et des expériences, les indices intragénérationnels étaient soit
interactifs (dans la grande majorité des cas) soit additifs avec les indices transgénérationnels. En cas
d’indices interactifs, il est précisé si les indices intragénérationnels conditionnent la présence, I'intensité
ou la direction des effets transgénérationnels. Le vert correspond a P'expérience interaction, le bleu
Pexpérience grand-parent, le violet a 'expérience sexe, le rouge a 'expérience #ming et 'orange a

Pexpérience personnalité.
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Influence de la génération exposce

Dans cette these, nous montrons que l'environnement grand-parental joue un réle dans
Pexpression des défenses, en accord avec plusieurs études chez d’autres especes de proie (Walsh
et coll. 2015 ; Sentis et coll. 2018 ; Hellmann et coll. 2020b). Cependant, les effets
transgénérationnels induits par 'exposition grand-parentale ou parentale peuvent ¢tre différents.
En fonction de la génération exposée aux indices de prédateurs (grand-parentale ou parentale),
les effets transgénérationnels étaient dans des directions différentes (résultat sur épaisseur de la
coquille ; Agrawal et coll. 1999 ; Sentis et coll. 2018) et étaient générés ou non (résultat sur

Iutilisation de refuge ; Bell & Hellmann 2019).

I1.2.d TGP sexe-spécifique

I1.2.e

Dans cette thése, nous montrons que la TGP est sexe-spécifique. L’exposition seulement des
meres aux indices de prédateurs a augmenté le temps mis pour sortir de I’eau des descendants,
alors que I'exposition seulement des peres n’a pas eu d’effet. Dans la littérature sur la TGP des
défenses, la TGP sexe-spécifique n’a été étudiée qu’une seule fois sur I'épinoche (Hellmann et
coll. 2020a). Similairement a cette théese, iels décrivent une TGP sexe-spécifique. Les défenses de
I’épinoche ont été impactées soit par 'exposition maternelle aux indices de prédateurs, soit par
Pexposition paternelle. De plus, a ’échelle moléculaire, les génes exprimés chez les descendants
dépendaient également du sexe du parent exposé aux indices de prédateurs. Cette TGP sexe-
spécifique a été décrite de nombreuses fois dans la littérature plus générale sur TGP, ce qui
suggere que ce facteur « sexe » serait trés important. Les causes de la TGP sexe-spécifique reste a
déterminer et pourraient étre liés a des mécanismes de transmission différents, a des conflits
sexuels ou a des forces de sélection sexe-spécifique (p. ex. les poissons males arborant des

couleurs vives sont plus prédatés ; Bell & Hellmann 2019 ; Burke et coll. 2019).

Influence du timing de 'exposition parentale

Dans cette these, nous montrons que la présence des effets transgénérationnels dépend du #iming
d’exposition des parents aux indices de prédateurs. Relativement peu d’études se sont intéressées
a linfluence du #iming d’exposition parentale sur TGP des défenses (mais voir Mikulski &
Pijanowska 2010 ; Walsh et coll. 2015). Ces deux études portent sur des traits d’histoire de vie
chez la daphnie et démontrent également que le #wing d’exposition parentale influence les effets
transgénérationnels. L’influence du #ming sur la TGP nécessite d’étre étayé par plus d’études
expérimentales, notamment dans le contexte des défenses, pour déterminer ses causes et ses

conséquences (Bell & Hellmann 2019 ; Donelan et coll. 2020).
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11.2.f Conclusion

IT1

La TGP est un processus multifactoriel. La présence des effets transgénérationnels (et plus
rarement I'intensité ou la direction) dépendait des traits, de I'environnement des descendants, de
la génération exposée, du sexe exposé aux indices de prédateurs et du timing de I'exposition
(Figure 29). Ainsi, si nous avions étudié¢ la TGP sans prendre en compte ses facteurs (p. ex. en
¢tudiant la TGP dans un seul environnement des descendants), nous n’aurions pas mis en
¢évidence d’effets transgénérationnels. A ce jour, il existe seulement deux ensembles d’études sur
la TGP qui ont tenté de déterminer les facteurs susceptibles de faire varier la TGP dans un méme
systeme expérimental, tous deux étudiant I'épinoche (Gasterostens aculeatus) dans le cadre des
défenses contre les prédateurs (Hellmann et coll. 2020a,b) ou des réponses a la température
(Shama et coll. 2014 ; Shama & Wegner 2014). Iels démontrent également que la TGP est
multifactorielle et dépend de la génération exposée, du sexe du parent exposé et des traits.
Appuyée par la littérature, cette thése démontre 'importance de prendre en compte ces facteurs

pour améliorer notre compréhension de la TGP.

Intégration des différents indices
environnementaux

Comme nous l'avons vu, les indices de la présence de prédateurs intégrés par un individu
proviennent d'environnements trés variés : environnements immédiat, développemental,
maternel, paternel et grand-parental. Comment les individus integrent les différentes
informations apportées par ces environnements ? Cette question est assez peu adressée (Auge
2017), notamment dans le contexte des défenses induites (synthéese bibliographique ; Stein 2018),
car ce genre d’expériences requiert des protocoles lourds en plan factoriel complet. Une des
forces de cette these est d’avoir eu recours a des plans factoriels complets ou la présence d’indices
de prédateurs a été manipulée dans de multiples environnements. Nous avons ainsi pu étudier

I'intégration des indices et avons notamment :

(1) comparer lintensité des effets des différents indices de prédateurs sur les défenses des

descendants (§IIL.1 « un processus hiérarchisé ») ;

(2) déterminer l'interaction des effets des différents indices entre eux (§IIL.2 «un processus

complexe »).
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Figure 29. La TGP est un processus qui dépend de multiples facteurs : le trait de défense considérée,
Penvironnement des descendants avec ou sans indices de prédateurs, la génération exposée (grand-
parentale ou parentale), le #ming de I'exposition parentale aux indices de prédateurs et le sexe du parent
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IT1.1 Un processus hiérarchisé

II1.1.a Hiérarchie temporelle dans l'intégration des indices : fiabilité décroissante des
indices au cours du temps

Dans nos expériences, il semblerait quune hiérarchie « temporelle » de I'intégration des indices
existe : les indices avec les effets les plus intenses étaient les indices environnementaux les plus

proches temporellement du moment de I'expression des défenses a 'age adulte. En effet :

- environnement immédiat a eu des effets plus intenses que I'environnement développemental

ou parental sur les défenses comportementales (expériences sexe et personnalité — chap. 4 et 6).
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- Penvironnement développemental a eu des effets plus intenses que I'environnement parental
ou grand-parental sur les défenses exprimées au stade adulte (expériences interaction, grand-

parent, personnalité — chap. 2, 3 et 0).

Les défenses morphologiques et comportementales exprimées au stade adulte étaient donc
majoritairement influencées par les environnements intragénérationnels plutét que par les
environnements transgénérationnels. Cette hiérarchie temporelle est confirmée dans la méta-
analyse de Uller et coll. (2013) : environnement développemental a des effets plus intenses que
I'environnement parental. Cette hiérarchie temporelle est prédite par les modeles théoriques : un
indice environnemental a d’autant plus d’importance dans 'expression du phénotype qu’il est
tiable pour prédire environnement des descendants (LLeimar & McNamara 2015 ; McNamara
et coll. 2016 ; Auge et coll. 2017 ; Donelan et coll. 2020). Dans notre cas, les indices de prédateurs
pergus par les descendants sont plus fiables que les indices parentaux pour prédire la présence
réelle de prédateurs au stade adulte, ce qui expliquerait qu’ils aient eu plus d’importance dans
Pexpression des défenses. Pour confirmer cette prédiction théorique, il aurait été intéressant de
déterminer la dynamique temporelle d’utilisation des indices parentaux durant tout le
développement des descendants. Les indices parentaux devraient avoir plus d’'importance dans
Pexpression des défenses a des stades de développement précoces qu’a des stades tardifs. Dans
cette these, nous nous sommes focalisé-e-s sur les défenses exprimées a I’age adulte du fait de la
petite taille de la physe (Ia physe fait moins d’un demi-mm aux stades juvéniles précoces). Il serait
néanmoins possible d’estimer certaines défenses chez la physe a des stades précoces (p. ex.

utilisation de refuge, taille) en utilisant une loupe binoculaire.

Des exceptions a cette hiérarchie temporelle

Il existe cependant des exceptions a cette hiérarchie temporelle dans I'intégration des indices.
Dans lexpérience fiming (chap. 5), les indices percus précocement dans le développement
parental ont eu des effets aussi intenses que les indices percus tardivement dans le
développement parental. Ce résultat est contraire aux prédictions théoriques présentées
précédemment : les indices percus tardivement dans le développement parental auraient da
générés des effets transgénérationnels plus intenses par rapport aux indices précoces (McNamara
et coll. 2016). La hiérarchie temporelle de I'intégration des indices ne semble donc pas s’appliquer
au sein d’une génération parentale. Dans la littérature, deux études chez la daphnie ont comparé

I'intensité des effets des indices de prédateurs en fonction du #wing de la perception parentale
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(Mikulski & Pijanowska 2010 ; Walsh et coll. 2015). Walsh et coll. confirment les prédictions
basées sur la fiabilité des indices : la perception des indices de prédateurs par les parents juvéniles
n’a pas induit de TGP alors que la perception par des parents adultes a induit de la TGP. Alors
que Mikulski & Pijanowska (2010) ne confirment pas la hiérarchie temporelle : le stade juvénile
intermédiaire a généré les effets transgénérationnels les plus intenses par rapport a des stades
juvéniles plus précoces ou plus tardifs. La fiabilité des indices ne serait pas le seul facteur
déterminant une hiérarchie dans l'intégration des indices. Il a été proposé que lintensité des
réponses transgénérationnelles soit en fait liée aux réponses intragénérationnelles (Mikulski &
Pijanowska 2010 ; Donelan et coll. 2020) : le #ming durant le développement parental qui génere
les effets intragénérationnels les plus intenses générerait également les effets transgénérationnels
les plus intenses. Cette prédiction serait en accord avec nos résultats, puisque que l'intensité des
effets intragénérationnels ne dépendait pas du #ming de la perception des indices (expérience
timing — chap. 5).

De plus, dans Pexpérience grand-parent (chap. 3), 'environnement grand-parental a eu un effet
aussi intense que environnement parental sur I’épaisseur de la coquille, et un effet plus intense
sur I'utilisation de refuge des descendants (puisque que 'environnement parental n’a eu aucun
effet). La hiérarchie temporelle dans l'intégration des indices ne semble donc pas s’appliquer
entre les différentes générations ancestrales. A l'inverse de nos résultats, les études dans la
littérature sur les défenses sont en accord avec les prédictions théoriques: les effets
transgénérationnels décroient en intensité au cours des générations (Agrawal et coll. 1999, Walsh
et coll. 2015, Sentis et coll. 2018). En revanche, dans la littérature en général, il a été montré que
les indices grand-parentaux peuvent ctre aussi intenses que les indices parentaux (Bell &
Hellmann 2019). Cette persistance de lintensité des effets transgénérationnels au cours des
générations suggere que la TGP des défenses de la physe aigué persiste au-dela de deux
générations. Il serait donc particuliecrement intéressant d’étudier la persistance de la TGP dans
notre systeme expérimental. La physe pourrait intégrer des indices en provenance de
Penvironnement des arriére-grands-parents ou ancétres plus lointains. Le role de la TGP dans
Pexpression des défenses serait alors d’autant plus important, puisque de tres nombreux

environnements générationnels impacteraient 'expression des défenses.
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Un processus complexe : intégration interactive des indices

Nous avons vu que (1) les physes sont soumises a de multiples indices de prédateurs et (2) que
ces indices de prédateurs ont plus ou moins d’importance dans Iexpression des défenses. La
question qui se pose maintenant est de savoir comment se fait I'intégration des différents indices
indiquant la présence de prédateurs dans 'expression des défenses. I’intégration des indices de
prédateurs peut étre additive (les effets des différents indices s’additionnent) ou interactive

(Peffet d’un indice dépend des autres indices ; Figure 30).

Dans cette thése et dans la littérature sur la TGP, Iintégration des indices intra- et trans-
générationnels est majoritairement interactive (Tableau 3 ; synthese bibliographique). Plusieurs
scénarios théoriques d’intégration interactive ont été proposés : (1 - seuil) la détection d’un ou
plusieurs indices de prédateurs génere le méme niveau d’expression des défenses ; (2 - soutien)
seule la détection de plusieurs indices de prédateurs génere des défenses; (3 - synergie) la
détection d’un indice de prédateurs supplémentaire augmente de maniere disproportionnée la
confiance de lindividu dans 1'état de l'environnement, entralnant un effet synergique des
différents indices sur I’expression des défenses (Figure 30 ; Stein et coll. 2018 ; Bell & Hellmann
2019). Dans cette thése, les résultats sont variables et correspondent a plusieurs scénarios. Dans
Pexpérience interaction (chap. 2), un scénario seuil a été mis en évidence (Figure 30). La
détection d’indices de prédateurs développementaux ou d’indices de prédateurs
développementaux et parentaux a induit une expression similaire de défenses. Ce scénario seuil
a aussi été décrit dans I’étude de Stein et coll. (2018) sur 'épinoche. Dans I'expérience sexe (chap.
3), un scénario soutien a été mis en évidence (Figure 30). Seule la détection d’indices de
prédateurs développementaux, maternels et paternels a modifié 'expression de Pactivité. Dans
cette méme expérience, un autre scénario, non nommé dans la littérature, a été observé (scénario
«atténuation » sur la Figure 30). La détection d’indices de prédateurs maternels diminuait
Pexpression d’une défense comportementale. Cependant, la détection d’indices de prédateurs
maternels et paternels ne modifiait pas expression de cette défense comportementale. Ce
scénario a été décrit dans une autre expérience chez I’épinoche (Hellmann et coll. 2020a). La
détection d’indices paternels de prédateurs a diminué la survie des descendants a un prédateur
réel, mais cet effet négatif était atténué lorsque les meres étaient exposées aux indices de

prédateurs.

Cette these, appuyée par la littérature, démontre que lintégration des différents indices de

prédateurs est majoritairement interactive. Dans les modeles actuels d’intégration des indices, les
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effets des indices dévelopmentaux et parentaux sont pourtant modélisés comme additifs (Stein

; Leimar ; McNamara). D’autres modeles d’intégration des indices ont été proposés, comme

I'intégration bayésienne (Stamps & Krishnan), qui seraient plus appropriés dans le contexte des

défenses.

A. Additif

w
L

N
N

o

Expression de la défense

'
A
1

aucun indice 1 indice 2 indice 1 +
indice indice 2
Indice(s) de prédateurs

B. Interactif

w
L

Seuil

N
N

Expression de la défense
o -

1
iz
1

aucun indice 1 indice 2 indice 1 +
indice indice 2
indice(s) de prédateurs

3{Synergie

Expression de la défense

aucun indice 1 indice 2 indice 1 +
indice indice 2
Indice(s) de prédateurs

Expression de la défense

Expression de la défense

Soutien

aucun indice 1 indice 2 indice 1 +
indice indice 2
indice(s) de prédateurs

Atténuation

aucun indice 1 indice 2 indice 1 +
indice indice 2
Indice(s) de prédateurs

Figure 30. L’intégration de différents indices de prédateurs peut étre (A) additive ou (B) interactive. Dans
le cas d’une intégration interactive, plusieurs scénarios ont été proposés : seuil, soutien, synergie. A la
suite a cette theése, nous proposons un nouveau scénario « atténuation ».
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Nature adaptative de la TGP : analyse de la
direction des effets transgénérationnels

La nature adaptative de la TGP informationnelle fait encore débat (Uller et coll. 2013 ; Yin et coll.
2019 ; Sanchez et coll. 2020). Comme nous venons de le voir, 'intégration des indices parentaux
de prédateurs est complexe car multifactorielle et interactive. Cette complexité est-elle la clé de
la nature adaptative de la TGP ? Autrement dit, est-ce qu'un facteur ou une combinaison des

facteurs décrits dans la section ci-dessus détermine la nature adaptative de la TGP ?

Les études sur la TGP des défenses se basent souvent sur des systemes ou la WGP des défenses a
été bien décrite. Il est alors considéré que la TGP est adaptative lorsque la direction des effets
transgénérationnels est identique a la WGP (c.-a-d. aux effets des indices de prédateurs immédiats
pour les défenses comportementales et aux effets des indices de prédateurs développementaux

pour les défenses morphologiques ; Tableau 4).

Dans nos études, il n’a pas toujours été possible de relier nos résultats avec des scénarios simples

de préadaptations a la présence de prédateurs.

— Les effets de la TGP n’ont pas toujours été dans la direction attendue sous I'hypothése de TGP
informationnelle adaptative. Autrement dit, exposition parentale aux indices de prédateurs a

parfois diminué I'expression des défenses (Tableau 4).

- les effets transgénérationnels dépendaient des traits, il était donc parfois difficile d’estimer le

role de la TGP sur la stratégie globale de défense de la physe.

- la direction des effets transgénérationnels étaient variables entre les expériences pour les

défenses morphologiques (Tableau 4).

Les facteurs que nous avons identifié dans la section « un processus multifactoriel » n’ont pas
apporté un éclairage sur la nature adaptative de la TGP. Premi¢rement, ces facteurs ont impacté
la présence des effets transgénérationnels de maniere complexe. Par exemple dans expérience
timing, exposition parentale aux indices de prédateurs a influencé la taille des descendants
seulement si celle-ci avait lieu pendant le développement embryonnaire ou post-embryonnaire
intermédiaire. Deuxiémement, les facteurs n’ont pas impacté la direction des effets
transgénérationnels, et donc la nature adaptative des effets transgénérationnels. L’unique
exception était I'épaisseur de la coquille dans I'expérience grand-parent (chap. 3). Dans cette

expérience, la direction des effets transgénérationnels (augmentation ou diminution de
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Iépaisseur de la coquille) dépendait de I'environnement des descendants et de la génération

exposée (grand-parental ou parental), sans que cela éclaire sur la nature adaptative de la TGP.

Utilisation de

Temps de sortie

Activité Epaissenr Taille
refuge de l'ean P
A A
Exposition (littérature surla = (expériences
immédiate physe) sexe, timing,
personnalité)
N N
Em (Beaty et coll.) (expérience
B X timing) 2 7 2
immédiat : X . 7 -
contrile C (ex.pe.ﬂence X (expérience (@(perlegces (ex.pe.rlence
timing) (expérience sexe) interaction, timing)
Exposition personnalité) grand- AN
développementale parent, (experience
A A timing) interaction,
En. (Beaty et coll,, (expériences grand-parent,
immédiar  Salice & Plautz) personnalité, Beaty et coll.)
prédatenr P X timing)
(Turner et coll.)
A
S (expériences (expériences
immédiat interaction B A 7 2
contrile C i personnalité,
nirore timing) timing) (expérience = (expérience (expérience
sexe) interaction)  timing, Beaty
Exposition X NI N et coll.)
parentale (expérience (expériences (expe?lence N
En. interaction, personnalité, timing) .(experle.nce
immédiat Beaty et coll.) sexe) ~ interaction)
prédatenr P X (expérience X
(expérience grand- (expérience
timing) parent) grand-parent)

Tableau 4. Effets des expositions immédiate, développementale et parentale aux indices de prédateurs
sur les défenses des descendants. Le fond orange indique une diminution de 'expression de la défense,
le fond vert une augmentation et le gris une absence d’effet. Un fond violet indique un effet variable
suivant les études.

Dans cette these, les validations expérimentales sont donc équivoques quen a la nature

adaptative de la TGP des défenses contre les écrevisses de la physe aigué, en accord avec I'étude

de Beaty et coll. (2016). La perception d’indices de prédateurs par les générations parentales ne

semble pas permettre aux descendants d’étre préadapter a la présence d’écrevisses. Une étude

récente sur le prédateur poisson démontre également que la TGP des défenses de la physe aigué

semble non-adaptative (Goeppner et coll. 2020). Dans la littérature sur les défenses induites, la

nature adaptative de la TGP des défenses est variable entre études. Il existe des cas tres
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convaincants de TGP adaptative sur les daphnies et les pucerons (p. ex. Agrawal et coll. 1999 ;
Keiser & Mondor 2013 ; Walsh et coll. 2016), mais ces ¢tudes se focalisent le plus souvent sur
un seul trait. Il existe aussi des études ou la nature adaptative de la TGP est moins claire
(Coslovsky & Richner 2012 ; Donelan & Trussell 2015 ; Hellmann et coll. 2020a). Pour préciser
la nature adaptative de la TGP, il aurait été intéressant de mesurer directement la survie a une
écrevisse des descendants issus de parents exposés ou non-exposés a des indices de prédateurs.
Ces tests de survie ont été réalisés dans quelques études. De méme, les résultats concernant la
nature adaptative de la TGP des défenses sont variables : la survie face a un prédateur des
descendants a augmenté (Storm & Lima 2010) ou diminué (McGhee et coll. 2012 ; Hellmann et

coll. 2020a) en réponse a I'exposition parentale au prédateur.

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer cette diminution d’expression des défenses
des descendants en réponse a exposition parentale aux indices de prédateurs. Une premicre
hypothese est que les effets transgénérationnels dus a la TGP informationnelle sont masqués par
d’intenses effets négatifs transgénérationnels dus a la TGP basée sur la condition. La présence
chronique de prédateurs peut en effet induire un stress physiologique impactant négativement la
condition des parents (Magierecka 2020), ce qui pourrait se répercuter sur les descendants. Il est
difficile de dissocier la TGP basée sur la condition de la TGP informationnelle sans avoir recours
a des protocoles tres particuliers (introduction {II.4.c page 20). Un protocole plus simple a été
proposé récemment par Radersma et coll. (2018). Ce protocole consiste a soumettre brievement
les parents a un changement environnemental juste avant la reproduction, afin de limiter les
effets de I'environnement sur la condition parentale. Cependant, ce protocole présuppose que
les individus adultes peuvent transmettre des générer des indices environnementaux en réponse

a la perception d’indices de prédateurs.

Une deuxiéme hypothése est que la WGP est suffisante pour permettre I’adaptation des physes a
la prédation. Des modeles théoriques prédisent en effet que la TGP est sélectionnée uniquement
si les indices développementaux sont moins fiables ou moins accessibles que les indices
parentaux (Leimar & McNamara 2015 ; McNamara et coll. 2016). Or, nous avons montré que
les physes génerent des défenses en réponse a la perception d’indices de prédateurs au stade
embryonnaire (expérience #iming — chap. 5). Les physes ont donc acces tres tot a des indices
fiables de la présence ou l'absence d’écrevisses dans leur environnement. Ainsi, les indices

parentaux ne sont peut-étre pas tres utiles pour exprimer des défenses adaptées au risque réel de
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prédation par Pécrevisse, ce qui limiterait la sélection de TGP et donc I'émergence de TGP

adaptative.

Troisiemement, il est intéressant de noter que la préexposition parentale ¢/ développementale
diminue Pexpression des défenses comportementales (Tableau 4). Ce résultat a été décrit dans
de nombreuses études (Deecke et coll. 2002 ; Hemmi & Merkle 2009 ; Bestion et coll. 2014 ;
Donelan & Trussell 2015). Plusieurs hypothéses adaptatives et non-exclusives ont été proposées
pour expliquer ce résultat (Rodriguez-Prieto et coll. 2009) et sont décrites en détail dans le
chapitre 6. La plupart des hypothéses reposent sur le fait que les défenses comportementales
sont couteuses a maintenir dans le temps, ce qui est le cas dans notre systéme expérimental. La
sortie de I'eau est couteuse a maintenir a long-terme pour la physe, puisque ce comportement
l'empéche de se nourrir, augmente le risque de dessiccation et augmente probablement la

prédation par des prédateurs terrestres (Covich et coll. 1994).

Quatriemement, la nature adaptative de la TGP a été évaluée en utilisant une seule population
naturelle a chaque expérience. Or, étude de Walsh et coll. (2016) démontre que les effets
transgénérationnels dépendent de la population étudiée, et dépendent plus précisément de la
variabilité de la présence de prédateurs dans la population. Néanmoins, une étude récente de
Goeppner et coll. (2020) sur les défenses contre les poissons de la physe aigué ne démontre pas
de différences d’effets transgénérationnels entre populations. Mais le faible nombre de

populations comparées (seulement deux populations) n’est pas suffisant pour conclure.

Conclusion

Ce travail de theése confirme importance de la WGP dans 'expression des défenses contre les
prédateurs. De plus, bien que moins important que la WGP, cette thése démontre que la TGP joue
un role dans Pexpression des défenses, et donc plus globalement dans les interactions proies-
prédateurs. L’apport le plus significatif de cette these est que la TGP est un processus
multifactoriel, ce qui le rend complexe a étudier et a comprendre. Finalement, ce travail de these
confirme que la nature adaptative de la TGP n’est pas tres claire et souligne I'intérét (1) de mesurer
directement la valeur sélective des descendants (p. ex. dans notre cas la survie face au prédateur),
(2) d’essayer de controler pour la TGP basée sur la condition, (3) d’utiliser des systemes ou la
WGP ne permet pas déja aux individus de produire le phénotype adapté a leurs conditions

environnementales, et (4) d’avoir une approche comparative entre plusieurs populations.
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I Perspectives en continuité de la these

I.1 Préciser le lien entre les défenses mesurées et la protection face a la
prédation par 'écrevisse
I1 serait pertinent de mesurer si une épaisseur et une taille plus importante de coquille permettent
effectivement de gagner en résistance a I’écrasement, comme l'ont montré certaines études (Physa
fontinalis : Rundle & Bronmark 2001 ; Physa acuta : Stevison et coll. 2016). La mesure de la
résistance a écrasement s’approche plus de la réelle protection apportée par les modifications
morphologiques. Nous avons développé un dispositif expérimental pour mesurer la résistance a
I’écrasement (collab. Ludovic Guillard et Simon Navel, LEHNA UMR 5023 ; Figure 31), que
nous testerons tres prochainement sur les coquilles que nous avons gardé de Pexpérience #iming

(chap. 5).

Figure 31. Dispositif expérimental permettant de mesurer la force nécessaire pour écraser une coquille
(collaboration Ludovic Guillard et Simon Navel, LEHNA UMR 5023).

De plus, il serait pertinent de mesurer plus directement le bénéfice des effets transgénérationnels
sur la protection face a la prédation (bénéfices apportés par 'induction transgénérationnelle des
défenses). On pourrait comparer la survie face a une écrevisse entre les descendants issus de
parents exposés et les descendants issus de parents non exposés aux indices d’écrevisses. Pour

avoir une idée de la dynamique temporelle des bénéfices des effets transgénérationnels, il serait
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pertinent de comparer la survie face a une écrevisse a différents stades du développement et en

fonction de 'exposition parentale et développementale aux indices de prédateurs.

1.2 Evolution de la TGP

I1

11.1

Dans cette these, nous avons souvent suggéré que la TGP pourrait avoir un role dans 'adaptation
des individus a un environnement variable. Pour tester cette hypothése, je propose dans un
premier temps de mesurer I’héritabilité des normes de réactions transgénérationnelles, ce qui
permettrait d’avoir une idée de I'« évolvabilité » (evolvability) de la TGP (autrement dit, si la TGP
peut étre sélectionnée et participer a I'adaptation locale de populations). II serait possible
d’adapter les méthodes de mesure de héritabilité déja utilisées pour la WGP chez des especes
non-clonales (Scheiner 1989). Ces méthodes reposent sur la mesure de la plasticité d’individus
demi-freres/sceurs et freres/sceurs de plusieurs familles. Ces méthodes appliquées a la TGP
impliquent des expériences tres lourdes (requicrent un jeu de données conséquent et trois
générations d’élevage), mais sont possibles. Une autre solution serait de créer des lignées
homozygotes chez la physe (comme la physe est capable de s’autoféconder). Avec ces lignées
homozygotes, il serait beaucoup plus facile de déterminer la variabilité génétique de la TGP et de
contréler pour les effets confondants de la mortalité et de la fécondité différentielles. Des études
sur des especes clonales ont déja démontré que intensité et méme parfois la direction des effets

transgénérationnels dépendent du clone (Vu et coll. 2015 ; Harney et coll. 2017).

Ensuite, il serait particuli¢crement pertinent d’avoir une approche comparative entre populations
naturelles (autrement dit, de tester 'adaptation locale de la TGP). L’hypothése étant que la TGP
serait particulicrement intense chez les populations soumises a un présence d’écrevisses variable
mais prédictible entre générations. I’expérience requiert donc de (1) mesurer la variabilité
temporelle de la présence d’écrevisses chez de multiples populations, (2) choisir les populations
avec une variabilit¢ temporelle contrastée, et (3) mesurer la TGP chez des individus en

provenance de ces populations.

Ouvertures
Théorie de la TGP

A partir de mon introduction de thése, j"aimerais écrire un papier de synthése théorique sur la
TGP concernant les différentes définitions de la TGP, la différence entre la TGP et les effets

maternels, et la nature adaptative des différents types de TGP. Ce papier de synthese aiderait a
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mieux cerner quelle est la définition la plus appropriée en fonction des questions que 'on se
pose ; quelles sont les différences et similarités entre la TGP et les effets maternels en termes de
mécanismes, conditions de sélection et conséquences évolutives ; et dans quelles conditions
chacun des types de TGP peuvent étre adaptatifs. Ce papier serait utile a la communauté

scientifique pour lever le flou qui persiste dans la littérature sur ces questions.

I1.2 Ecologie de la TGP

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes focalisé-e's sur les effets de la TGP sur le
phénotype des descendants. Les implications de la TGP a I’échelle de la population ou de

I’écosysteme sont encore méconnues (Burgess & Marshall 2014 ; Bell & Hellmann 2019).

La TGP pourrait permettre d’augmenter la probabilité de persistance d’une population faisant
face a un changement abrupt de son environnement (Burgess & Marshall 2014 ; Donelson et
coll. 2018). 11 serait pertinent de tester cette prédiction dans le contexte de la prédation : la TGP
des défenses induites peut-elle permettre d’augmenter la probabilit¢é de persistance des
populations lorsqu’elles font face a un changement abrupt dans le risque de prédation (p. ex.
introduction d’un prédateur) ? Cette question est particulicrement pertinente chez la physe aigué,
comme la physe aigué est une espece tres envahissante et donc capable de s’adapter rapidement
a la présence de nouveaux prédateurs a la suite a de son introduction dans un nouvel endroit.
Nous avons acces a une lignée de laboratoire élevée depuis plusieurs dizaines de générations sans
indices de prédateurs. Méme apres des dizaines de générations sans prédateurs, cette lignée induit
toujours des défenses en réponse a la perception d’indices d’écrevisses (WGP ; papier en cours).
I1 serait intéressant de déterminer si cette lignée fait toujours de la TGP et si cette TGP lui permet
de faire face a I'introduction soudaine d’une écrevisse. On pourrait élever plusieurs populations
issues de cette lignée sans ou avec indices de prédateurs (prédateurs en cage) pendant une
génération, afin d’induire de la TGP. Ensuite, suivant un plan factoriel complet, les populations
a la génération des descendants seraient exposées ou non a la présence réelle d’écrevisse.
Finalement, la croissance de la population serait estimée par le nombre de physes et le nombre

d'ceufs produits a la fin de la génération des descendants.

De plus, il serait intéressant d’étudier les effets de la TGP a I’échelle du fonctionnement de
I’écosysteme. Chez la physe, il a été montré que la WGP comportementale en réponse aux indices
de prédateurs influence la croissance du périphyton (Turner 2000 ; McCollum 1998 ; Bernot &

Turner 2001). Par exemple, la croissance du périphyton pres des berges diminuait en présence
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de physes soumises a des indices d’écrevisses (Bernot & Turner 2001). Ces expériences
pourraient ¢tre adaptées a la TGP : la croissance du périphyton est-elle différente suivant que les

descendants sont issus de parents exposés ou non exposés a des indices d’écrevisses ?
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Model equations

In all linear mixel models (LMMs), Y is a single measurement of escape behaviour (time to crawl-out of
the water in seconds) of:

o the individual j (j spreads from 1 to 80),

e in the immediate environment k (k = 1 for immediate environment control C and k = 2 for immediate
environment predator-cue P),

o at the trial number 1 (1 = 1 for the first trial, 1 = 2 for the second trial in the immediate environment k).

Ej; is the residual value of the measurement Y ;. 036 is the residual variance.

S

In our paper, fixed effects parameters were estimated with the LMM3. They are then only detailed in this
model.

Linear model 0 (LMMO, null model)

—10g10(Y ji1) = Bo + fixed effects + Ejp

[Ejm] "% N(0,02,,)

rrres

Bo is the parameter for average intercept.



Linear mixed model 1 (LMM1, random intercept model)

—10g10(Y jr1) = Bo + fixed effects + Up; + Ej

[Ejm] "% N(0,02,,)

[Uo;] "% N(0,02)

Uy, is the random intercept value of the individual j. o? is the variance in intercept, representing group
diversity in personality.

Linear mixed model 2 (LMM2, random slope model)

—10g10(Y ji1) = Bo + fixed effects + Up; + Uy, x xi?l +Ejx

[Eji] "% N(0,02,,)

rrres

Uoj | di.d. 0 af COVjs
{Ulj} NN(|:0:|,|:COUZ'S o2 })

S
:zgc) is the immediate environment for the individual j with:

. zEQ = -0.5 for k = 1 (immediate environment control C)

. xﬁ) = 0.5 for k = 2 (immediate environment predator-cue P)
Uy is the random slope value of the individual j. o2 is the variance in slope, representing group diversity in
immediate plasticity.

cov;s is the covariance between intercept and slopeand it uses for the calculation of the correlation between
intercept and slope: cor;s = —222s

/2 2"
UiXO'S

Linear mixed model 3 (LMM3, model with random intercepts for each combi-
nation of developmental and parental environments)

—logl0(Y k1) = Bo + P1 % HTE-W) + P2 X 375? + f3 X 96§-D) + fa x xgp) + 7 % x%) X xg-D) + v2 X xﬁ? X xgp) +

3 X xg.D) X mg.P) + 01 X xgl,? X Igp) X xg.P) + Uofc x I€C 4+ Uogjp x ICP ¢ Uofc x IPC ¢ Uofp x IPP + B
i

[Ejr] "~ N(0,07,)

Tes

[V "% (0, 07°€)

[Uo5™] "% N (0,07
[Uoj ] "= (0, 077)

[Uoj™] "% N (0, 07)
Fixed effects:

[ are parameters for main fixed effects, « are parameters for double-interaction terms and ¢ is the parameter
for the triple-interaction term.

o)

e

is the snail total weight for the individual j.

is the developmental environment for the individual j with:



2P = 0.5 for unexposed snails

. zlgD) = 0.5 for predator-exposed snails

xgp) is the parental environment for the individual j with:
e 29) = 0.5 for snails from unexposed parents
e 2P) = 0.5 for snails from predator-exposed parents

J
Random effects:

For unexposed snails from predator-exposed parents, UOZPC is the random intercept value of the individual
j.cri2 PC is the variance in intercept, representing group diversity in personality when snails were not exposed
to predator cues and from predator-exposed parents. The same logic applied for CC, CP and PP snails.

I€C, ICP IPC IPP are dummy variables:

o I€C =1 if individual j was unexposed from unexposed parents, 0 otherwise

o I®P = 1 if individual j was predator-exposed from unexposed parents, 0 otherwise

o IPC =1 if individual j was unexposed from predator-exposed parents, 0 otherwise

o IPP =1 if individual j was predator-exposed from predator-exposed parents, 0 otherwise



Figure of the experimental design
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Post-hoc pairwise contrasts for group mean in immediate plasticity

We calculated estimated group means of escape behaviour for each immediate environment and for each
combination of parental x developmental environments (“treatment” in the table). We then calculated
constrasts between the estimated mean in immediate C environment vs the estimated mean in immediate P
environnement for each treatment in order to determine whether the group mean in immediate plasticity was
significantly different from 0 (slope different from zero if 95% CI does not overlap zero). We used the package
emmeans for the calculations. The table below gives contrasts with their 95% CI.

Treatment Estimate

cC 0.262 ( 0.185, 0.336)
CP 0.157 ( 0.082, 0.229)
PC 0.094 ( 0.021, 0.169)
PP 0.011 (-0.062, 0.088)
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