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ODE TO ANGUILLA

There once was an elver named Sam,

Who decided to c¢limb Cornwall Dam.

He squiggled and squirmed, under willows he wormed,
'Til he reached the top and abruptly was stopped,
Doused in a bucket of 222,

He was tagged in the jaw by Peter Liew.

Then off like a dog with a can on his tail,

He headed upstream 'til he found a large nail.
Then off with a twist, came the tag from his lip,
And on up the river he proceeded to slip.

It was hard to eat with a jaw split in two,
But when you're an eel, you have to make do.
Insects and fish added length to his frame,
Developing gonads forced a change in his name!!

Samantha continued to grow leaps and bounds,

'Til universal yearnings turned her around.

She headed downstream, one thing on her mind,

And found herself in a terrible bind.

In the blades of the turbine, I may breathe my last,
So I'1l go through the locks to save my ass!!

Down Lake 5t. Francis, she twirls and she dances,
Past Montreal with no backward glances.

A Québec elle ira comme il pourra,

Pour chercher un homme comme il ne s'en trouve pas.

In their search for a mate, the girls became frantic,

So they headed on out to the North Atlantic.

At Prince Edward Island, they all hung a right,

And the next thing we knew, they were right out of sight!

Of their mating behaviour we can scarce speculate,
'Cause nobody knows how eels copulate!!!!

Editor's Note:

The above was prepared during the course of the
meeting, as a tribute to Dr. Vladykov, by an
international group of meeting attendees who
were impressed by the presence and knowledge of
Canada's senior authority on eels.
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1 Introduction

1.1.  Généralités sur I’Anguille

1.1.1. Mythes et légendes

L’anguille a fasciné les scientifigues depuis plies2000 ans (Aristotd{istoria animalium
343 BC). Aristote avait déja noté I'ambiguité dxesehez les anguilles « On préfere parmi
les Anguilles, celles que I'on appelle femellespiqu’elles ne le soient pas » (Aristote,
Historia animaliumLivre 8, Chapitre 30). Cependant, il avait essdgé@lifférencier les males
des femelles sur des criteres macroscopiques aiédoamme caractéristique aux males
d’avoir la téte plus grosse et plus allongé et f@mxelles d’avoir la téte plus aplatie (Aristote,
Historia animaliumLivre 4, Chapitre 2). Il était également stupéfadr le fait que ces
poissons ne produisaient ni lait, ni ceufs et n'edg&ent pas, ce qui I'avait amené a conclure
gue cette espece mystérieuse naissait des ergrddliéa terre (Aristoteslistoria animalium
Livre 6, Chapitre 13,14,16). Ce caractére énignuatide I'anguille a également conduit les
philosophes de I'époque a considérer ce poissonmeoome espéce mediatrice. En effet, en
Grece antique, le profil littéralement et métappoement insaisissable de I'anguille lui avait
conféré des pouvoirs de réconciliation (Cochin,&)98

Dans la croyance Polynésienne, I'anguille est isgom qui donna naissance a certaines iles
de l'archipel mais également aux cocotiers, embde la Polynésie.

A I'heure actuelle, les mystéres qui entourentylde de vie de I'anguille servent de soutien
aux theses créationnistes (L'anguille, un défi aEvdlutionnisme, 26/03/2008,
http://www.theonoptie.com/spip.php?article1885).

1.1.2. Cycle de vie de I'anguille européenne

L’anguille européenneéinguilla anguilla (Linné, 1758), qui fait partie de la famille des
Anguillidae (18 espéces), est une espece Thalassotoque,adamssure ou elle effectue la

majeure partie de sa vie en eau douce et se rapsvdmer (Fig. 1).
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Actuellement, I'espéce est considérée comme paituét car une seule aire de reproduction
a été identifiée (Schmidt, 1922), au large de lari&. L'identification du lieu de
reproduction repose uniquement sur I'échantilloenag larves (leptocéphales) de taille
décroissante a mesure que I'on approche de la esessatgasses (McCleastal. 1987).

Des études génétiques ont remis en cause cettaxpaiflirth et Bernatchez, 2001 ; Maes et
Volckaert, 2002), mais les travaux les plus réceémtslent a la confirmer (Dannewigt al.
2005 ; Palrnret al. 2009 ; Alset al. 2011).

Les larves leptocéphales se laisseraient porterlgpdbulf Stream puis le courant Nord
Atlantique pour atteindre les cotes Est (Power eCMave, 1983; Kettle et Haines, 2006).
L’aire de répartition de I'anguille a été établiar Bchmidt en 1909 (Fig.2) et n'a que trés peu
changée depuis (Dekker, 2003b).

Une fois le plateau continental atteint, les larkeptocéphales se métamorphosent en civelles
(1 & 3 mois) et acquiertent progressivement leamé définitive. La progression dans
'estuaire est accompagnée d'une pigmentation pssive du corps. Par la suite, les
individus colonisent le bassin versant pour crottlest le stade d’anguille jaune.

Enfin les anguilles subissent une seconde métaroseppour atteindre le stade argenté. C’est
a ce stade que les individus entreprennent leuasld&on puis leur migration océanique pour
se reproduire et vraisemblablement mourir (Schniiélg5). Il est important de noter que les
males partent en mer plus tdt que les femellesweteataille inférieure. L’anguille constitue
donc un excellent modeéle pour comprendre commevilkur sélectivepeut contraindre les
comportements, puisqu’elle effectue deux longuegations dans deux buts ultimes : croitre

et se reproduire.

Dans les chapitres suivants, il sera souvent fait®autres espéces d’anguilles (Fig. 3), telle
que l'anguille américaine Ahguilla rostratg, qui partage le méme site de ponte que
I'Européenne (McCleavet al. 1987), I'anguille japonaiseAfguilla japonica et la grande
anguille Marbrée Anguilla marmorata qui partagent également un site de ponte commun
proche de la fosse des Mariannes dans le pacififisekamoto, 2006 ; Tsukamotd al.
2011) et deux espéces d’anguilles endémiques didedanguilla dieffenbachiet Anguilla
australig. Toutes ces espéces partagent de nombreux poimisiuns, que ce soit sur le plan

physiologique et/ou écologique.

L valeur sélective, en anglais fitness, décrit laac#p d’un individu d’un certain génotype a se ogjuire.
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1.1.3. Diadromie chez I'anguille

La diadromie est apparue chez des groupes de peisghylogénétiguement distants
(McDowall, 1997). Ces poissons diadromes ont ungomance écologique non négligeable
dans la mesure ou ils sont a l'origine de flux gggques entre I'eau douce et I'eau de mer
(Helfman, 2007) et de ce point de vue, pourrai¢rg éonsidérés comme des especes clefs
(« keystone species » Willson et Halupka, 1995unDpoint de vue théorique la sélection
naturelle devrait contraindre les animaux verdi@s< ou leur valeur sélective est maximisée
(Barash, 1982). Chez les poissons migrateurs aralish cette stratégie d'utilisation de
I'habitat devrait étre conditionnée par le gain @@ par cette migration (Werner et Gilliam,
1984 ; Jonsson et Jonsson, 1993). Néanmoinstd méntré que dans les zones tempérées la
production en mer outrepassait largement la prasluein eau douce (Grossal. 1988). Ceci
rend la stratégie de migration anadrome de I'afg&lropéenne paradoxale, d’autant qu’il a
été montré que la croissance en eau salée/sauénditr@eettement supérieure a la croissance
en eau douce (Naismith et Knights, 1993 ; Aetal. 2003 ; Daverat et Tomas, 2006 ; Melia
et al. 2006). Ces différences de croissance associ€bsahitat ne sont pas obligatoirement
liées a la production du milieu et pourraient dieecent étre dues a I'appétence (Edeéinal.
2005a) et/ou la production d’hormones de croissdnes aux propriétés intrinseques de I'eau
de mer (Beckmanet al. 1998 ; Kalujnaiaet al. 2007a, b). Néanmoins, les stress
physiologiques associés a une vie en eau doucersenaoins conséquents que ceux associés
a la vie en mer (Spittka, 1985) et pourraient ep@r 'émergence de cette stratégie.

L’hypothése d'une mortalité supérieure en mer aledgant était proposée pour
expliquer ce comportement migratoire, mais aucéméht n’a permis de mettre en évidence
une mortalité différentielle en fonction du miliéDairnset al. 2009).

L’hypothése d’'un ancétre commun tropical a donc atancée pour expliquer la
migration vers un milieu dulcaquicole (Grostsal. 1988 ; Edelineet al. 2007). En effet, la
production océanique dans les milieux tropicauxaestontraire plus faible que la production
en eau douce (Tzergt al. 2002). Selon Aoyamat al. (2001), I'espéce la plus ancestrale
serait A. borneensisalors que pour Minegishet al. (2005), I'ancétre commun serait.
mossambicdFig. 3). D’aprés ces derniers auteurs, la spétiagntre ceénguillidae aurait
commencé il y a 20 millions d’années. Bien que désaccords soient apparus quant aux
mécanismes qui ont conduit a ces spéciations gitogi d’'un ancétre commun tropical ne

semble faire aucun doute.



0 500 1000 1500 2000

(4.
i

0 500 1000 1500 2000

Sr/Ca ratio X 1000

2.5 < River eel

) 0 SK‘JO 10[00 . ‘ISrOO 20‘00
Distance from the otolith core (ym)

Fig. 4 a) Otolithes représentant les 3 types dthabiilisé. En bleu, un habitat peu salin, jaunerange pour de

plus fortes salinités et b) le rapport strontiumaalcium (Sr :Ca) de ces otolithes. D’aprés Aoy42@09)



Les études récentes liées a I'émergence d’'un nomwdl (microchimie des otolithes) ont
permis de remettre en cause la diadromie comme @t@phase obligatoire chéz anguilla
A. Japonica, A. australis, A. dieffenbachtiA. rostrata (Jessop eal. 2002 ; Daverat edl.
2006 ; Thibault eal. 2007 ; Tzeng al. 2000, 2002, 2003 ; Tsukamoto et Arai, 2001 ; Atai
Chino, 2012). Daverat etl. (2006) ont distingué trois groupes d’individuszlthacune des
trois espéces principales de I'hémisphére nord :

- ceux qui passent toute leur phase de croissaneatedouce,

- ceux qui passent toute leur phase de croissanealesalée,

- les nomades.
Le rapport Strontium sur Calcium (Sr:Ca) des dbelst permettrait de discriminer ces groupes
(Fig. 4a,b). Ces différentes stratégies soulewenuestion d’'une possible augmentation de la
proportion d’individus exclusivement marins et nal@s ces dernieres années, compte tenu
des difficultés rencontrées pour coloniser lesres, de 'assechement des zones humides et

des risques de mortalités associés a cette migratio

1.2. Les différentes phases de vie chez I'anguille

1.2.1. Phase Léptocéphale

C’est a Grassi (1896) que I'on doit I'identificatiales larves leptocéphales comme étant
les premiers stades juvéniles d’anguilles. La ldeptocéphale consommerait moins de 50 %
de I'énergie généralement utilisée par les autrges de Teéléostéens (Lecomte-Finigeal et
2004), ce qui pourrait étre a l'origine de leurgplyrande survie a l'issue de leur migration
(0,18 %) comparativement a beaucoup d'autres ladeeséléostéens (Bonhommeati al.
2009). La durée de la traversée est une questsrcontroversée. En effet, Lecomte-Finiger
(1992) a estimé cette traversée a 7-9 mois et&KettHaines (2006) I'ont estimé a plus de
deux ans. Bonhommeart al. (2009) ont estimé la traversée a 21 mois en sanba&sir la
modélisation des courants a partir de la mer degaSses. Ces auteurs considérent comme
tres peu probable le fait que les individus utilisene nage active lors de cette traversée, car
les larves n'auraient que trés peu de muscles @uonteauet al. 2009). Néanmoins,
Castonguay et McCleave (1987) ont montré que tesdeeffectuaient une migration verticale
circadienne, possiblement pour éviter les prédatetiou se nourrir. L’utilisation récente du

barcoding a permis d’identifier le type de proieésentes dans les tractus digestifs






des leptocéphales (Riemaenal. 2010). D’apres cette étude, les hydrozoaires tapshient

la ressource la plus abondante pour ces larves)(56%pendant, la tres récente étude de
Miller et al. (2012) dont les conclusions sont basées sur ddgsas isotopiques conclue a
une prise de nourriture a partir de neige marireepériode de métamorphose entre le stade

leptocéphale et le stade civelle serait comprisee®2 et 80 jours (Wang et Tzeng 1998).

1.2.2. Phase Civelle

Dans les pays d’Europe occidentale, les civellesveart au niveau des estuaires
principalement entre Octobre et Mars. Ce stade e constitue une étape clef du
développement de l'anguille car les individus fofsice a de grands changements
morphologiques, physiologiques et éthologiques tda transition entre 'eau de mer et
I'eau douce (Elie et Rochard, 1994). Pendant caettteamorphose, les individus perdent un
fort pourcentage d’'eau (80%), qui les contraintbpldement & une vie benthique (Otake,
2003). Les individus raccourcissent et se pigmeénf@ogressivement a mesure qu’ils
colonisent I'estuaire (Vilter, 1945 ; Elie el. 1982). Lors de cette phase, la plupart des
civelles cessent de se nourrir (Charlon et Bla®83L Desaunay et Guerault, 1997), bien
gu’'un certain pourcentage~ (10-15%) puissent s’alimenter, peut étre en lieecaune
sédentarisation estuarienne (Bardonnet et Riefgt90
Pour traverser I'estuaire, les civelles utilisentrensport tidal sélectif (McCleave et Kleckner,
1982 ; Gascuel, 1986 ; Forward et Tankersley, 208d)montant dans la colonne d’eau lors
du flot pour se déplacer vers 'amont et en redesaet pour éventuellement s’enfouir dans le
substrat lors du jusant. Ce type de transport pedmeejoindre la limite de marée dynamique
en limitant les dépenses énergétiques (Hickmanl)1®elon Weihs (1978) cette migration
spécifiqgue permettrait d’économiser plus de 80%nelgie chez les petits poissons. Il a
eégalement été observé que certains poissons mmgraers I'amont pendant le jusant
(Creutzberg, 1961), une stratégie potentiellem&rts podteuse en énergie. Une récente étude
(Bolliet et Labonne 2008) reproduisant les condgial'inversion du courant de marée en
laboratoire a permis d’identifier ces deux typemdividus (rhéotaxie positive et négative).
Les individus qui montrent une préférence pour &@ena contre courant présentent des
caractéristiques physiologiques et biométriquesiquaieres, avec des niveaux d’hormones
thyroidiennes élevés et un facteur de conditiorésapr a celui des autres individus (Edeline
et al. 2004, 2005b, 2006). Outre les facteurs physioleggggui influenceraient les différents

types de comportements migratoires, I'environnersentble également jouer un role






primordial. En effet, 'apparition de longs « cordo» de civelles autrefois observés par les
pécheurs, semblait conditionnée par I'obscurite&(@berg, 1961 ; Jellyman, 1977 ; Gascuel,
1986). En conditions expérimentales, le crépusdulduirait également la migration
(Bardonnetet al. 2003, 2005) de méme que les odeurs portées paales continentales
(Creutzberg, 1959). Une fois la limite de marée aigique franchie, les individus
recommencent a se nourrir de maniere géenéralistguc se traduit par une augmentation
rapide du facteur de condition (Peterson et Maripichaud, 1994).

1.2.3. Phase Anguillette/Anguille Jaune

Bien que cette phase soit déterminante pour lan@dton du bassin versant (Moriarty,
1987 ; Legault, 1996 ; Laffailleet al. 2000) et la valeur sélective des individus (en
conditionnant la croissance), elle est paradoxakri@emoins étudiée. Une fois la limite de
marée dynamique franchie, des anguillettes d’uiike tamoyenne de 13 cm colonisent le
bassin versant (Lafaillet al. 2000) et la température de l'eau serait le factmajeur
influencant cette montaison avec un seuil déclemiclcampris entre 14-16°C (White et
Knights, 1997). La recherche d’'un habitat propifab{es courants associés et une faible
profondeur) contribuerait également a la décisiemigrer (Feunteuat al. 2003). Les cycles
lunaires (avec des pics de migration a la nouvetie) pourraient également avoir le role de
stimulus (Tzeng, 1985 ; Sugebtal. 2001). Cependant, comme évoqué précédemment, cette
migration pourrait étre facultative et certainsivwmllus resteraient en mer ou en estuaire,
participant ainsi au gradient de densité qui dirairun allant vers 'amont (Edelingt al.
2009). A contrario, certains petits individus sendicapables de parcourir de trés longues
distances en un laps de temps tres court (plus5@ekth en amont de I'estuaire Loire,
Legault, 1996). Deux hypotheses ont été emisesg@quliquer la mise en place d’'un gradient
de densité le long du bassin versant (Ibbottal. 2002) :

1) Les anguilles pourraient migrer progressivemenétant « poussées » vers 'amont a
mesure que les différentes cohortes arrivent, ¢eagrait pour conséquence directe
I'absence de vieilles anguilles a l'aval.

2) les individus se disperseraient dans toutes lextiins de sorte qu’a chaque arrivée
de cohorte la proportion d’individus diminueraitatant vers I'amont.

Pour Ibbotsoret al. (2002), c’est cette seconde hypothése qui préaéwgir la premiére et se

décomposerait en deux phases distinctes : 1) pleadispersion rapide des anguillettes vers






I'amont qui serait influencée par des facteurs ree® tels que la densité, et 2) phase ou les
jeunes anguilles jaunes se disperseraient danse®gsns.
Feunteuret al. (2003) proposent quant a eux 2 stratégies majetiesles anguillettes :
- Les individus « pionniers » qui migreraient veraniont indépendamment des
conditions de densité locale et des conditionsrenmementales.
- Les individus « fondateurs » qui migreraient véambnt jusqu’a ce qu’ils trouvent un
habitat favorable et libre (potentiellement avedaibles densités).
Par la suite les anguilles jaunes auraient égalethgpes de comportements :
- Territorial : avec de faibles déplacements autdumel zone (exemple : dans la riviere
du Frémur, plus de 95 % des anguilles marquéescapturées pendant 4 ans étaient
dans un rayon de 100 m autour de leur emplacemigiad i Guillouétet al. 2000).

- Les nomades qui utiliseraient différentes zonedgaeer a I'eau douce)

Les relations intra-spécifiques et les risques melation pourraient également influencer ce
schéma de dispersion. En effet, exception faitthdenme, le plus grand prédateur naturel de
I'anguille pourrait bien étre l'anguille elle-mémée cannibalisme a été constaté a de
nombreuses reprises chez cette espéce (Daganvandre 1983 ; Edelinet al. 2005a). En

conditions d’aquaculture il a été observé que lnitmlisme augmente (de 19% a 42%) a
mesure que la densité d'individus augmente (0.3nkgt 1 kg/nj). Ce résultat serait

probablement lié aux différences de croissance naigées dans des conditions de forte

densité (Dagani et Levanon, 1983).

1.2.4. Phase Anguille argentée

Les processus qui déclenchent l'argenture et lald®on sont encore mal connus, bien
gu’'une convergence d’éléments puisse permettreptitpier ces phénomenes. La dévalaison
s'effectuerait principalement entre aolt et décembans I'hémisphere nord et serait
conditionnée par des variables développementalese,(staille, age/croissance, contenu
énergétique) et environnementales (T°C, photopériadndition hydrologiques) (Oliveira,

1999 ; Haro, 2003). En effet la majorité des indidd dévalent quand les températures
chutent, en période de hautes eaux et préféramtielit de nuit (Haro, 2003). Les processus
physiologiques qui accompagnent la prise d’argentamt multiples. La masse des ovaires

augmente et le rapport gonadosomatique (RGS : pleisigonades rapporté au poids total)






passe d'environ 0.3 chez l'anguille jaune a 1.7 ¢haguille en début d’argenture (Duet

al. 2000).

Les femelles de plus de 65 cm seraient capablguathire entre 6 et 14 millions d’ceufs
(Tremblay, 2009). La peau s’épaissie (Saglical. 1988) et le diameétre oculaire augmente
(Pankhurst, 1982). L’accroissement de la taille ylmsx est proportionnel a I'accroissement
de la gonade (Boétius et Boétius, 1967 ; OliverstaOlivereau, 1985). Les males partent se
reproduire plus tét que les femelles (males : 215ahsvs femelles 3.4-12.3) et a des poids
inférieurs (méales : 78 et 410 gisfemelles 309 et 830 gr) (Beulleasal. 1997 a,b).

L'utilisation récente de traqueurs (pop-up) saeellia permis de suivre des individus se
dirigeant vers la mer des sargasses a ~6000 knosledtes (Aarestrupt al. 2009), sans
toutefois atteindre leur but (arrét des enregistm@s apres 2000 km de migration). Les
données accumulées ont néanmoins permis de meté@dence I'existence d’'une migration
verticale nycthémérale ou les individus passeri280 m de nuit a -1000 de jour. Aarestrup
et al. (2009) suggérent que cette migration verticalene#trait d’éviter les prédateurs et
d’augmenter le temps de nutrition. Ces hypothésestses controversées car les individus ne
se nourriraient pas pendant leur migration etétéamontré que I'énergie accumulée avant le
départ serait suffisante pour effectuer la migraidan Ginneken et Van den Thillart 2000).
Ces migrations verticales journalieres engendrataiee augmentation massive de la taille de
la vessie natatoire sous I'effet de la décompres@iovessie natatoire devrait atteindre 3 m
P. Sebert, communication personnelle). Elle poukn@isemblablement étre la conséquence
de la prédation, puisque ce schéma de migratiothégtérale est tres proche de celui des
cétacés. En effet, les marques pop-up pourraieit eandu les anguilles trés vulnérables a la
prédation en diminuant les capacités de nage dgsli@s (Burgerhouet al.2011).

Néanmoins, la plupart des auteurs s’accordentestait que les anguilles migrent en
profondeur. La seule photo existante d’anguilldéapgise a -2000 m au large des Bahamas
(Robins et al. 1979). La migration & de telles profondeurs petmaietla maturation des
gonades sous l'effet de la pression (Dufour et &apt 1985 ; Sebeet al. 2007). L'étude
récente d'otolithes de larves pré-léptocéphalenglidles japonaise a permis d’établir que la
reproduction interviendrait peu avant la nouvelied (Tsukamoto, 2006). Cependant, les
mécanismes d’orientation vers le lieu de reprodactiemeurent inconnus. La température et
I'olfaction pourraient jouer un réle dans l'orietitan des anguilles (Westin, 1990). Mais la
piste la plus probable est sans doute celle du phaagnétique terrestre (Tesch et Rohlf,
2003).
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La sensibilité au champ magnétique a été montrée i&s civelles, les anguilles jaune et les
anguilles argentées (Nishdt al. 2004 ; Nishi et Kawamura, 2005). L'organe sensorie
permettant cette détection n'a pas été précisélnealisé, mais il se situerait dans la zone de
I'organe olfactif (Nishiet al. 2005). Les avanceées récentes chez les oiseanataghment les

pigeons, pourront peut étre permettre d’élucidenystere (Wu et Dickman, 2012).

1.3. Déclin du stock

Il y a quelques dizaines d’années, I'anguille &taitsidérée comme une espéce nuisible
(Bruslée, 1990). Cependant, ce statut a rapidentearige et elle est a I'heure actuelle placée
sur la liste rouge des especes en danger critigpirection (UICN France, MNHN, SFI et
ONEMA, 2010). De plus, I'anguille européenne estiite sur I'annexe Il de la CITES, ce
qui permet une bonne tracabilité et I'établissemaat quotas d’exportation hors Union
Européenne. Cette chute des abondances est a metparalléle avec I'écroulement des
stocks de nombreux poissons diadromes en Atlantigprd, ces dernieres années, suggeérant
un fort impact anthropique (Fig. 5, Limburg et Wakah, 2009).

Ce déclin touche les 3 grandes populations d’aleguiempérées que sont :

A. anguillg A. japonicaetA. rostrata(Dekker, 2003a,b ; Tatsukawa, 2003) (Fig. 6).

A titre d’exemple la péche de I'anguille américadtans le St Laurent est passée de 400
tonnes en 1990 a moins de 72 tonnes en 2007 (I2E®). Cette diminution des stocks se
traduit directement a I'échelle du bassin verspat,une diminution des densités de civelles
(Fig. 7) mais également au niveau du nombre delalétes (Verbiesel al. 2012). Ces auteurs
ont constaté récemment que seuls 15 % des angpilesablement marquées parvenaient a
rejoindre la mer.

Difféerentes causes ont été invoquées pour explitpieréclin de I'espece. Parmi ces
raisons on peut citer la raréfaction des habitatgorbles, la surpéche, la pollution,
I'introduction de parasites (Haed al. 2000 ; Dekker, 2004) et les changements de conditi
océaniques (Friedlandt al. 2007 ; Bonhommeaet al. 2009). L’introduction accidentelle
dans les années 80 du parasibguillicolla crassugen provenance de I'anguille japonaise), a
probablement aussi contribué au déclin du stockef#t, ce parasite induit de nombreux
dommages (réduction de la concentration en oxygans la vessie natatoire, hémorragies)
(Kennedy, 2007) et pourrait largement compromeldrenigration et la reproduction des

anguilles argentées (Van Ginnelatral. 2005a ; Palstrat al. 2007b).
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- Plan de gestion

En 1983 le Conseil Européen (composé des chefatd'let du président de la Commission
Européenne) a décidé que la gestion des pécheg smitée au niveau de I'Union
Européenne. Cette politique commune des péched Hotgect d'une réforme en 2002.
L'objectif est de mieux concilier le principe d'ungestion équilibrée des ressources
halieutiques avec les impératifs socio-économieesrritoriaux des activités de péclizans

la mesure ou les anguilles sont exploitées palquus pays européens, sa gestion nécessite
des mesures de sauvegarde a grande échelle.

En ce qui concerne I'anguille, 'UE a institué piigs mesures en 2007, dont le but était de
parvenir a augmenter le nombre d’anguilles quigrdrse reproduire en mer. Dans chaque
bassin, le nhombre d’anguilles repartant vers la nmeedevra pas étre inférieur a 40% des

effectifs observés en 1980. Pour y parvenir 'UBgmse a chacun des 19 Etats membres de :

 Limiter la péche et les sources de mortalité dérect

Rendre la migration accessible
» Développer I'aquaculture
* Repeupler avec de jeunes anguilles

Parmi ces mesures, l'article 7 du réglement du €ibds I'Union Européenne n°11000/2007
propose notamment que 35% des captures d’anguiesioins de 12 cm soit réservé au
repeuplement dans des lieux exempts de menacedsd{mollutions, parasites, virus). Ce
chiffre devra passer a 60% en juin 2013.

Ce sont les deux derniers points qui nous intezpellians le cadre de cette thése, points sur

lequel nous reviendrons par la suite.

1.4. Importance commerciale

Les premiers élevages d’anguilles sont apparus léarsnnées 50 au Japon et les années 70
en Europe. Ces élevages consistaient et consistatdre a élever des civelles car la
reproduction de I'espéce n’est pas totalement méér La maitrise de la reproduction est en
effet un enjeu majeur et beaucoup de scientifig@gesont intéressés au sujet. Les recherches
Francaises et Japonaises ont largement contribudlifférentes avancées dans le domaine

(citons notamment, pour la partie Francaise, lgtrx de Fontaine YA, Fontaine M et
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Dufour S) sans doute portées et stimulées parntmdde Européenne et Japonaise (le Japon
est plus gros consommateur mondial avec 130000etopar an). A titre de comparaison
'Europe consomme 10 fois moins d’anguilles et I6hhagne, l'ltalie et les Pays Bas
représentent 80% de cette consommation (Ottolestgidi 2004, FAO).

Les premiers travaux sur le développement des ganatl 'émissions de gameétes chez
I'anguille Européenne ont été conduit par M. FamgaiCet auteur fut en effet le premier a
induire la maturation et I'ovulation de facon adiélle par I'administration de traitements
gonadotropes (Fontaine, 1936 ; Fontaagteal. 1964). A I'heure actuelle, la plus grosse
difficulté réside dans le grossissement des pramigiades et dans le manque de
connaissances sur les nourritures adaptées. En Ri@ilet Chang ont réussi a obtenir des
larves de 31 mm a 209 jours. Mais le premier veaicés concernant la reproduction et la
survie des larves est arrivé en 2005 (Kagetval. 2005). Il faudra encore beaucoup d’années
pour que le transfert de technologies puisse €efée.

La péche d’anguille est présente dans de nombreégess de France (Fig. 8 a) et constitue
une des rares pécheries dont les exportations sHEm@asles importations
(FranceAgriMer2008), en particulier pour la pécHha éivelle (Fig. 8 b).

Ces derniéres années on constate une diminutiassarde des importations. En 2007,
I'Europe fournissait 50 a 60 tonnes de civellesgrgralors qu’elle en fournissait entre 250 et
1000 tonnes les années précédentes (Rapport EIEES/IWGEEL 2008 ; Ottolenglei al.
2004, FAO). Cette diminution de la ressource estfait, accompagnée d’'une augmentation

des prix (Fig. 9).

1.5. Déterminisme du Sexe

1.5.1. Le déterminisme génotypique du sexe

L’évolution de la proportion des sexes dans la pain est une des questions majeures en
biologie de I'évolution. Chez la plupart des esgedes nombreuses observations ont rendu
compte d’'un sex-ratio équilibré (1:1). Par contes mécanismes sous-jacents sont restés
inconnus pendant de nombreuses années. Darwinéioienconcluait sur le sujettke whole
problem is so intricate that it is safer to leave lte solution for the future» (Darwin,
1871). Soixante années ont été nécessaires poungjgremiere hypothése expliquant ce
phénomene soit apportée par Fisher (1930). Il dénait que la sélection naturelle favorisait

les individus qui participaient a la productionrdéles et de femelles de maniéere équilibrée.
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Le processus aboutissant a ses conclusions tigheapes (Hamilton, 1967) :

1) Si dans une population donnée, on suppose quadaance de males est moins commune
gue celle de femelles, alors :

2) chaque male qui nait a plus d’opportunités degmduire qu’une femelle.

3) De fait, les parents qui produisent des male awoir, en moyenne, plus de descendants
que ceux qui produisent des femelles.

4) Les femelles deviennent alors le sexe rare.

5) qui est ensuite favorisé par la sélection ndeur®ar conséquent plus de femelles sont
produites.

6) Le méme raisonnement peut s’appliquer aux fersell

Selon ce processus, l'installation progressive dsem-ratio a I'équilibre est en tout point
similaire a I'équilibre obtenu suivant la « théadie jeux » introduite par John Nash (1951).
L’obtention progressive d’'un sex-ratio a I'équikbest donc une stratégie évolutivement
stable. En effet si cette stratégie est adoptépmmgue tous les membres d’'une population,
alors aucune stratégie mutante ne peut la détrénerenvahissant la population sous
I'influence de la sélection naturelle (Maynard Smit982). Ce cadre théorique convient bien
lorsque le déterminisme du sexe a lieu au momenéa @enception et a donc un caractére
héréditaire transmis selon les lois de Mendel. @epalors de déterminisme génotypique du
sexe (DGS) ou le sexe hétérogamétique peut émndlie (XY/XX) ou la femelle (ZW/ZZ).

A titre d’exemple, le sex-ratio de la populatiomiaine a la naissance est bien en moyenne

de 1:1, (http://www.nationmaster.com/graph/peo_gax at_bir-people-sex-ratio-at-birth)

1.5.2. Le déterminisme environnemental du sexe

Depuis l'introduction du « principe de Fisher »aikté montré que sous certaines conditions
la sélection naturelle pourrait favoriser un dédéare du sex-ratio (Trivers et Willard, 1973).
En effet, a I'échelle locale, il est probable gas tonditions environnementales, influencant
la condition physique, jouent un réle sur la praducde males et de femelles.

Selon Trivers and Willard (1973), la valeur séleetdes méles en bonne condition (produits
par des femelles en bonne condition) devrait étpgiseure a la valeur sélective des femelles

chez les espéeces ou la condition physique des méteanine I'acces aux femellas(les
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gros males ont acces a plus de femelles que lgs peiles). Dans ce cas précis, le sex-ratio a
la naissance devrait étre biaisé vers les males.

A partir de ce raisonnement, Charnov et Bull (190nt bati une théorie permettant
d’expliquer les cas ou un déterminisme du sexeigtament génotypique » serait contre-
sélectionné. Ces auteurs proposent que le détemmeneénvironnemental du sexe apparaisse si
I'un des sexes est avantagé par rapport a I'aGeée stratégie se met en place pour assurer
aux individus les plus forts (indépendamment de kexe) la meilleure valeur sélective
(Conover 1984). Dans ce cadre, la protarfdtast étre sélectionnée dans les groupes de 2
individus car le nombre d’ceufs produits par le geest dépendant de la taille de la femelle
(Charnov 1982). A contrario, si le groupe dépassadiidus, alors la protogynieest la
stratégie la plus stable, car les gros individusspat fertiliser plusieurs femelles.

Pour les especes panmictiques, telles que 'amgui@volution vers un systeme de
détermination du sexe liee a I'environnement, préoat son sens. En effet, les larves
produites se dispersent dans un environnemeneio&at différent de celui des parents au
moment de la reproduction, et un sexe pourrait@tre avantageux que l'autre pour s’adapter
a ce nouvel environnement (Charnov et Bull, 19A7)a vue des différentes évolutions des
especes au cours du temps on comprend aisémetd gakection naturelle ait favorisé une
pléthore de voies conduisant a la mise en placealess (Fig. 10).

Parmi les différentes conditions environnementalesceptibles d’influencer le déterminisme
du sexe, la température est sans conteste la Marabplus étudiée, on parle alors de
déterminisme du sexe température-dépendant (TSDY.ID a été détecté pour la premiéere
fois chez le Iézardgama agam#&Charnier, 1966). Depuis, de nombreux cas de détenme

du sexe température-dépendant ont été découveastsleh tortues, crocodiles et |ézards. |l
convient de souligner que des cas de déterminisgimetgpique du sexe ont été également
identifiés dans ces mémes taxons (revue de Ci&watgland, 1997).

En regle générale, les espéces sensibles aux fa@euironnementaux ne possedent pas de
chromosomes sexuels hétéromorphes, mais il a éé&dénmotamment chez les poissons, que
I'environnement pouvait « supplanter » le sexe gfique. C'est le cas chez la Capucette,

Menidia menidiaune espéce gonochoriduehez qui la température d’incubation des ceufs

2 Protandrie est définie comme le changement dedexeorgane male fonctionnel vers un organe feznell
fonctionnel.

% Protogynie est définie comme le changement de dexeorgane femelle fonctionnel vers un organeemal
fonctionnel.

4 Espece a sexe séparé par opposition aux espéceagieodites chez lesquelles I'ensemble ou unespet
individus pourra produire au cours de sa vie, leg2s de gameétes, ovules et spermatozoides.

14



Facteurs génétiques majeurs

Truite

Cardeau Hirame

Tilapia

Poisson zébre i
Bar Anguille . coxe

Facteurs Environnementaux
(temperature, pH, densité)

Facteurs génétiques mineurs

Fig. 11. Triangle schématique représentant lectdas influencant le sexe des poissons : Factgmétiques
majeurs (porté par les chromosomes sexuels), factgénétigues mineurs et facteurs environnementaux.
Quelques espéces considérées comme majeures (Bagregoexpérimentation ...) sont placées a l'intéridu

triangle. D’aprés Baroilleret al. 2009b. La place de l'anguille est choisie en fmmctdes connaissances

actuelles.



est déterminante pour le futur sex-ratio (ConoweKynard, 1981). En outre, cette espéce
présente la particularité d’avoir un déterminisnobeséxe dont le niveau de dépendance a la
température est variable en fonction des populatien de la latitude (Lagomarsino et
Conover, 1993). Plus récemment, il a été montreg éhdilapiaOreochromis niloticusune
espece hétérogamétique, que la température infiulensexe des poissons (Baroiltdral.
2009). De fait, il apparait que la distinction entdéterminisme environnemental et
déterminisme génotypique du sexe, ne serait paarsinée. En effet, la labilité du sexe des
poissons et leurs différents seuils de sensikalibé facteurs environnementaux a conduit les
chercheurs a placer les espéces au sein d’'un oantiui irait du déterminisme génotypique
pur au déterminisme environnemental pur (Fig. YBldnzuelaet al. 2003 ; Ospina-Alvarez
et Piferrer, 2008). On devrait donc parler sinsibilité aux facteurs externedors de la
différenciation du sexe plutét de « déterminismgiremnemental du sexe » au sens strict,
méme si ce terme est largement plébiscité dardiffésentes publications scientifiques.

Chez les poissons téléostéens un large panel ds tyg déterminisme du sexe a été
deécrit (Fig. 11). Les facteurs environnementauxples importants et les plus étudiés sont la
température et le pH. Le déterminisme du sexe Bofisence de la densité n’a été détecté
gue chez tres peu d’espéces. On peut tout de miégendaclamproie marine (Smith, 1971)
chez qui le sex-ratio des populations peut passe7@b6 a 30% de males, lorsque les
conditions de densité diminuent. Ce facteur, tounme la température peut avoir une
influence indirecte sur d’autres facteurs qui, etour, agissent sur le déterminisme du sexe.
En effet les conditions de densité peuvent infleena croissance des individuga la
compétition mais également les relations sociales.

Chez le poisson Paradidacropodus opercularistous les individus passent par une phase
juvénile femelle. L'inversion du sexe est liee @&laissance, elle-méme étant sous l'influence
de la compétition pour la nourriture. Les individgsi se développent le plus vite vont
devenir males. De plus, la majeure partie des idds/élevés en isolement tendent a devenir
males (89%), tandis que le regroupement condui &xdjes proportions de femelles (66%
dans des conditions de fortes densités) (Fran@B2)1 La température et la lumiere affectent
également le déterminisme du sexe chez ces poigfoascis, 1992). Le cas du poisson
Paradis est représentatif de la plasticité sexdellla gonade chez les poissons et Yamamoto
(1958, 1962) fut le premier a démontrer la plagicie ce déterminisme chez le Medaka en

contrebalancant I'importance du sexe chromosomigpéee a I'administration d’hormones.
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Espece 2n  Chromosomes Sexuels Références

Anguillidae Anguilla anguilla 38 ZW ? Chiarellet al. 1969
Anguilla anguilla 38 Non Solat al. 1980
Anguilla anguilla 38 ZW Passakas, 1981
Anguilla anguilla 38 ZW Park et Grimm, 1981
Anguilla anguilla 38 Non Wiberg, 1983
Nishikawaet al.
Anguilla Japonica 38 Non 1971
Anguilla Japonica 38 ZW Park et Kang, 1979
Anguilla rostrata 38 Non Solat al. 1980
Anguilla rostrata 38 ZW Passakas, 1981
Anguilla rostrata 38 Z\W Park et Grimm, 1981
Congridae  Astroconger myriaster 38 ZW Park et Kang, 1979
Conger Japonicus 38 ZW Takai et Ojima, 1985
Conger conger 38 Non Salvadoret al. 1994
Muraenidae Gymnothorax eurostus 42 XY Takai et Ojima, 1985
Muraena helena 42 Non Cawet al. 1988
Gymnothorax unicolor 42 Non Deianat al. 1990

Tableau 1 : Revue bibliographique des études posanl’existence de chromosomes sexuels chez ageglq

anguilliformes.



1.6. Cas de L'Anguille

Des 1874, Munter a indiqué avoir disséqué 3000 idlegusans toutefois détecter un seul
male, ce qui I'a conduit a penser que I'anguill@itgparthénogénétique (voir Packard, 1879).
Les études scientifiques qui ont suivi, conséquedeenombreuses observations de sex-ratios
déséquilibrés dans la nature et en condition dagtuae, ont contribué au faisceau
d’indications révélant que le déterminisme du seales anguilles est influencé par
I'environnement. Néanmoins, I'étude de nombreuss®ables environnementales a mis au
jour certaines incertitudes et controverses qualibragine exacte du/des facteur(s) clefs

influencant le déterminisme du sexe chez I'anguille

1.6.1. Un Déterminisme Génotypique ?

Les techniques de coloration des chromosomes gpatr@es dans les années 70 ; notons en
particulier la technique dite du G-banding (quiliséi du Giemsa) qui produit des bandes
sombres sur les chromosomes métaphasiques et dandiAg (utilisent de I'oxyde de
Baryum) qui permet de visualiser de facon tres ipeédes centromeéres et les bras
chromosomiques. Chez les anguilliformes et en @dréir chez I'anguille, les techniques de
coloration des chromosomes ont donné des résplbatsle moins ambigus et contradictoires
concernant I'existence de chromosomes sexuels €&all). ChezAnguilla anguilla la
plupart des études sur le déterminisme du sexergusuivi font référence a Wiberg, (1983)
qui ne distingua pas de chromosomes sexuels. Sucrderes d’étude microscopique de la
gonade, le sexe des individus ne peut pas étraucavant que les anguilles n’aient atteint
minimum de 30 cm(Tesh, 2003). Ceci complique les investigations les facteurs externes
susceptibles d’influencer le déterminisme du sedens la mesure ou la fenétre de
différenciation du sexe est tres large (Colomb@mrindi, 1996; Holmgrest al. 1997 ; Melia

et al. 2006).

1.6.2. Un déterminisme Environnemental du sexe?

1.6.2.1. Evolution des sex-ratios dans la nature

Dans un article intitulé « The Breeding Habitshe Eel », Packard (1879) ne constate pas de
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sex-ratio biaisé en milieu naturel. Néanmoins éiesles produites par la suite ont permis de
détecter des différences a I'échelle du bassiranénmmais également a I'échelle continentale.
De facon générale, les males se situent plutbbea estuarienne et les femelles en amont des
bassins (Bertin, 1956; Vladykov, 1966; Helfmetnal. 1987 ; Oliveira and McCleave, 2000 ;
Oliveira et al.2001).

D’Ancona (1958,1960) fut le premier a suggérer gudistribution des sexes dans le bassin
versant était liee aux différentes tactiques maras caractérisant chaque sexe. Selon Sinha
et Jones (1975), I'utilisation différentielle d’htdis est également due au fait que les femelles
ont tendance a quitter les zones de trop fortesisndans lesquelles, seuls les méles seraient
capables de survivre. Il est en effet possible lgaandividus aient un sexe génétiguement
déterminé et choisissent différents environnemgrds la suite. Dans leurs exemples
(D’Ancona, 1958, 1960 ; Sinha et Jones, 1975) ke skes anguilles conditionne la tactique
migratoire des individus. Néanmoins, des transptéons d’individus supportent plutét
I'hypothése d'un déterminisme du sexe sous [liniee majeure de facteurs
environnementaux (Bertin, 1956). De plus, des agpées menées dans des zones semi-
fermées, telle que la lagune de Comacchio en J[tal@ntrent que le sexe des individus est
fortement corrélé a I'effort de péche. Lorsque (ilmitation est intense, une grande majorité
de femelles est détectée et vice-versa (De Le@mtbGL995). Les auteurs proposent que cela
soit lié aux conditions de densité crées de fagt@faxtuelle. Les lacs avec de faibles taux de
recrutement sont également des zones propiceslpquoduction de femelles (Beentjes et
Jellyman, 2003). En France, la riviere du Frémiurlf@bjet d’'un suivi régulier concernant la
dynamique de la population d’anguilles. Si les d¢bowls locales ont, pendant longtemps,
favorisé une grosse production d’anguilles (50 dlegujaunes/100 A) dans cette riviére,
conduisant a un fort pourcentage de males (69%ailleaet al. 2006), les auteurs remarquent
néanmoins un shift progressif du sex-ratio verddeselles ces derniéres années. En Irlande
et en Angleterre, les études en milieu naturel seppt également un fort déséquilibre en
faveur des males lorsque les rivieres présententidesités d’individus tres importantes et/ou
que la capacité d’accueil du milieu atteint saténfRosellet al. 2005, Barket al. 2007).

Pour Vladykov (1966), la latitude influence égalein& sex-ratio, avec une majorité de
males produite dans le Sud comparativement au N@edendant, Oliveiraet al. (2001) ont
remis en cause ces hypothéeses avec des changelaesats-ratio de I'ordre de 98 % pour des

rivieres situées a seulement 1° de latitude démdiffce.
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1.6.2.2. Evolution des sex-ratios dans les conditions expémentales

Salinité

Les fortes proportions de males observées en zahgareenne ont suggéré que la
concentration en sel favorisait la production déesi@Cependant I'effet du spér sen’a pas
permis de mettre en évidence une production diitegkle de méle ou de femelle (Egusa et
Hirose, 1973, cité dans Tesh 2003, p46).

Photopériode

A partir d’anguilles élevées depuis le stade cevedh cycle diurne complet, 20.7% de
femelles ont été obtenues comparativement aux l&%rdelles produites en cycle nocturne
complet (Appelbaum et Kugler, 1990), ce qui n'adpas permis de détecter de différences

liées a la photopériode.

Température

Les premiéres expériences semblaient montrer querdduction de males était plus

importante dans les piscicultures d’eau chaude (©oha, 1960). Plus tard, les études
menées par Holmgren (1996) ont démontré que laoptiop de femelles augmentait (de 7 a
14 %) avec la température (de 17 a 26°C). Cepenesufibrtes mortalités rencontrées dans la
condition 26°C, jettent le doute sur l'effet detmpérature dans la mesure ou les petits

individus morts n’ont pas pu étre sexés (Holmgi&96).

Densité

Egusa (1979) fut I'un des premiers auteurs a cterstpie les fortes densités en conditions
d’aquaculture sont associées a un déséquilibreeguagio qui penche en faveur des males
chez A. japonica et A. anguilla Plus tard Roncarati (1997) a confirmé I'effet de
'augmentation de la densité sur la production éesien conditions expérimentales.

Han et Tzeng (2006) constatent que le sex-ratibiasgté en faveur des femelles (85%) dans
des conditions de trés faibles densités (0.01 ifjd/ldegani et Kushnirov (1992), ont
démontré que le fait d’étre en groupe chez dewithas de 34-41 cm (13 individus) favorise
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la production de males (77%) et a contrario quiaited’étre isolé favorise le développement
de femelles (60 % femelles). Cependant, cette élexréxpérience souleve de nombreuses
interrogations dans la mesure ou la différenciatlarsexe interviendrait bien plus t6t, entre
15 et 27 cm (Colombo et Grandi, 1996 ; Holmgeeml. 1997 ; Oliveira et McCleave, 2000 ;
Melia et al. 2006).

Une étude récente a néanmoins contredit tous $esdtaiés précédents. Elle constate que les
fortes densités produisent une majorité de femdhasertas et Cerda, 2006). Il convient
cependant de noter que de tres fortes mortali®&8%8 sont relevées dans des conditions de
plus forte densité, ce qui empéche de concluréeftet de la densitéensu strictaans le cas
d’une mortalité sélective liée au sexe.

Chu et al. (2006) proposent que les fortes densités conduideanne diminution de la

nourriture yia la compétition), qui se traduit par une surpromunctie méales, plus petits.

Croissance

Exception faite de la photopériode, toutes lesaldeis évoquées précédemment peuvent avoir
un réle non négligeable sur la croissance des iohasy ce qui rend difficile I'évaluation du
réle de chaque facteur. En effet de fortes densit#@sguilles peuvent limiter la quantité de
nourriture et/ou l'accés a la nourriture empéchamisi certains individus d’avoir une
croissance optimale (Jellyman, 1997).

Sur la base de leurs tailles finales, Vladykov @9@ropose que les petites anguilles
deviennent des males et que les plus grosses deviedes femelles. Les nombreuses études
qui ont suivi, ont donné des résultats contradiesosur le sujet. Helfmaet al. (1987) ont
proposé que les males se reproduisent plus totuee aaille inférieure aux femelles, utilisant
une stratégie dite «time-minimizing », qui les doih a croitre rapidement durant les
premieres années. Les femelles qui partent plud tailisent une stratégie dite « size-
maximizing », pour laquelle la taille finale degaiiles est déterminante quant a leur future
valeur sélective (Fig. 12).

Ces prédictions ont été veérifiées par de nombreésedes expérimentales gestad et
Jonsson, 1986 ; Holmgren et Mosegaard, 1996 ; Halnggf al. 1997). Néanmoins, d’autres
études ont montré des résultats radicalement oppaseles femelles ont une croissance
supérieure aux males glfestad et Jonsson, 1986; Poole et Reynolds, 188th¢aratiet al.
1997 ; Oliveiraet al. 1999 ; Huertas et Cerda 2006 ; Daverat et al 20L23jut cependant
noter que toutes ces expériences ont été réakséekes anguilles dont le sexe
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Fig. 13. Courbe de croissance établie a partir rddil pndividuel de croissance des anguilles ertfalensité
(South Branch 250 kg /ha) et en faible densité (Maiiain =135 kg / ha). Trait plein : croissancelleéa partir
du données de capture-recapture et pointilléeo-calcul de I'dge a partir de lecture d’otolithé¥apres

Burnet (1969).



était déja différencié. Les mesures de croissamteét® prises a I'échelle du groupe, ou
tardivement mais individuellement, & l'aide d’urtroécalcul basé sur les incrémentations
annuelles des otolithes (et donc sujet a interpoéda

Burnett (1969) est le seul auteur a avoir suivciaissance d’anguillesA( Dieffenbachii
dans des conditions naturelles a l'aide d’'un magguadividuel. Ces résultats indiquent que
la population avec la plus faible densité (Mainibral35 kg / ha vs South Branch 250 kg
/ha), est celle présentant la meilleure croissaba@pli produit le plus de femelles (20 % vs 2
%) (Fig. 13). L’auteur suggere également que la pxdition induisant une relative
malnutrition, conduit au développement de males.

Il convient de noter qu'il n’existe pas de suivilividuel permettant d’appréhender, par des
mesures directes, la croissance des anguilles tderas premiers mois de vie en eau douce
en rapport avec leur futur sexe. Or, il apparaé ps facteurs environnementaux agissent sur

le sexe des anguilles pendant ces premiers maisdesance (Colombo et Grandi, 1996).

1.7.  Problématique et présentation des travaux de these

Ces travaux de thése s’inscrivent dans le cadte deuvelle directive du Conseil de I'Union
Européenne (n°11000/2007) établissant que 60 Yamigsillettes péchés de moins de 12 cm
doivent étre dédiées au repeuplement en juin 20&3Groupement de recherche sur les
migrateurs amphihalins (GRISAM) propose que cesupfements aient lieu dans des zones
humides, des marais cétiers, des lagunes, desresteades petits fleuves cotiers. Il souligne
aussi quelintroduction massive de jeunes anguilles peut avo des conséguences
majeures sur le sex-ratiodans ces lieux de repeuplement (Briahdl. 2008) dans la mesure
ou la densité est un facteur prépondérant, inflaenle déterminisme du sexe des individus.
La compétition entre anguillettes nouvellement empées et anguilles occupant déja la niche
écologique peut conduire & des changements déntoguss drastiques. En effet, le
repeuplement de jeunes anguillettes dans une zoustie du nord de I'lrflande a conduit a
une migration massive de males adultes vers lesszen aval (Parsoms al. 1977). De plus,

le sex-ratio peut étre bouleverseé suite a cesdattons. Verreaulet al. (2009) ont constaté
un changement rapide du sex-ratio aprés lintradnctie 40000 civelles dans un lac ne
produisant que des femelles (Castongeiagl. 1994, Verreaulet al. 2009).
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Partie | : Comportement et Croissance

Civelles migrantes et non migrantes

M&M 7, Mesure du Métabolisme des Civelles
— Comportements

Suivi croissance, sexe et métabolisme des angaitlebes

Le comportement animal et la Personnalité

Chapitres :

1 Article 1 : Differential effects of behaviour, propensity to migrand
recruitment season on glass eels and elvers’ growirfgmeaince

2 Atrticle 2 :Is there a link between nocturnal and diurnal égtiand
elvers'growth rate ? A long term laboratory study

3 Article 3 : Behavioural reaction norms and Behavioural Syndromesls:
When consistency in activity meets inconsistencgggressiveness

4 Article 4 . Social network density influences rank-order coesisy in
aggressiveness

5 Relations entre métabolisme standard, croissancgpa@aiements et sexe

Partie Il : Croissance et Sexe
Conditions expérimentales : Densités

—____» Histologie
M&M —— Hybridationin situ

Suivi croissance et sexe
Différenciation sexuelle et Allocation sexuelle

Chapitres :

6 Article 5 . New insights regarding gonad development in Eurojses
evidence for a direct ovarian differentiation

7 Article 6 : Unusual cases of adult intersexuality in the Euaopeel
Anguilla anguilla

8 Relations entre densité, croissance et sexe




Fort de ces constats, ma thése s’attachera a rosengrendre les mécanismes qui conduisent
au développement de tel ou tel sexe en se foctl@manles relations interindividuelles, la
densité et la croissance. Outre de nouvelles cesaaces sur cette espece, cette these a

eégalement pour but d’apporter des connaissancesupeuneilleure gestion du stock.
La thése est organisée en 2 grandes parties :

| ) La premiere partie est dédiée a I'étude deatiais interindividuelles et de la croissance
sur le déterminisme du sexe, en s’affranchissantetet densité. Elle sera réalisée sur
plusieurs réplicas d’'un méme et petit nombre diitlis (8). Grace a l'utilisation d'un
marquage coloré, les comportements serons suivigchelle individuelle. Du fait de
I'utilisation différentielle de I'habitat des malégone estuarienne) et femelles (zone amont),
impact d’'un comportement migratoire précoce peitar@ de discriminer 2 groupes

d’individus (forte et faible propension a migreeya également pris en compte.

II') La seconde partie a pour but de tester 'iefloe de différentes densités sur le sex-ratio et
également sur la croissance individuelle des aleguilPour ce faire, les civelles ont été
placées dans des conditions de densité distintzteglus faible étant égale a celle de la
premiére expérience (~ 64 ind)n Cette étude permettra également d'étudier la
différenciation du sexe et un marqueur physiologiquécoce du sexe, I'aromatase, qui

convertit les androgenes en cestrogenes.
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2 Matériel et Méthodes |

Capture des individus et Tri expérimental

Dans le cadre de cette expérience, les civellegtintécoltées au tamis a main en entrée
d’estuaire a Moliets a I'automne et au printemgsgectivement le 18 novembre 2009 et le
18 mars 2010). A la suite de ces captures, ledl@svent été comptées puis séparées en deux
lots d’effectifs équivalents dans les deux sectipasalleles d’'un grand aquarium annulaire
(fluvarium, Fig. 14). Le but est de déterminer par tri comportemental le potentiel
migratoire de chaque individu (M- ou M+). Ce fluxan possede 2 troncons de 10 métres de
long, chacun équipé d’'un piége amont et d’'un pege adaptés a la capture des civelles. Le
fluvarium est alimenté par I'eau de la riviere Nigela température de I'eau est maintenue a
11,5°C + 0,5 et la vitesse du courant est de 1&t@l'entrée des piéges. La photopériode
est 12 h jour/12 h nuit avec 30 minutes de crédasentre 19 h et 19h30 et 30 minutes
d’aube entre 7h et 7h30.

Pour réaliser ce tri comportemental, 650 civelles éé placées dans chaque troncon du
fluvarium. Les individus avec une forte propensiomigrer sont capturés dans les pieges aval
a la tombée de la nuit (durant la premiére he@es individus sont considérés comme ceux
qui, a I'état naturel, profitent de la marée motaapour progresser dans l'estuaire. Les
individus récupérés dans les abris le lendemaiantéteux qui présentent une faible
propension a migrer. Ce tri expérimental a étéceaife 2 fois de suite sur les mémes
individus. Les poissons identifiés une premieres feiforte » et «faible » propension a
migrer, ont été ré-installés, respectivement dassséctions 1 et 2 du fluvarium. A la fin du
second tri (durée totale de I'expérience, 5 jouley, individus ayant migré 2 fois aprées le
crépuscule (M+) et les individus resté 2 fois dessabris (M-) ont été conservés pour la
suite des expériences, les autres ont été relathéiade de ces différents comportements
migratoires avait fait I'objet d’'une these conduit@ns 'TUMR ECOBIOP (Sarah Bureau du
Colombier, 2009). Il avait alors été montré quecieslles avec une forte propension a migrer
présentaient un contenu énergétique supérieurerdaignt moins de poids que les civelles

avec une faible propension a migrer (Bureau du @bleret al. 2007, 2008).
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Fig. 15. Schéma du dispositif de respirométrie gesircivelles. 1 : Bac tampon de 10L, 2 : Chamlgrenicro-

respirometrie. Pendant la phase de circuit ouveatul de la chambre est renouvelée a partir de Ikkabac

tampon maintenue a saturation d’oxygéne.

Fig. 16. Civelles dans chaque tube de microresgtoem



Mesure du métabolisme a I'’échelle individuelle

A la suite de ce tri comportemental en fluvariun2, iBdividus M- et 32 individus M+
d’automne et de printemps ont été aléatoiremenisishafin de déterminer le métabolisme
standard de chaque individu. Le métabolisme stanesir défini comme I'énergie nécessaire
a un individu pour assurer ses fonctions vitalesegos. Il est mesuré a partir de la quantité
d’oxygene consommeé par un individu en un temps éplursqu’il est au repos. Les civelles
présentent les caractéristiques essentielles peuttype d’expérience car elles ne se
nourrissent théoriquement pas a I'état naturel ttieda remontée de I'estuaire et n’étaient
donc pas nourris lors de cette expérience. Cettigcplarité permet de pouvoir calculer le
métabolisme standard des civelles par oppositiométabolisme basal (pour les individus
nourris ou se développant avec leurs réserveslings). Pour chaque individu, le
métabolisme standard (en anglais SMR, exprimé efl d'mmygéne par heure) a été calculé.
D’autres techniques ont été mises en place paaseéypour mesurer le métabolisme, de la
moins précised.g. battements de cceur, Lucesal. 1991, ou mouvements respiratoires,
Millidine et al. 2008) a la plus précise (calorimétrie indirecté permet de mesurer la
consommation d'oxygene, la production non fécalezate et la production de gaz
carbonique, Bradfield 1985). La respirométrie est peu moins informative que la
calorimétrie indirecte, néanmoins, son utilisat®avére moins onéreuse et suffisamment
précise pour détecter des différences inter-indivfleés de métabolisme a partir du stade ceuf
(Régnieret al. 2010). De plus chez les stades juvéniles de passdes difféerences entre les
deux meéthodes (calorimétrie indirecte et respirometse sont avérées minimes (<2%,
Kamler 1970). La consommation d’oxygéne peut emséire convertie en énergie. Par
exemple, chez les poissons (qui ne catabolisenbappativement que des protéines et des
lipides), 13,6 Joules sont dépensés par mg d’oxyygénsommeés (revue de Kamler, 2008).

Le dispositif de respirométrie

Le métabolisme standard des civelles a été mesuraide d'un dispositif de micro-
respirométrie composé de 8 chambres métaboliquesrea borosilicaté (longueur : 80 mm,
diamétre : 13 mm) munies de capteurs a oxygendil{pate 5mm de diametre, type PSt3,
Loligo Systems) reliées a 2 oxymetres 4 canaux 4a@rini PreSens) par des fibres optiques

(diametre 2mm)(Fig. 15 et Fig. 16). Les oxymétmeegistrent les consommations d’'oxygéne

24



Pompe a air
|

!

Circuit
Ouvert

Circuit
Fermé

B

wo Gg

250L
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chambre est renouvelée a partir de I'eau du bapdarmmaintenue a saturation d'oxygéene.

Fig. 18. Anguilles dans les chambres de respiraeétr



a l'intérieur des chambres et ces données songjistnées en temps réel par deux ordinateurs
portables munis du logiciel OXY-4 version 2.11 (Beas - Precision Sensing GmbH).

Les chambres de respirométrie sont disposées spomoir immergé dans un bac tampon
contenant 10L d’eau de source maintenue a températinstante (11°C +/- 0.1°C) a partir
d’'un groupe froid (TECO TR15, Teco). Le suivi detéampérature moyenne est effectué a
I'aide d’'un thermometre enregistreur (VEMCO). L'east maintenue a saturation d’oxygéne
a l'aide d’un diffuseur d’air.

Les chambres de respirométrie sont reliées a dempes péristaltiques (Masterflex® L/S®
economy variable-speed drive, Cole-Parmer) avecirgnit ouvert relié a un programmateur
et un circuit fermé (voir Fig. 15). Le circuit ouvepermet de restaurer la saturation en
oxygene dans chaque chambre, le circuit fermé gedmguantifier la diminution d’oxygéne
dans l'eau, liée a la fois a la respiration deslt#g et a la respiration endogereg(
consommation bactérienne) et/ou a la dérive deByst A partir d’études préalables (menées
par Valérie Bolliet, UMR ECOBIOP), il a été décidé maintenir le circuit fermé pendant 20
minutes afin que la saturation en oxygene ne topalseen dessous de 80% évitant tout stress
hypoxique pour les civelles. Pour atteindre la isditon en oxygéene avant chaque mesure, le
circuit ouvert est maintenu pendant 20 minutes.

Un dispositif semblable a été mis en place pouruneeda consommation d’oxygéene chez les
mémes individus, mais ayant dépassé 30 cm (2 andemii aprés les mesures de
consommation d’oxygene chez les civelles). Excepfaite de la taille des chambres de
respirométrie (35 cm de long et 7 cm de diamekeedystéme de mesure de 'oxygene est en
tout point similaire & celui mis en place pour tegelles. Quatre grandes chambres sont
immergées dans un bac de 250L. La température astanue constante grace a un groupe
froid et une salle climatisée a 11°C. Malgré calee Iégére dérive a été détectée en lien avec
la chaleur produite par les 8 pompes immergés (EhBL/minute) (Fig.17) et le
refroidissement soudain provoqué par le groupedfrba température oscillait entre 11 et
12°C, ce qui n'a pas affecté les mesures de consimmd’oxygene aprés analyse statistique
des pentes.

Suite a des tests préliminaires conduits sur dgsibes péchés en milieu naturel, le temps de
mesure de I'oxygéne en circuit fermé a été fixddanmdnutes. Compte tenu de la vitesse de

renouvellement de I'eau dans les chambres, leitimovert est maintenu durant 10 minutes.
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Principe des mesures de consommation d’oxygene

Les mesures de concentration d’oxygéne font interde principe d’oxo-luminescence. La
sonde a oxygene, collée sur la paroi de la chaadrespirométrie, recoit un influx lumineux
de I'oxymetre par le biais de fibres optiques. bade entre dans un état excité et émet a son
tour une luminescence enregistrée par I'oxymetoesgue des molécules ¢@e trouvent au
contact de la sonde, I'énergie de la sonde enedtté est transférée aux molécules 'O
diminuant la luminescence émise. La quantité deirdastence enregistrée est donc
inversement proportionnelle & la quantité de dieéxy présente dans la chambre. Apres
calibration des oxymétres a l'aide de solutionstdes concentrations en oxygéne sont
connues (solution saturée de sulfite de sodiunBNa 0% d’'Oy; eau saturée en,0100%

d’0O,), on obtient des mesures de concentration de déme/en mg difi

Enregistrements

Chaque jour, 8 civelles (et par la suite 4 angsiillsont introduites dans les chambres de
respirométrie & 16h et I'enregistrement débute igssToutes les minutes, une mesure
d’'oxygéne est effectuée. Aprés une période d’'aathtion de 16h, les 6 derniers cycles
d’enregistrement en circuit fermé sont utilisés rpées mesures. Ces 6 derniers cycles
correspondent au moment de la journée ou les thaévconsomment le moins d’oxygene
(Degani et Lee-Gallagher, 1985 ; Degahil. 1989 ; Valérie Bolliet, données non publiées)
et sont donc considérés comme étant au repos. Ra&asnb derniers cycles, les 3 pentes
indiquant la consommation la plus faible sont ciesispour le calcul du métabolisme
standard. Les individus sont ensuite retirés desntines et, 3 nouveaux cycles de mesures a

vide sont pris en compte pour corriger la mesureahsommation d’oxygene (voir Fig. 19).

Calcul du métabolisme relatif

A laide du logiciel R version 2.14., un modéle tigpe GLM [Consommation d'©~
Temps(h) x session (test-contréle a vide)] perneetaculer la consommation individuelle
d’oxygene par rapport a la session de contrbled&.vie métabolisme est supérieur a 0
lorsque les pentes de la phase test sont sigiviéraent difféerentes de celles obtenues en
phase a vide.
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Fig. 20. Photos a) d’'une civelle dans un abri (méegorange ventre), b) de civelles sur le fond'atpuarium

avec les 4 VIE tags utilisés (bleue, orange, jaumgge). Un chironome est présent dans la bouchande&idu
marqué « bleu ventre ». Les lignes placées sogsdtaum et délimitant 32 carrés de surface égaht gossi
visibles. ¢) Anguillettes entrelacées qui ont ragpé 2 abris, a l'origine espacés de 5 cm. Phofcst &)

Stéphane Glise et c) Sophie Laurent.




L’erreur standard, calculée durant la phase der@lend vide, indique I'erreur de mesure liée
au dispositif a laquelle s'ajoute I'erreur liée @& donsommation bactérienne. En raison du
grand volume d’eau utilisé pour les adultes (1,92 ducune dérive du systeme n’a éte
détectée, contrairement aux mesures prises surciledles (dans 10 ml d'eau). Le
métabolisme standard relatif au poids (rSMR) delividus est calculé comme étant les
résidus de la relation entre le log de la consoriamat'oxygene et le log du poids (Metcalfe
et al. 1995).

Installations expérimentales

Aprés chaque mesure du métabolisme (étalées saur® pour les 73 civelles en test), les
civelles sont endormies avec une dose de benzo@Benl/L de solution mere a 10g/100m|
éthanol 70%), pesées, mesurées et marquees inglieichent a I'aide d'implants élastomere
fluorescents (VIE tag). Ces VIE tags sont de quedrdeurs (jaune, orange, rouge et bleu) et
présentent la particularité d’étre visibles sous (Pbdur les observations de nuit). Les
élastomeres sont injectés a l'aide de seringuasudime en sous-cutanée sur la partie dorsale
ou ventrale des individus (Fig. 20). Un total d& 12 x 64) civelles sont obtenues apreés les
mesures d’automne et de printemps.

Des groupes de 8 individus sont aléatoirement ferfdécouleurs et 2 emplacements) et
placés dans 16 aquariums identiques (8 aquariumtaitane et 8 de printemps contenant
chacun 8 individus). Les civelles M+ et M- ne sqas mélangées entre elles. Chaque
condition d’expérimentation existe donc en quadtigR saisons : printemps/automne x 2

comportements : M+/M-).

Le 7 décembre 2009 pour les civelles d’automne 86/04/10 pour les civelles de printemps,
juste avant le démarrage des expériences portar swoissance et les comportements des
civelles, toutes les civelles sont a nouveau agsgihs, pesées, mesurées et photographiées
(pour diverses mesures morphologiques). Le stadéédeloppement de chaque civelle est
également déterminé (Elet al. 1982).

Chaque aquarium (25 cm de large, 50 cm de longgéulesune sortie placée a une hauteur de
15 cm. Huit élodées en plastique sont disposédagda réguliere & 5 cm les unes des autres
et a 5 cm de la vitre frontale. Une grille compogée32 carreaux de dimension égale est

placée sous chaque aquarium afin de localiserg@éant les civelles.
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Les aquariums sont alimentés par I'eau de la mvé&kette eau est filtrée une premiere fois,
afin d’enlever les plus grosses particules, etsgende fois par le biais d’un filtre associé a
chaque aquarium. Le filtre contient une mousseueathdirbon actif. De plus un filtre UV est
présent sur chaque pompe de filtration. Le dé@hulée dans chaque aquarium se fait par
'angle arriére droit et permet le renouvellement wlume d'eau en 40 minutes. La
photopériode est la méme que lors du tri expériaierit2 h jour/12 h nuit avec 30 minutes
de crépuscule entre 19 h et 19h30 et 30 minutashd’&ntre 7h et 7h30. La luminosité de
jour est trés faible et ne dépasse pas 27 p¥\(ferh lux), elle est en revanche nulle de nuit.
Les civelles sont nourriead libitum vers 16h avec des chironomes vivants. La quadété
chironomes mangés le jour «j» est déduite arpdainombre de chironomes restants le
lendemain matin. Ainsi, pour chaque aquarium, Ielm@ de chironomes mangés par jour est

connu.

Observation des comportements

L’observation des civelles est réalisée lors dsieas (aussi appelés trial par la suite) de 11
jours consécutifs. Neuf de ces 11 jours sont dédiédes observations directes par
enregistrement vocal des différents comportemdrgs. 2 jours restant sont consacrés a
I'analyse des comportements a I'échelle circadiempartir d’enregistrements vidéo. Un jour
avant chaque session d’observation, la quantittholenome est réduite de moitié par rapport
au nombre de chironomes d’'une ration « normale rsespondant a la consommatiad
libitum des 2 jours précédents. Ceci, afin de s’assurerdgaéanteractions agressives auront
lieu. En effet, ces événements sont trés raresdegpériodes d’alimentation (Bardoneet
al. 2005c, 2008).

Les observations directes peuvent étre séparé2parties distinctes pour chaque journée :

- L’'observation réalisée en fin de matinée (5 nmesupar aquarium) permet d’établir pour
chaque individu le type de placement le plus fréqusur la durée. Quatre types de

positionnement dans I'aquarium sont identifiés :

% Repos abris
+ Repos fond
% Nage colonne

» Nage Fond
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civelles capturées a I’Automne (A) et au Printerfs



Il est possible, lors de ces observations, de dtmenla placement exact de chaque individu a
partir du quadrillage mis en place sous chaqueragquaDe plus, I'identité des individus en
contact les uns avec les autres (sur le sol oatsis voir photo Fig 20), est également notée.
L’observation réalisée I'apres midi, et qui durer@hutes par aquarium, consiste a identifier
les interactions agressives. Pour cela, un chirengivant est posé a la surface de I'eau
(plutét sur les cases centrales mais il peut tordbdiagon aléatoire autour de cette position).
Une fois tombé sur le sol, sa position est reledéeméme que l'identité de lindividu qui
vient le sentir ou le prendre. Lorsqu’une civelteage un chironome, ce dernier dépasse de
sa bouche pendant un long moment. C’est pendatet gkase que les individus émettent le
plus d’actes agressifs. Trois différents types ta@gressifs ont pu étre identifiés lors de
précédentes analyses (Bardorgteal. 2005c, 2008). Ces différents types de comportesnent

sont également observeés ici :

¢ Pousse : le fait de pousser l'individu qui a leeehome dans la bouche

% Morsure : le fait de mordre ou d’essayer de mokdrdividu qui a le chironome dans
la bouche

% Chapardage : le fait d’essayer et/ou de réussireadpe le chironome gu’une autre
civelle a dans la bouche (ce comportement peut ghlusieurs secondes)

Des lors qu'un chironome est consommé, un autre agstité dans l'aquarium et
I'enregistrement de ces différents comportemerdsmenence jusqu’a ce que les 20 minutes
soient écoulées. Ainsi, le nombre de chironomesgésupar chaque civelle peut étre connu,
de méme que le nombre d’attaques émises et reauehaque individu. A la fin de chaque
journée d’observation, le nombre de chironome @jalgns chaque aquarium est ajusté en
fonction de ce qui a été consommé pendant I'observat de la ration a atteindre.

En tout, 4 sessions d’observation ont été réaliséekl°C pour les civelles d’automne
(Décembre 2009, Janvier, Février et Juin 2010) ss3ions (Avril, Mai, Juin 2010) pour les
civelles de printemps (voir le chronogramme Fig. 21

Deés Juillet 2010, tous les aquariums sont progresgnt passeés de 11°C a 20°C afin
d’accélérer le processus de croissance. Une aegseos d’observation comportementale est
alors réalisée faisant suite a ce changement. itedéalimiter la quantité de nourriture a
conduit les poissons a devenir tres agressifergpérience a été arrétée au bout de 5 jours (au

lieu de 11) afin qu’ils ne se blessent pas morediet.
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Enregistrement vidéo des comportements

Au milieu de chaque session d’observation dirdesecomportements des civelles/anguilettes
sont enregistrés 10 min/h pendant 24 heures, @del'dé caméras vidd€R Sony HD XCD-
SX910/CR) Les individus sont visibles sous UV et la lumitdsstde 12 lux pendant la
journée et de 8 lux pendant la nuit. Un sous-édi@miage de 2 minutes de jour (a 8:00-
10:00, 12:00 et 14:00) et 2 minutes de nuit (a @023:00, 2:00 et 5:00) a été effectué. Seule
I'activité a pu étre prise en compte, car il n'éfzs possible de détecter précisément la prise
de proie ainsi que les attaques émises et recueegpandividus. L'analyse des différents
comportements a été réalisée a partir du logicidrel JWatcher (v.1.0,
www.jwatcher.ucla.edu). Les différents comporteraestnt les mémes que ceux évoques
précédemment, mais leur durée est précisément ifiéarftes périodes de repos ne sont
prises en compte que si elles dépassent 5 secondes)

% Repos abris
* Repos fond
% Nage colonne

» Nage Fond

L’amélioration apportée par ce type d’analyse gidncipalement dans le fait que le temps
exact, passé par chaque individu dans les différétaits, peut étre connu. De plus, il offre la

possibilité de savoir si les comportements de st similaires aux comportements de jour.

Suivi a long terme

A la suite de ces expériences, les anguillettesguasprogressivement d’'une nourriture
vivante a une nourriture inerte (ceufs de merlu etégg recommandé par Rodrigueizal.
2005), puis a une nourriture pressée (granulésjapéent mise au point pour les anguilles
(DAN-EX AAL, Biomar). Pendant I'élevage, les indiltis sont nourris a hauteur de 2.3% de
leur poids frais, avec des granulés de taille seoige (1.2 mm, puis 1.5 mm, et enfin 2 mm).
La composition de la nourriture varie entre :

48-50% de protéines, 26-28% de lipides, 11-13%atbahydrates, 0.3-0.6% de fibres, 6.6-
7.1% de cendres et 1.2-1.3% de phosphore. L'énbrgie de la nourriture était de 23.7-24.1
MJ/kg. Tous les 3 mois, des mesures de croissamteffectuées sur les civelles/anguilles.
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Le comportement animal et la Personnalité

L’étude du comportement animal a considérablementué ces derniéres décennies. En
effet, la plupart des études réalisées au débixtxdi™ siécle se focalisaient sur la moyenne
observée au sein d'une population. Les variatiam®us de cette moyenne étaient alors
considérées comme des artéfacts. Cette tendanéeatggfut décriée notamment par Bennett
(1987) : la Tyrannie de la moyenne d’or. Des ldesnombreuses études se sont concentrées
sur les variations comportementales observées iauddgne population ou d'un groupe
d’individus dans le but de s’adapter aux variatiensironnementales. Mais la vision selon
lagquelle certains traits de caractére (propresagud individu) seraient peut-étre fixés dans le
temps, a depuis fait son chemin. Cette évolutids@sout liée a la quantité d’études récentes
reportant une tres faible plasticité comportementhlez certains individus (revue de Schuett
et al.2010) reflétant une possible « Personnalité ».

La notion de « Personnalité » n’a été mise en tagaa trés récemment chez des
vertébrés inférieurs tels que les poissons. Onptéiéra longtemps les termes traits de
caractére, tempérament ou syndrome comportememial p ne pas faire
d’anthropomorphisme. La personnalité fut en effefogiée a '’homme ou autres primates
durant de nombreuses années pour décrire des deitaractéres complexes. De plus la
personnalisé n'est, a I'heure actuelle, pas dédetéa méme maniere chez 'homme et chez
les autres animaux puisqu’elle est généralemenvrdgosée selon 5 axes pour I’homme :
ouverture, conscience, extraversion, amabilitéésrasisme (FFM, John et Srivastava 1999,
McCrae et Costa, 1999). Néanmoins, un des pringifi@ins a I'expansion de ce domaine
porte sur I'observation des comportements et ilaitron de certains traits de caractéres qui
peuvent s’avérer tres subjectifs en fonction dédarvateur : « ratings take form from the
judges » Secord et Backman (1974). D’ou la nétges® mettre en place des protocoles
clairs et concis de fagon a ce qu'ils puissentséteproductibles.

Concernant les vertébrés inférieurs, 3 termes aotuellement employés de facons
analogues, bien qu’ils réferent a des situationsiqudieres : Syndrome comportemental,
«coping style» et personnalité. Tous trois sordcrits comme des différences
comportementales entre individus consistantes atemps et/ou dans différents contextes
(Bergmuller et Taborsky, 2010).
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Le syndrome comportementalconsiste a placer les individus d’'une espece aonal’
population au sein d’'un continuum comportemefgad timide vs téméraire, productews
chapardeur, agressig non agressif ...). A la différence des deux auteesiés (coping style
et personnalité), il décrit des difféerences comgroentales entre individus consistantes dans
le temps _oudans différents contextes (Stamps et Groothuig,0R0 bien que selon
Dingemanseet al. (2009) le temps puisse également étre traité coooneexte, permettant
d’évaluer le comportement d’'un individu au cours sten ontogénese. Certains de ces
comportements pouvent étre auto-corrélés chezni@iwidus et ne seraient que tres peu

plastiques en fonction des situations.

Coping slyle fait référence aux traits de caractére qui peenettle s’adapter a une
nouvelle situation. Ainsi les animaux sont placassd2 catégories différentes : proactif et
réactif dans le sens ou leur réponse (comporteneeatou physiologique) au stress differe
en fonction de leur appartenance a tel ou tel grolyes individus proactifs sont a la fois
agressifs et téméraires. Au contraire les individéactifs sont moins spontanés et plus
précautionneux dans leurs comportements, s’adaptprmigressivement a leurs
environnements. Les individus different égalemenpdint de vue physiologique. Le systeme
sympathique-surrénale est préférentiellement acinez les individus proactifs. A contrario,
le systeme hypophyso-corticosurrénalien est préfi@eement activé chez les individus
réactifs (Von Holst, 1985 ; Bohust al. 1987). De facon générale, les individus proactifs
auront une meilleure fitness lorsque la compétigsnintense et que le milieu est stable, alors
que les individus réactifs auront une meilleureefds lorsque la compétition est faible et que

le milieu varie.

La personnalité regroupe I'ensemble des traits de caractére adtbles a un individu
(Dingemanseet al. 2009). Cette « personnalité » doit par conséquester stable ou évoluer
de facon linéaire au cours du temps et en fonctles situations. Par définition, la
personnalité n'étant pas plastique, elle peut pterené’expliquer des comportements non-

optimumes.
L’origine de ces « personnalités » peut étre liédea déplacements graduels, autour d’un

comportement médian et commun a une population, adk interactions avec des

conspécifiques pour le partage d’'une niche écolagpr exemple (Bergmdller et Taborsky,
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2010). Différents réles sociaux sont alors adomtas les individus. Néanmoins, certains
comportements semblent montrer une faible plaéti@gt ne seraient pas liés a de
I'apprentissage notamment chez les especes sotédles que les fourmis, car inscrits dans
le patrimoine génétique de certains individus.

Une des premieres expériences mise au point ssujét fut menée par le Dr Dmitry K.
Belyaev (Généticien Russe) a partir de 1959. Ifegmit de tester si certains caracteres
propres a la domestication des renards pouvaiend @ansmissibles. A partir d’'une
population initiale de 30 males et 100 femellesi’ekpériences sur le comportement des
jeunes obtenus a partir de croisements, le Dr Belganstata qu'aprés 10 générations, 18%
des jeunes renards avaient des traits de carad@rdividus domesticables.¢. peu agressifs
envers I'homme). Aprés 20 geénérations, 35 % desegwbtenus avaient ces traits de
caractéres. Aprés le déces du Dr Belyaev, les exmés se sont poursuivies, et en 2000
(apres 30 a 35 générations), 80% des jeunes pdssEdies traits comportementaux
d’individus domesticables (voir Trut, 1999). De dagtres intéressante les changements
comportementaux se sont accompagnés de changemenpfologiques, notamment une
progressive perte de la pigmentation et une dinonwdu taux de corticostéroides produits. I
s'agit sUrement de la plus longue expérience mesée [I'héritabilité de traits
comportementaux (si 'on omet la sélection qui eoatpagné pendant plusieurs millénaires la
domestication de nos animaux d’élevage). Cette rexpee se poursuit encore a I'heure
actuelle.

Plus réecemment, la transmission héréditaire daiosrtraits comportementaux a été mise en
évidence chez les mésanges sélectionnées sur datjgng en fonction du comportement des
premiers géniteurs. Cette sélection a permis dfobtgeux catégories d’oiseaux : rapides,
téméraires et proactifgersuslents, timides et réactifs (Dremt al. 2003). De fait, il
conviendrait de bien différencier « personnalit@equise par I'expérience lors d'une
génération et «traits de caractéres » mis en pdaceours de I'évolution (composante
héréditaire).

Une des premiéres expériences menée sur le syndcomportemental (méme s’il n’en
portait alors pas le nom) chez les poissons fuémispoint par Felicity Huntingford (1976a).
L’auteur mit en évidence des différences comportaades inter-individuelles d’agression et
de témérité cohérentes dans le temps chez I'épin@Gasterosteus aculeatu®e plus,
lorsqu’un intrus était placé dans l'aquarium (dane cage en verre a 5 ou 30 cm du nid)
pendant le cycle de reproduction de I'épinoche ni@le construit un nid), la réponse de ce

dernier variait dans le temps en fonction de I'espatrus concernée et de sa position dans
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'aquarium (Fig. 22). L'auteur constate que lestaéimes d’agressions sont plus importantes
envers les poissons qu’envers le triton, et que pdupoisson est proche du nid, plus les
tentatives d’agressions sont importantes. De fagtaressante on constate que la réponse
varie de la méme facon dans le temps pour toustiesili mais que l'intensité de cette
réponse varie en fonction de l'opposant (Fig. 2% fait il existe une plasticité des
comportements au cours de I'ontogénie et en fondies contextes. Cette plasticité semble
étre la méme pour tous les individus. Néanmoingdiar souligne qu’il existe des différences
inter-individuelles de comportement (intensité)ngigatives (non représentées sur la figure).
Ainsi, personnalité et plasticité du comportememklent étroitement liées.

Bien que Felicity Huntingford ait mis en avant laggicité des comportements et la
personnalité des individus, l'intérét porté au lerire ces deux composants est, en revanche,
plus récent. En effet, les études empiriques syrelgdonnalité ont commencé a utiliser la
notion de norme de réaction pour prendre en cotappasticité des comportements, ces 5
derniéres années. ltmrme de réaction comportementaldNRC), décrite par Dingemanse
et al. (2010), correspond a I'ensemble des phénotypes axderpentaux produits par un
individu en réponse a un ensemble d’environnemehts.d’autres mots, la NRC donne une
indication sur la fagon dont un individu se compoen général et sur la fagcon dont son
comportement change en fonction du contexte ouotedgveloppement : par exemple le
comportement de dispersion et en fonction de Fsit® du vent, ou encore l'apport de
nourriture aux oisillons en fonction de lintensitke leurs réclamations. Pour étudier la
variation d’un comportement au cours de l'ontogéndss individus, Stamps et Groothuis
(2010a) ont introduit la notion deorme de réaction développementaleCette approche
rend a la fois compte de la variance comportemeritéér-individuelle (personnalité), intra-
individuelle (plasticité) et de leurs interaction&fin de tester ces hypotheses, on utilise
principalement des modéles linéaires mixtes (Direygseet al. 2009 ; Schuetet al. 2010 ;
Biro et al. 2010). En termes statistique, l'intercepte représséa valeur réponse dans un
environnement moyen et la pente est une mesure g#akticité comportementale d’un
individu (Dingemanset al. 2010). Des lignes paralleles horizontales et/ousiakilité dans
le rang des individus au cours du temps/contexte Isareflet de différences de personnalité.
Dans le cas ou les pentes différent entre individek reflete une plasticité comportementale
qui varie en fonction des individus. La NRC peutéttilisée dans des cas complexes. Par
exemple : les souris trés agressives n'ajustenteuas niveaux d’agressivité en fonction du

contexte alors que celles moins agressives le(fetiarajaret al. 2009).
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Stamps et Groothuis (2010b) proposent 5 termestertgs a la psychologie qui permettraient

de mesurer des changements comportementaux au dwdesnps et d’évaluer les relations

entre ces comportements :

Mean level consistancy Sert a estimer le changement de la valeur moyefune
comportement exprimé par un groupe d’individus damsertain contexte par rapport

au méme comportement dans le méme contexte maisreonent différent.

Differential consistency: Décrit comment les individus maintiennent leucerss
comportementaux dans un certain contexte au cauterdps par rapport aux scores

de tous les autres individus pour la méme étude.

Structural consistency: Décrit les changements temporels dans les rakatenmtre

patrons comportementaux exprimeés par les indivitduns plusieurs contextes.

Rank-order consistency. Un cas spécifique de differential consistencg. nank-
order consistency indique dans quelle mesure |lg d@s individus pour un certain
comportement est conservé (cohérence) lorsque nepadement de ces mémes

individus est mesuré dans le méme contexte maistamps différent.

Ces gquatre termes servent a décrire les changemlefitsux au sein d’'une population, le

quatrieme terme décrit le comportement individuel :

Individual stability : Décrit comment le score d’un individu évolue aurs du temps
pour un trait comportemental dans un certain cdatdk peut étre utilisé au sein de

sous-groupes (ex : maksfemelle).

Les différences comportementales entre individusivg@et engendrer de multiples

conséquences en termes de sélection sexuelley e@llegtive, parasitisme :

Les mouflons d’Amérique témeéraires ont une meibbesurvie dans la nature que les
mouflons timides (Reale et Festa-Bianchet, 2003).

Chez les especes invasives, les individus de ty@sogial » vont permettre
d’augmenter la vitesse de colonisation de nouvesites (Fogartyet al. 2011) et
conduire potentiellement a une spéciation périgagri

Chez le lézard, les individus asociaux ont unelmei fitness a faible densité et vice-
versa pour les individus sociables (Cetel.2008).
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- Chez le saumon atlantiq@&almo salayles risques d’agressions sont plus élevés pour
les individus qui ont une croissance rapide que ¢bg autres (Nicieza et Metcalfe,
1999).

- Chez la perche solellepomis gibbosuges individus témeéraires portent différents
parasites comparativement aux poissons plus tim@esjui est probablement lié aux
différents lieux qu’ils fréquentent (Coleman et ¥dih, 1998).

- Les guppies males téméraires sont plus attraatifs fes femelles que les individus
plus timides (Godin, 1996).

Il peut également exister des différences inteesadans la stabilité comportementale. En
effet, en fonction des traits d’histoire de vieath@que espéce, certains comportements seront
sélectionnés pour rester stables ou non, en fandiipbsexe des individus. Les résultats issus
d’'une méta-analyse (Schuett al. 2010) indiguent que pour les soins parentaux, lékesn
sont plus stables que les femelles. De fagon gknétans les espéces ou les méales se battent
pour I'acces aux femelles, si ce comportementtesies dans le temps, les autres méales vont
pouvoir ajuster leurs réponses envers ces malénetion des informations qu’ils possedent
(vainqueur de combats antérieurs ou non). En tedaeslection sexuelle, le fait d’étre stable
pour un comportement peut s’avérer colteeg.(demande d’énergie supérieure pour les
males qui se battent en permanence) et de ceraitiié bon indicateur de la qualité des méles
(seuls ceux qui peuvent maintenir une stabilité sdBrurs comportements en dépit des
variations environnementales présentent de boruedgéas physiques).

Dans le cadre de cette thése, I'analyse des coempernts a I'échelle individuelle est utilisée

a différentes fins :

- Dans la premiere partie (Chapitre 1), le poterdeelcroissance, qui est une mesure
proximale de la valeur sélective, est directementéte aux différents comportements
observés chez les civelles. Ainsi, il est possitikstimer I'impact (et le potentiel
colt) d’étre agressif et/ou grégaire et/ou actdn® cette premiere partie, la croissance
des individus est suivie sur 3 moais. Il convientrdppeler que la plupart des études
rapportent des différences de croissance entres gkegeemales grossissent plus vite ou
les femelles grossissent plus vite, voir Introdua)i

36






- Dans la seconde partie (Chapitre 2), 'analyseaiivité est réalisée sur une période
plus longue (pendant les 7 premiers mois) et I'ol®n des comportements se fait &
I'échelle circadienne. Chez I'anguille, qui préseane forte phototaxie négative, il est
possible que les comportements observés de joveflitent pas les comportements

de nuit.

- Dans la troisieme partie (Chapitre 3), la stabiliés différents comportements dans le
temps est étudiée, le but étant de savoir s'il psssible d'extrapoler les
comportements des individus au temps t+1 a paetiedrs comportements au temps t.
Cette étude est rendue possible grace a la motigtisde la norme de réaction

comportementale de chaque individu.

- Dans la quatrieme partie (Chapitre 4), le degréadsliarité des individus est mis en
relation avec le fait d’étre agressif envers segéaoeres. De plus, I'étude se focalise
sur I'émergence progressive d'une possible stabdii comportement agressif en

fonction de la structure du groupe.

- Dans la cinquieme partie (Chapitre 5), les difféemn comportementales entre
individus sont reliées a des variables physiologijuelles que le métabolisme relatif,
dans le cadre du coping style. En effet, les imlligi classés comme proactifs sont
ceux qui agissent de facon brusque et sont suppesésun metabolisme relatif plus

élevé que les autres.

Le but de cette premiere partie de these est dJesse comprendre l'influence de certains
comportements, stables ou cohérents dans le tedmapisiiant une certaine personnalité), sur

la croissance et/ou le futur sexe des individus.

En effet, chez le cichlidé Mida€ichlasoma citrinellury) le sexe est déterminé en fonction
de I'environnement social et de la taille des pmiss(Francis et Barlow, 1993). Les gros
individus empéchent les petits individus de crofttgmalement au travers d’interactions
sociales. De plus, les males présentent des nivedagressivité tres variables (et tres
importants) comparativement aux femelles qui sdas gtables dans leurs comportements
(Holderet al.1991).

Chez Macropodus opercularisle déterminisme du sexe est également sousuénfie de
I'environnement social. En effet, chez cette espéc@ensité est inversement corrélée a la

proportion de males et les individus deviennenes@rsqu’ils sont élevés seuls (Francis,
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1984). En outre, la production de lignées séleat@s pour la dominance aboutie a une
grande proportion de méales et celles sélectionpéesla subordination aboutit a une grande
proportion de femelles. L'étude de la norme de trféaccomportementale peut donner un

indice sur le degré de dominance des individuseaps$ t et au temps t +1, mais également
sur I'aspect immuable de certains traits comporteewex permettant de classer les individus
en dominant ou dominé (Fig. 23)

Cette démarche d’analyse de la stabilité des campents dans différents contextes peut
permettre de prédire le sexe des individus en ifomalu caractére téméraire (dominant) ou
craintif (dominé) de chaque poisson. A partir detude de Gerlai et Csanyi (1990), on

s’apercoit que la cohérence du comportement ertifondu contexte est relativement faible

(les auteurs n’ont pas fait de corrélation avesebee).
Chez I'anguille, I'objectif est d’essayer de détaren si certains comportements sont stables

pendant les premiers stades de vie en eau dous#isepeuvent influencer le sexe des

individus (connus 2 ans et demi plus tard) direetehouvia la croissance (Fig. 24).
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Chapitre 1

Synthese Atrticle 1 Influence du comportement de la propension aenigt de

la saison de recrutement sur les performancesoiesance des civelles et des

anguillettes.

Questions: Existe-t-il des différences de potentiels de aice entre les civelles qui

arrivent en début de saison (automne) et cellesagquient en fin de saison (printemps) ?
Existe-t-il des différences comportementales elasecivelles d’automnes et de printemps ?
Certaines variables comportementales (agressigitggarité, activité) sont-elles liées a la

croissance ?

Résultats: Les civelles arrivées au printemps sont plus ayessque celles arrivées a
'automne. Ces derniéres sont, en revanche, plégages et ont montré de meilleures
performances de croissance pendant les 3 prem@ssdigélevage a 11°C que les civelles de
printemps élevées dans les mémes conditions. Cstatovient en partie du fait que les
civelles d’automne ont consommé significativemeusple chironomes que les civelles de
printemps hors des périodes d’observation. A I'éehimdividuelle, les individus les plus
grégaires sont ceux qui ont eu les meilleures padaces de croissance. A linverse,
I'activité de nage a une influence négative surrtassance pendant les premiers mois.

De maniere contre-intuitive, les individus les phegits et avec le facteur de condition le plus

faible ont bénéficié d’'une meilleure croissance.

Conclusion: Les petits individus ont pu bénéficié d’une craisse compensatoire, processus
qui pourrait étre couteux a long terme, car cetraphge" nécessite un investissement
énergétique supplémentaire. Les variables comperitates que sont : la nage, I'agressivité
et la grégarité, ajoutées au nombre de chironomasyés, ont permis d’expliquer jusqu’a
51% de la variance de la croissance. Le fait gaignidividus d’automne soient ceux qui ont la
meilleure croissance en condition d’élevage peumnpére d’affiner le choix des individus a

privilégier pour le repeuplement dans des lieuxgs de menaces directs.

39
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Abstract- Social interactions impact growth rate of anisnial different ways such as direct
or indirect competition for food and/or territorida the present study, behavior of glass eels
and elvers was described throughout 3 trials ch@sdpread out over 3 months. The impact
of recruitment season (spring and autumn runs) glads eels’ propensity to migrate
(assessed thanks to an experimental sorting) ovidlucl growth was studied. Overall, spring
elvers were more aggressive and active than aueiwers while autumn fish were more
gregarious and reached a higher specific growthtretn spring fish. At the individual level,
gregariousness and swimming, respectively, promaoig impair growth rate. In addition,
skinny individuals and individuals with high motti@n to get food achieved better growth
rate suggesting catch up growth processes. Thadiadis may help in clarifying the complex
relations between behavior, growth, river basinoniation and future sex (which is
environmentally determined in eel), and then cbnote to the urgent need of scientific

knowledge to guide the stocking program of thisaavggred species.

Key words: growth; season; gregariousness; aggerssss; behaviour; fish; Anguilla
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Introduction

Recently, the European eAhguilla anguilla has been classified as critically endangered
(Freyhof & Kottelat, 2010). Scientists suggest rplds causes, such as fishing pressure (e.g.
Dekker 2004), habitat loss (e.g. McCleave 200-9bal warming changing ocean conditions
(e.g. Milleret al.2009), pathogens (e.g. Palsttaal. 2007) and pollutants (e.g. Van Ginneken
et al. 2009). In 2007, measures for the recovery of theksof European eel were taken by
the European Union Council. According to their mooendations, fundamental research is
required especially to take into account densitpedelent processes for calculation of
restoration targets (ICES 2007). Density dependestesses have been proposed to influence
eel dispersal and river basin colonization (Ibbotsbal. 2002) as well as mortality (Vgllestad
& Jonsson 1988; Lobon-Cervia & Iglesias 2008). Heerethe mechanisms involved in these
processes are still largely unexplored. Directratirect competition for limiting resources
such as food or shelter, besides social interagtjterritoriality or gregariousness) represents
two important categories of mechanisms to consibleaddition, growing pattern has been
linked to habitat (e.g. Lobon-Cervé al. 1995) and sex (e.g., Krueger & Oliveira 1999) but
has rarely been studied in relation to agress{uty see Knights, 1987).

The European eel is a catadromous fish with a spegific life cycle. In this panmictic
species, all individuals reproduce in the Sarg&sa, then larvae (leptocephali) drift toward
the continental shelf where they metamorphoses gfdes eels and enter estuaries mostly
from October to April /May (Tesh, 2003). The comepty of this life cycle is probably one
of the reasons why many basic biological data as hieavily harvested species are not yet
established. For instance, migration pattern tesgfevning area (Sargasso Sea, e.g. Aarestrup
et al. 2009), duration of the leptocephali migration (Bpnhommeatet al. 2010) and the
mechanisms of sex determinism (e.g. Davey & Jeliyr2@05) are still under questioning.
The glass eel estuarine migration is not complatelyerstood either. Different life histories
strategies were highlighted thanks to micro-chamistoliths analyses (Tzenet al. 1997,
Daverat & Tomas 2006). Following on Feuteenal. (2003) hypothesized that different
migratory tactics displayed by some glass eels haag to different life histories and sex
ratio. Bureau du Colombiegt al. (2007, 2008) showed that glass eels high propensit
migrate up estuary was positively correlated witlergy content and feeding, and McCleave
& Edeline (2009) postulated an endocrine mechar@nproximate mediation of alternative
migratory tactics. Another interesting characterigif migratory glass eels concerns the

evolution of glass eel biometry according to seasmteed, glass eels caught from September

41






to February had higher condition factor than glasds arriving between March-June
(Desaunay & Guerault 1997; Iglesias al. 2010), this decrease in condition factor being
associated with a decrease in lipid contents (Gha$d Blanc 1982). Interestingly, Briand et
al. (2003) observed that up river, autumn glass eel® wnore numerous than spring glass
eels. Possibly, more autumn recruits may have tadrapstream or/and they have achieved a
better survival. In the present study, we inveséidahe differential effects of spring/autumn
run and propensity to migrate on elvers’growing f@@nance under artificial rearing
conditions. Because social interactions are inwlvedensity-dependent processes and may
also influence growth, we collected behavioral daggressiveness, activity, gregariousness

and feeding) at the individual level.

Materials and methods

Animals

Autumn and spring glass eels were collected orl8te November 2009 and the 18th April
2010 at the mouth of courant d’Huchet estuary (MgllISouth-Western France, 43°51’ N,
1°23" W), at the beginning of nocturnal flood andsamilar tidal coefficient (86 the 18th
November 2009 and 90 the 18th April 2010). On tlemmg following their capture, 1300
glass eels were placed in an experimental flumgetsorted according to their propensity to

migrate with the flow or to remain sedentary.

Behavioral sorting

In the wild, the two main mechanisms synchronigjtegs eel estuarine migration are tidal
flow and decrease in light intensit§déscuel, 1986 According to the Selective Tidal Stream

Transport hypothesis (Forward & Tankersley, 200&ksg eel migrate up estuary with tide
and this happens mainly at night (Bardonetedl. 2005a). Yet, fish caught as they are moving
with flow at night could be considered as tide ratgrg fish. Under experimental conditions,

the decrease in light intensity was observed to edhately trigger mass movement with the
flow in most glass eels (Bardonnet al. 2005a) which was confirmed through several
experiments (Bureau du Colombadral. 2007, 2008).

Thus by using synchronizers such as change in wateent direction and photoperiod,

freshly caught glass eels may respond accorditigeio propensity to migrate.
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We used a flume which consisted of an annular tamkposed of two parallel sections 10 m
long, 1 m wide and 0.8 m high, filled up to a dept3 cm with clean freshwater derived
from the Nivelle river. The water temperature waaintained at 11.5 + 0.5°C and current
velocity at 10 + 1 cm'Sat trap entrance. A synthetic turf shelter 3 mas placed at mid-
section and traps ended the upstream and downstseations. The behavioral test was
performed using 650 glass eel per section whicltewebjected to a 12 L/12 D photoperiod
with 30 min of dawn (07:00-07:30 h) and dusk (191@30 h). Light intensity was
maintained at 27 pW cfduring the L period (day) and 0 pW énduring the D period
(night). Glass eels were acclimatized to the flurneditions for 24 h (closed traps), after
which traps were opened and regularly checked 4oh Zfor further details see Bureau du
Colombieret al. 2007). “Migratory” glass eels were collected frahe downstream trap
within the first hour following dusk, while “Sedemy” glass eels were caught from the
shelters at the end of the 24 hours trapping. Weated this process using glass eels from the
first sorting and placing them separately in the sections (one for the migratory glass eel
and one for the sedentary glass eel). “Migratoridsg eels caught twice in a row in the
downstream trap were designated as “M+” and “Sedegy” fish which have stayed twice in
a row in the shelter were categorized as “M-"eBumably, glass eels responding to dusk
signal by moving with the water current are thesgbht move upstream with the flow by
night during the estuarine migration. Bureau duo@dier et al. (2009) showed that fish
described as “Migrant” (using the same “dusk sigsakting process) exhibited a negative
rheotaxis when placed in an annular aquaria wittemweurrent reversal every 6.2 hours to

mimic tidal cycles. On the contrary, eels descriaedSedentary” showed positive rheotaxis.
Standard Metabolism and individual marking

The behavioral sorting leaded to 4 groups: Migsatiish from autumn (AM+) and spring
(SM+) and Sedentary fish from autumn (AM-) and 8griSM-). Forty glass eels were
randomly chosen among each of these 4 groups a&mndSkandard Metabolic Rate (SMR)
was measured at the individual level. The analggisxygen consumption slope was done
according to the protocol described in Régreeral. (2010). As no relation was found
between initial relative SMR (relative SMR = SMRvided by wet weight) and growth,
results were not detailed in the present artickeeSE measures took 2 to 10 days during which
fish were kept at 11°C in commercial mineral walgten 128 glass eels were individually

marked. Visible Implant Elastomer (VIE) tags (Novést Marine technology) were injected
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subcutaneously using one color per fish among de(byellow, orange and red) and one
location on the body among 2 (ventral or dorsdlpwang individual recognition within a
group of 8 fish. We formed 16 groups correspondmthe four groups of our experimental
design (AM+, AM-, SM+, SM-) repeated 4 times.

Biometrics measurements and pigmentation stages

Glass eels (64 per season) were anesthetized (&utyd® in alcohol, 0.3 mIY), measured

(z 0.1 cm) and weighed after blotting (Sartorius £33 balance, £ 1 mg), respectively on
2009, December 7 for the autumn run, and 2010, |Ajpfor the spring run. In order to
compare the age of glass eels, pigmentation st@g@sno pigmentatiorto VIA4 fully
pigmented and end of metamorphosis) were assesseddang to multicriteria (Eliest al.
1982). Then fish were put by group of eight (4 coox 2 tags location) in aquaria (8 aquaria
per season, half of them devoted to M+ / M- fisi)ey were fedad libitumwith live blood
worms (BW) Chironomus sp.and the number of delivered and consumed worms per
aquarium and per day was noted. However, the spiags eel were unfed two days in order
to be re-marked (24/05/2010. Only 9 of the 64 gpgihass eels were re-marked to ensure
their identification during trial 3 (their averag®gGR was within the standard error of the
others).

After 3 months (respectively the 09/03/2010 and QA#&7/2010 for the autumn and spring
run) fish were measured and re-weighed allowingdaleulation of Specific Growth Rate
(SGR):

SGR = (In Wt — In Wi) x 100/t

Where Wt: final weight; Wi: initial weight, t: totaays.

Condition Factor (CF) was calculated according tmk&’s equation (1975): CF =
1000(W/L”) where W: weight, L: Length and b the slope frtbra linear regression between
In weight and In length (b = 2.9).
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Autumn Spring

Duration Duration
TC (days) Degree days TC (days) Degree days
Before Trial 1 11+0.1 6 Day 6 : 66 11.9+0.03 5 Day 6: 71

Trial 1 11.5+04 11 Day 17: 193 126 +1.2 11 Day 17: 216
Between 128+ 0.7 10 Day 27: 322 144+1.4 172 Day 27: 366
Trial 2 114+ 0.6 11 Day 38: 447 123+0.4 11 Day 38: 502
Between 11.3+0.5 18 Day 56: 651 11.5+0.2 17 Day 56: 716
Trial 3 11.3+0.2 11 Day 67: 775 11.5+0.1 11 Day 67: 841
Until end 11.7 £ 0.7 24 Day 91: 1055 11.6 £0.2 19 Day 91: 1118

Table 2: Temperature maintained during experimentaotumn and spring glass eels, recorded during and
between Trials. Values are mean + SBailure of the cooler system during spring (terapae rise up to 16°C

for 5 days).



Tank design

Sixteen aquaria (50 cm long, 25 cm large and 25hah) were filled up to 15 cm high
(outflow height). Water was re-circulated througtef and UV light and renewed within 45
minutes, thanks to an inflow coming from a big t48k n?) filled with river Nivelle water
and maintained at constant temperature. Thanksd@pen water system, nitrites and nitrates
were close to 0, and oxygen close to saturationedoh tank, eight pieces of artificial
vegetation mimickingElodae shelters (10 cm high) were placed on the aquariloor,f
regularly spaced along a line at 5 cm from the tfiglass of the aquarium. Photoperiod was
similar to the one used during behavioral sortibgL{12D, separated by 1/2h of dawn and
dusk). This aquarium design is not assumed toateflatural conditions, but it allowed fish to
be identified while resting in shelter. Temperatwaes recorded by VEMCO thermometers (1
measure per hour) throughout the experiment anatemaed around 12°C (11.7 + 0.7 and
12.3 = 1.3 respectively during the 3 months of daéumn and the spring experiments, see
Table 2). This temperature was chosen becauserréspmnds to the average temperature
between October and May in a river close to thated (Adour River, De Casamajor et
al.1999). We did not use temperature lower than 1b&Cause they are known to inhibit food
consumption (Elie, 1979). In addition, mild temgara was not chosen because eels are very
sensitive to bacteria and viruses and temperatigieeh than 15°C are known to increase
virulence of these pathogens especially at thesgéeds stage (Esteve and Garay, 1991,
Esteveet al. 1993, Jacolet al. 2009). Although in the wild autumn glass eelsexpected to
undergo temperatures that will progressively desgeand spring glass eels will underwent
temperatures that will progressively increase, imese similar temperature for the two runs.
Indeed, our prime objective was to compare groveghacity and behaviour of the two runs,

both characterictics which are known to be infllehby temperature.

Behavioral observations

Fish were observed over three distinct 9-daysstrf@ahe per month over 3 months). During

each trial, fish were observed 9 days usually @dith two periods of 5 and 4 consecutive

days. Between these two periods, fish behaviorr@esrded using video camera over 48h in

order to compare diurnal and nocturnal behavicegghresults are not included in the present
paper). During the trial period, fish were fed atftiheir ad libitum consumption to be sure

that feeding occurred during daylight observati©hservation took place in front of each
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aquarium avoiding any disturbance. Behavioralgraiere quantified twice each day, once in
the morning (11.0-11.50) and once in the aftern@00-16.30). During the morning
sampling, each aquarium was observed during 5 esnuhe activity (swim or rest) and
location (floor, shelter or water column) were bt addition gregariousness was assessed
as the number of contacts that occurred betweamniduéls when they were observed resting
on both shelter and floor. During the afternoon glamg, blood worms were delivered one by
one and fish behavior individually noted duringamgling period of 20 minutes for each
aquarium. A new worm was given as soon as the quevone has been entirely ingested.
Since the duration of food delivery was limited |yofish that responded readily to blood
worm delivery were observed feeding (usually onéve fish in an observation run). Thus,
worms’ ingestion during the observation period wasgctly indicative of motivation to eat.
The number of worms eaten as well as the aggre¢sase push, bite, BW stolen) given or
received by elvers were individually quantified.€eBlk particular behaviors were selected
because they were described in a previous studyl§Baetet al. 2009). We summed the data

over each 9 days period and for each individual.

Data analysis

For statistical analysis, scores were attributeéaoh of the observed pigmentation stage at
the beginning of the experiment, from 1 to 4 fagss VB to VIA2. Statistical differences
between groups (AM-, AM+, SM-, SM+) were assessadgistudent T-Test and Tukey test
for biometrics variables. Differences between bé&bravat the group level (AM-, AM+, SM-,
SM+) were detected using non parametric test (Wdooand Kruskall-Wallis test). In order
to assess the impact of behavioral variables di & on the SGR, we used a general linear
model with mixed effects (fixed and random, ling) Ime4 package R). Model-fitting began
with a saturated model including all behavioralialales of each trial, and aquarium was
added as random effect for the intercept. Threeelaied variables were discarded: attack
received (highly correlated to blood worm eaten)wasdl as rest and shelter use (highly
correlated to contact). Attack given in the modelswthe sum of nose push, bite and blood
worm stolen. The same process was carried outterrdme the impact of initial variables,
and the effect of length, condition factor, pignaiun stages, relative SMR, season and
migratory behavior, on SGR were retained. All statal analyses were performed using the

R software (R Development Core and Team, 2009).
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Fig. 25. Box plot representing the SGR of glass belonging to migratory fish from autumn (AM+) asyting
(SM+) and Sedentary fish from autumn (AM-) and 89r{SM-) after 3 months of experimentation. Diffece
between season are indicated in capital lettefBg§t; p <0.05) and between group in small lett€tkéy Test,
p <0.05). Results that did not differ significantlye represented by the same capital letter orrloase. Box
plots show the median represented by lines, fingt third quartiles as well as extreme values antieos

represented by open circles outside the box. Meanepresented by circle.



Throughout the 3 months, 3 of the 128 glass eeld (# AM- and 1 SM+) and were discarded
from the analyses. A temperature incident (tempesatreached 16°C) occurred at the
beginning of trial 2 of the spring session. Dataeveot considered and trial 2 restarted as
soon as temperature came back to 12°C (Table 2yekder, it created an additional period of
food restriction before trial 2. Fortunately, tinappened when thad libitum’ mean blood
worm consumption was weak (< 2/glass eel/day).

Results

Behavioral sorting

During the first run 13% of the fish moved upstreaid % moved downstream and 17 % of
the fish remained hidden beneath the shelter &deh trapping. Among fish that moved
downstream, 64% of them moved during the first haiter dusk. During the second run,
33% of the fish designed as “Migrant” were migragain (“M+"), while only 6 % were
migrant among the “Sedentary“fish. Conversely, 86f4he fish designed as “Sedentary”
during the first trapping were caught in the shedtiter 24h of trapping (“M-"), while only

45% were sedentary among the “Migrant” fish.

Group level analysis

At the start of the experiment, autumn glass eeleweavier than spring glass eels (279 £ 63
mgvs 257 £ 46 mg, T-test p < 0.05). However they ditlditfer in length (67.7 £ ¥s67.5 +

3 mm). Accordingly, the Ricker’'s Condition Fact@K) was better in autumn glass eels (1.35
+ 0.15vs 1.26 + 0.11, T-test, p < 0.01). No significant biometddferences were found
between migratory group$lass eels pigmentation stages were highly variabfgecially
among sedentary fish, but do not differ signifitramong groups (Kruskall-Wallis, p >
0.07). At the start of the growing experiment (e after fishing), most of fish (75%) were
at the VIAO-VIAL stages. After 3 months of growtimal weights were significantly different
between autumn and spring elvers (363 £ 19373 + 69, T-test p < 0.001) as well as final
size (70.5 + 5ys 68 + 4, T-test p < 0.01). The CF was also sigaiftty higher for autumn
elvers than for spring elvers (1.55 + 0\251.29+ 0.21, T-test, p < 0.001). However, their
pigmentation stages did not differ among groupsugkall-Wallis, p > 0.73) and varied from
VIA2 to VIA4 after 3 months. The specific growthtea(SGR) was significantly higher in

autumn elvers compared to spring elvers (T-tedd.p8) and did not vary according to
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Fig. 26. Mean (+ Standard Error of the Mean, SEMinber of attacks given per individual per obseovat
period during all trials and average of the 3 &i@ifferences between seasons are indicated itathgiters and
between groups in small letters. Results that diddiffer significantly are represented by the sarapital letter
or lower case. Wilcoxon Test *** p < 0.001; *, 905
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Fig. 27. Mean (+x SEM) number of contacts with oshelvers during the observation period for alll¢riand
average of the 3 trials. Differences between seaaom indicated in capital letters and betweenggon small
letters. Results that did not differ significandlse represented by the same capital letter or loase. Wilcoxon
Test ***, p < 0.001; *, p <0.05



propensity to migrate (Fig. 25). Nearly half of isgrelvers (43 %) achieved a negative SGR
while it concerned only 18 % of the autumn elvers.

Aggressiveness

Autumn elvers were less aggressive than spring®lard this was significant in all trials
(Fig. 26). During trial 1, glass eels belongingthe “AM+” group displayed significantly

lower aggressive behavior than the 3 other grokpsskal-Wallis test, p-value < 0.01).

Gregariousness

Autumn elvers were much more gregarious than sprlagrs and this was significant in all
trials (Fig. 27). In most of cases gregariousneas wbserved during shelter use. Glass eels
and later on elvers, entwined each others, mainlypme to three shelters, leaving the other
shelters free. It can be noticed that artificiatlstrs provided many contact points (complex
leaves ramifying) and so fish contact can be imetgul as gregariousness rather than simple

thigmotaxis.

Activity

The occurrence of swimming was less frequent imiraat elvers than in spring elvers (Fig.
28). This was observed during trial 2 (Fig. 28) amal 3 (Fig. 28), but not during trial 1. In
that trial, AM- fish swam significantly more tharvVA and SM+ fish (Wilcoxon test, p-value
< 0.05). The tendency of M- fish to swim more wasally observed during all trials for both

autumn and spring elvers.

Blood worms eating

During the feeding survey (20 min day, the quantity of blood worm ingested per indivatiu
did not differ according to season, neither aceaydo propensity to migrate, excepted during

the trial 2 (Fig. 29) when spring elvers ate md@bt worm than autumn elvers (Wilcoxon
test, p-value < 0.001).

48



AM+ HAM-

E1SM+ O SM-

*% B

ab

Swim event / individual / Observation period

Triall Trial2 Trial3 Total

Fig. 28. Mean (x SEM) number of Swim events perivitdial per observation period during all trialsdan
average of the 3 trials. Differences between sesaomindicated in capital letters and betweenggon small
letters. Results that did not differ significandlse represented by the same capital letter or loase. Wilcoxon
Test *** p <0.001; **, p <0.01; *, p <0.05.
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Fig. 29. Mean (x SEM) number of blood worm eaten ipdividual per observation period during triaisda
average of the 3 trials. Differences between sesaomindicated in capital letters and betweenggon small

letters. Results that did not differ significandlse represented by the same capital letter or loase.



In the periods outside observation trials, indiaduwere fedad libitum (Fig. 30). The
total number of blood worms ingested per day wasdr for autumn elvers than for spring
elvers (Wilcoxon test, p-value < 0.001) betweeal t& and trial 3 (Wilcoxon test, p-value <
0.01) and after trial 3 (Wilcoxon test, p-value €@L). No difference in food ingestion was

noticed according to migratory behavior (M+ andfidh).

Individual level analysis

Outputs of our best generalized linear models wahdom effects built to analyse SGR
according to initial parameters (Table 3, modetdnfirm the unimportant role of propensity
to migrate or pigmentation stage on SGR and highlige relevance of season and biometric
factors. Autumn origin was associated to high S@Rist length and condition factor were
negatively related to SGR. Outputs of models toilanalyze the contribution of behavioral
variables during each trial (Table 3, models 2n8 4) were absolutely consistent concerning
the primary contribution of blood worm ingestiondathe irrelevance of aggressiveness
(“Attack” variable, Table 3). Model 2 allowed totdet 7 outliers, five of them were those
that ate the most during the first trial and the tthers were the more aggressive during that
trial. This was due to the low overall activity elpged in the first trial (Fig.26, Fig.29). Thus
model 2 was also run without these outliers. Resoiltboth did not differ much (Table 3).
Model 4, built on the data from the last trial wasch more explicative than models 2 and 3
(lowest Akaike’s Information Criterion, AIC). Durinthat trial, both blood worm ingestion
and swimming brought a high contribution followed dregariousness (“contact” variable,
Table 3). Swimming also significantly affected gtbwduring trial 1 (Model 2) whilst
gregariousness was highly significant during t@af‘contact” Model 3) and during trial 1
(but only when outliers are removed). In all mogblsod worm ingestion and gregariousness

affected positively growth rate while swimming puoced a negative effect on growth.

Discussion

Present results show that autumn recruits haverbedipacity for early growth than spring
recruits when kept under similar artificial condits. Both initial biometrics parameters and
behavior are involved to explain this differencawéver, conditions met up in estuaries are
much different from those encountered in this expent, and so conclusions cannot be

directly extended to what happens in the wild.
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Fig. 30.Mean (x SEM) number of blood worm eaten per indraildper day between trials and average of the 3
trials. Represented values are mean + SEM. Diffmerbetween seasons are indicated in capital dedieal
between groups in small letters. Results that diddiffer significantly are represented by the sarapital letter

or lower case.



Individual Level Analysis

Biometric variables

Many studies have already demonstrated that groatdh decreases in the course of fish
ontogenesis (Doat al. 2003; Jonassest al. 1999). However the link between initial size and
SGR within a cohort has not been clearly estahdishieely because it implies data collection
at the individual level. In the present study,ialitength and condition factor were negatively
correlated with SGR (model 1). Glass eel metamaishes usually accompanied by a
decrease in size of individuals (Desauney & Guéra@b7; Pfeiler 1999). Accordingly,
smaller individuals could also be older individyalsowever no relationship between
pigmentation stage (“age”) and initial size or gtbwvas detected. The lack of relation
between pigmentation stage and growth rate is ieesgent with Huertas & Cerda’s (2006)
observations. Such independence between pigmemtstime and growth is not surprising
owing to the absence of relation between gut dgweént and pigmentation stages (Jegstrup
& Rosenkilde 2003). This implies that growth rate Size dependant rather than age
dependant (as long as pigmentation is a good gescrof age in glass eel). The fact that
small and thin glass eels were those with the b&8@&R could indicate that catch-up growth
occurred for these individuals (Jobling 2010). FPsee & Jobling (1989) proposed similar
effects on codGadus morhuawith highest SGR observed for individuals preseptthe

lowest initial condition factor.

Feeding activity

Blood worms were individually delivered at the waseirface. Once they had sunk to the
floor of the aquarium, they were not easily deteced captured, even by eels that swam
very close. Obviously, the cue to identify the pregs not visual. The eel’s ability to detect
either food or conspecifics’ chemical componentigiged to their highly developed olfactory
epithelium (reviewed in Huertagt al. 2008). Some elvers were able to ate several blood
worms during the 20 min of observation (max: 4 dgririal 1, 5 during trial 2 and 7 during
trial 3) while other did not eat at all. The cleatation between the number of blood worm
eaten per individual during each trial and the SG&ble 3) indicated that elvers which were
the more prone to eat during observation trialsevadso those that probably eat the most out

of the observation period.
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Adjusted R-

Model Effects value Stg?r%?rd t-value p-value AlC bet\s/\(/qeuear:esd GR
and fitted model
Intercept 1.86 0.5 3.8 < 0.001***
Migratory behavior 0.06 0.04 15 > 0,05
Length -0.02 0.005 -2.9 <0.01*
Condition factor -0.38 0.14 -2.6 < 0.01**
1 Saison -0.23 0.04 5.7 <0.001%+ 296 27
rSMR -0.0008 0.002 -0.5 > 0,05
Stage VIAO -0.03 0.08 -0.3 > 0,05
Stage VIAl 0.056 0.08 0.69 > 0,05
Stage VIA2 -0.01 0.09 -0.1 > 0,05
Intercept 0.09 (0.05) 0.05 (0.05) 1.79 (1.1) > 0,05
Swiml -0.2(-0.19) 0.09 (0.09) -2.16(-2.1) < 0.01%**
2 Attackl -0.006 (-0.06) 0.03(0.04) -0.26(-1.6) > 0,05 22.8 16 (20)
> 0,05 (< (21.43)
Gregariousness 1 | 0.10 (0.11) 0.05 (0.05) 1.88 (2.1) 0.01**)
Blood Worm 1 0.31 (0.82) 0.07 (0.16) 4.6 (5.1) < 0.001***
Intercept -0.07 0.06 -1.18 > 0,05
Swim 2 -0.04 0.09 -0.4 > 0,05
3 Attack2 -0.01 0.01 -1.1 > 0,05 22.3 21
Gregariousness 2 0.23 0.05 4.17 < 0.001***
Blood Worm 2 0.2 0.04 4.66 < 0.001***
(Intercept -0.07 0.04 -1.7 > 0,05
Swim 3 -0.37 0.08 -4.8 < 0.001***
4 Attack 3 0.015 0.01 1.5 > 0,05 19.1 51
Gregariousness 3 0.077 0.03 2.5 < 0.01***
Blood Worm 3 0.2 0.02 9.8 < 0.001***

Table 3: Outputs of the general linear model witked effects (glmer) using initial morphometric pareters

and behavioral parameters to explain the SGR. Nurdsociated with effects represents trials. Resudide

brackets are those from model 2 without the 7 exdlirSMR: relative Standard Metabolic Rate, AlRake’s

Information Criterion.



Aggressiveness

Penazt al. (1991) consider that aggressive acts usually osten the elver stage is reached
(0.8-1.0 g) and Knights (1987) observed that it geeged when weight ratio between
individuals exceeded 1.5. The eel's aggressive \beh&as been described in few studies
involving elvers (Kushnirov & Degani 1991; Knigh1t®987) and yellow eels (Petees al.
1980, Knights 1987) and has been described onggass eels (Bardonnet al. 2009). In
accordance with this last study, aggressive acte detected as early as the glass eel stage (+
0.3 g) and was almost exclusively observed duroadfdelivery. Once caught, the blood
worm could last for several seconds in the moutktheffish during which other individuals
pushed and bit the eating individual or even ttiedteal the blood worm. Aggressiveness
(aggression given) was positively correlated torthmber of blood worm eaten (Spearman's
rank correlation test p < 0.001 for each trial)jethin turn affected growth. The link between
aggressiveness and growth has been observed irakBsie species (e.g., Hojesgh al. 2002;
Baras & lucas 2010). However, results from our nh@salysis indicate that aggressiveness
(once the effect of food access has been takenaictount) was unrelated to growth rate
(Table 3). A negative effect on growth was expectdce aggressiveness may be
energetically costly if aggressive acts are nob@ased to food benefits, as observed in coho
salmon (Oncorhynchus kisutch, Vollestad & Quinn 200However, in the present
experiment aggressive acts were only observed glddod delivery and were maybe too
scarce to impact growth.

Swimming activity

The level of activity explains another part of tB&&R values. The negative effect of
swimming activity was mainly due to individuals wia high level of activity. Indeed, the
model did not give a good prediction for individsiabith a low activity. During observation,
fish were mostly inactive, and only few (from zé002 per aquaria) spent most of their time
swimming. Such sharply contrasted patterns haveadir been described in yellow eels,
elvers (Knights 1987) and glass eels (Bardoenet. 2008).

Gregariousness
Most of fish spent their time entwined togethershelter. Gregariousness observed during

trials 2 and 3 was positively correlated with SA@kespite the number of shelters and the

uniform light condition in the aquarium, most egisuped on a single or two shelters.
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Then inter-individual attraction rather than onhygimotactism was probably involved. This
has also be noticed by Dou and Tsukamoto (2003) eltserved that glass eelsAfguilla
japonicawere often seen entwined in the same tube whilersttubes were free. In addition,
these authors observed that glass eels were sigmily more in tubes than in sand when both
shelters were offered. Several experiments haveatet that group behavior can lead to
higher growth rate or feeding success social facilitation (Davis & Olla 1992; Peuhkui

al. 1995; Fosteet al. 2001;Magnhagen 2007 This may also have been the case here since
once one glass eel emerges from a shelter duriog distribution most of the group also
entered into activity, suggesting that the reactbone individual triggers the movement of
its conspecifics. In addition, social cohesion actite stimulation observed when resting
could act by diminishing stress response (Abkeml. 2009, Soarest al. 2011) which in turn
may have favored growth (Gilmoat al. 2005; Tveiten 2010).

Group level analysis

Propensity to migrate

No significant differences were detected in initlalometric parameters according to
propensity to migrate which confirms results ob¢dity Bureau du Colombiet al. (2008)
for glass eels from sea (estuarine entrance) origin

During trial 1 the M+ fish were more gregariousdeaggressive and less active than M-
fish. This was significant for autumnal recruitsidathe same tendency was observed for
spring ones (Fig. 26, 27, 28). The positive relalop between propensity to migrate and
gregariousness is in good accordance with the igiser of glass eels’ grouping migrations
observed along the banks during mass migration. édew such behavior may also be the
result of similar individual response to environnamonditions. Similarly, as they do not eat
during migration, or very little (Bardonnet & Rier#95), lower aggressiveness scores
exhibited by M+ fish are quite logical (aggressiess being related to feeding in the present
experiment). Their lower activity is more surpriginindeed, high propensity to migrate
should be associated to swimming behavior. Migratio glass eel is characterized by
selective tidal transport (Forward & Tankersley 2Ddn this scheme, fish swim with low
energy expenditure using the flow to carry themtnggen, and remain sheltered from the
current during ebb tide to avoid being swept baolwmktream. In the present experiment,

swimming behavior was always associated to thenzateent coming from the water inlet
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Fish swam against the (very) low water current, teeser with the current. It could explain
why active fish were mostly M-. Indeed, followinget same sorting process as in the present
experiment, Bureau du Colombiet al. (2009) concluded that negative rheotaxis was
associated with high propensity to migrate, anditpesrheotaxis with low propensity to
migrate. No significant difference or tendency egeer between “Migratory” and
“Sedentary” groups during the following trials @8 2 and 3). Since, no estuarine
synchronizers stood out under our experimental itiond, it is possible that behavior
associated to “estuarine migrant” were lost afearesal weeks in still water, explaining why
no difference occurred between groups after trial 1

No difference in food consumption was detected @ling to glass eels’ propensity to
migrate. Bureau du Colombiet al. (2008) showed that M+ glass eels consumed moablo
worm and lost less weight than M- fish. Howeveeg tluration of Bureau du Colombiet al.
(2008) experiment was shorter and food consummgradually increased for M- fish until it
almost reachethe level of M+ fish at the end of their experiméit days). Since the present
experiment lasted for 90 days and most of the BWsomption (and so positive growth)
occurred after trial 2 (i.660 days after catching) it is not surprising ttdterences detected

by Bureau du Colombiest al. (2008) were no longer apparent after 90 days @ivtir.

Seasonal effect

Seasonal differences were observed, with autunmitedeing heavier and having a higher
condition factor than spring glass eels. This imgneement with many studies focusing on
European glass eel recruitments (Paatlal. 2004; de Casamajet al. 2000; de Casamajet
al. 2001; Bureau du Colombiet al. 2007). The lower condition of spring glass eellddwe
due to experienced temperature. Indeed, under B8 umber of migrating glass eels drops
(Lecomte-Finiger 1981), and so fish could loss Wweigq relation to waiting time and
metabolic expenses. However, in South West Franeae temperatures are rarely cold
enough (i.e minimum 5.5°C in river for usually lesgan a few days, De Casamajgir
al.1999) to induce an extended waiting period. In taldiglass eels at the 5B stage were still
caught in March. The role of a differential ocedanggton production favoring larval growth
is rather proposed to explain these seasonal wdiffatences (Desauney & Guerault 1997).
Considering that spring glass eels arrived witbveelr condition factor than autumn glass
eels, they could have adopted an aggressive behavielation to this physiological state.

Indeed, in case of food deprivation small fishasaally bolder than large fish (Krausteal.
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1998; Brown & Braithwaite 2004). In an experimenvalving young yellow eels Knights,
(1987), showed that large fish exhibited the highesggression scores. One meaningful
difference with the present experiment concerns itier-individual distribution of sizes
which was much wider between opponents in Knigaxgeriment. This may explain why in
the present experiment largest fish were not thetraggressive. Despite the fact that spring
glass eels were actually more aggressive than auglass eels (Fig. 26), we failed to link
condition factor and aggressiveness accordingas#ason (results of that model not shown).
Autumn glass eels reached higher SGR than spriagsgktelsAs far as we know, such
differential growth linked to the season of reanent has only been reported once in
literature. Santos & Weber (1992) conducted a stadygrowth potential of glass eels
Anguilla anguilla according to rearing conditions and found that ¢heers caught in the
estuary entrance in “October-November” had a beftewth than eels captured in “February-
March”. In both groups, many eels displayed a nega®GR, this could be linked to the
temperature chosen which may have been too lownmlate appetite and growth in all glass
eels. Optimal conditions for growing elvers areared to be 26.5 °C (Seymour, 1989).
However, nongrowers individuals are often obserwedquaculture ponds, some fish still
looking like fingerling eels even 3 years afterdgecaught (Holmgren, 1996). When fish with
negative growth rate or fish showing an exceptignhigh growth (outliers Fig. 25) were
discarded, autumn elvers still reached a signifigdngher SGR than spring elvers:

Wilcoxon test p < 0.01, autumn n= 51 and spring 85 when negative growth fishes are
discarded and T-test, p < 0.001 autumn n= 61 aridgsp = 62, when outliers are discarded.
The fact that autumn elvers consumed much moredbharms than spring elvers when food
was delivere@d libitumoutside the observation period (Fig. 30) is cdrsiswith their better
growth. It is not that easy to conclude on the pig/ed by the number of blood worms eaten
during observation because trials 2 show oppostaldncies (probably in relation to
compensatory growth following temperature incidefttrial 2 for the spring run). Such
increase in feeding rate following reduced feedsgell known in aquaculture (Rubeét al.
2010) and is described as compensatory growth iG@pla010). Aggressiveness (Fig. 26),
activity (Fig. 28) and blood worms eaten (Fig. 28)e also outstandingly high at that time.
The higher level of gregariousness and the loweellef activity in autumn compared to
spring glass eel is consistent with the better ¢noachieved by the autumn recruits.
However, their size and condition factor at thetsththe experiment have probably acted to
depress growth. Genetic factors associated witioghesf arrival may have also acted on

growing performances.
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Indeed, glass eels of approximately the same lingight caught at different times and
locations presented different growth rates whemekan the same conditions (Penretzal.
1991). In addition elvers raised individually inetlsame condition showed considerable
variable growth rate (Wickins, 1985). Pujo&dral. (2005) demonstrated that heterozygosity -
associated with genetic variability - of some eeés positively correlated with high growth
when compared to more homozygous individuals. idea that differential growth could be
associated with genetic variation in individual id@eristics has also been recently proposed
by Cotéet al. (2009) when studying growing performance Afguilla rostrataglass eels

from different geographic origin.

Conclusion

Behavioral observations made during trials 1, 2 &@hdorovided explanations for

respectively 16, 21 and 51% of the SGR, while ahipiarameters explained 27% of the SGR.
Among these initial morphometric parameters, theirmnal and spring origin of glass eels is
not neutral and represents a consistent hypotliedesvor of a better survival of autumnal
recruits. However, the hypothesis proposed by Brenal. (2003) of a positive relationship
between initial morphometric parameters and grokatie to explain the higher number of
autumnal recruits upstream is not confirmed. Indeglden investigated at the individual
level, in any seasonal group (results of that madai shown), there was a negative
relationship between initial size (weight or coraitfactor) and SGR.
Besides these initial parameters, behavior alscaatga growth (through rapid response to
food delivery, gregariousness and activity). Thamfems the important role of behavior
which needs to be taken into account when seekingnterstand variation in growth rate
(Biro and Stamps 2008).

In eels, early growth rate has rarely been invastig) but some authors suggested that it
may be a key mechanism affecting sex determingtituertas & Cerda 2006). Some studies
showed that individuals with rapid growth duringeithfirst year tended to become males
(Helfmanet al. 1987; Holmgren & Mosegaard 1996) while oppositeults where found in
other studies (Poole & Reynolds 1998; Huertas &I@&006). According to our experiment,
autumn glass eels achieved a better SGR than sglasg eels and according to Briagtdal.
(2003), they are over-represented upstream whenalés are more numerous. Whether eels
with higher growth rates tend to develop into fezsatemains to be proved. We currently

keep these fish growing to shed light on the liekneen early behavior, growth and sex.
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Chapitre 2

Synthese Article 2 Impact de I'activité diurne et nocturne sur taissance des

anguillettes - Etude expérimentale a long terme

Questions: Dans quelle mesure l'activité de nuit est supéeeul’activité de jour chez cette
espece photophobe ? Les individus avec une fodjgepsion a migrer (M+) sont-ils les plus
actifs en conditions expérimentales ? Les perfomaarde nage ont-elles un impact sur la

croissance a 7 mois?

Résultats: Les civelles passent, en moyenne, 10 % de temgduena nager la nuit que le
jour (28 vs 18 %). Les individus M- nagent plus en conditiangérimentales que les
individus M+. Il est possible que ce résultat datau fait que les individus M- nagent
généralement plus a contre courant. La croissante les individus M+ et M- ne différe pas
pendant 7 mois. Bien que l'activité¢ de nage (mesuté facon plus précise que dans le
chapitre précédent) soit négativement corrélée @dssance pendant les 3 premiers mois,
elle devient par la suite positivement corréléa arbissance entre le mois 3 et le mois 7. |l
semble qu’une dizaine d’individus soit plus acefjdur et de nuit que les 50 autres individus
(prélevés a 'automne). Cette distinction entre@uges n’est pas liée au potentiel migratoire
initial (M+/M-) et semble conservé dans le tempsngant les 4 sessions d’observations

échelonnées sur 7 mois).

Conclusion: L'activité de nage semble impacter différentiel@rles individus en fonction
de leur stade de développement. Ainsi, pendanté@amorphose, I'activité locomotrice est
tres colteuse. Une fois cette métamorphose achiegémdividus qui nagent le plus ont une
meilleure croissance que les autres, ce qui peaifiéta un gain de poids musculaire ou a une
corrélation positive entre I'activité de nage ettamsommation de chironomes. La cohérence
de ce comportement de nage a I'échelle circadigmuoerait servir d’'indicateur sur le futur

potentiel migratoire des individus a I'échelle dasbin versant.
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Is there a link between nocturnal and diurnal a@gtiand elvers’growth rate ?

A long term laboratory study

(En preparation

Benjamin Geffroy? & Agnés Bardonnét”

YINRA, UMR 1224 Ecobiop, Péle d’Hydrobiologie, Quiartibarron, 64310 Saint Pée sur Nivelle, France
2UPPA, UMR 1224 Ecobiop, UFR des Sciences de la Basgjue, allée du parc Montaury, 64600 Anglet,
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Abstract

In many species, the level of activity is correthte growth. Theses correlations could either
be positive or negative, depending on food quaraitg food quality. In eels, two different
migratory strategies have been identified as seaheglass eel stage (juveniles). Individuals
could either display a high (M+) or low (M-) profsty to migrate. In the present study we
investigated whether these strategies could imipecsubsequent locomotor activity and the
growing pattern of each fish after 3 and 7 monthgearing in aquaria. The growth rate of
M+ fish did not significantly differ from that of Mneither after 3 months nor after 7 months.
Glass eels were more active during night time (28%me spent swimming) than during day
time (18%). The locomotor activity was negativetyrelated to the growth rate of fish during
the first 3 months, while it was positively corrteld to their growth rate of fish between
month 3 and month 7. Surprisingly, highly activehfiduring the night were also the most
active fish during the day over the 7 months. Wecus this finding in relation to the

colonization pattern of the watershed by juveniksss.

57






Introduction

The eel life cycle is one of the most fascinatingldgical enigma that still remains not
completely understood. Indeed, while one centurg, &chmidt (1912) brought the first
building block by providing arguments for panmixrathe European eel, many mysteries
persisted. Among these mysteries, the mechanismhiogh eels find their way back to their
spawning site (Sargasso Sea) as well as the duratiee of the larvae (leptocephali)
migration (Bonhommeawt al. 2010) are still unknown. Leptocephali are beingt dry
oceanic currents during a long journey to reachcth&inental shelf, where they undergo a
metamorphosis from a willow leaf-like shape to alslike shape (glass eels). Then, glass
eels enter estuaries and progressively complete mthetamorphosis process by acquiring
pigmentation (Elie, 1979; Eliet al. 1982). The colonization of the watershed is assed
with eel's growth and the development of a yelldwgsgmentation (yellow eel stage). It is
believed that this is during these first monthsfreEhwater life that sex determination is
influenced by the environment (reviewed in Davey dellyman, 2005). Finally, both males
and females become silver and leave the watershéddferent ages and sizes (Poole and
Reynolds, 1996) to achieve their final catadromougration of approximately 5000-6000
km (Van Ginnekeret al. 2005).

Accordingly, the eel life cycle is a good modelunderstand how fithess shape behavior,
since European eels bear two very long journey$ wito ultimate goals: growth and
reproduction. While most studies focused on edjgraduction and thus on the silver eel
stage (reviewed in Van Ginneken and Maes, 200%), dgperiments aimed to investigate
growth rate from the glass eel stage to the yebelstage. In fish, growing pattern and final
size at maturation were shown to be linked to gosaé and energy allocation to the
offspring (Bagenal, 1969; Bromage and Jones, 18@dnn et al. 1995, Haret al. 2003). In
addition, many studies investigated how early ghovette may affect survival (Pepet al.
2003, Johnsson and Bohlin, 2006) or behavior (Jdmand Bjornsson, 1994; Bizeralyal.
2000, Stamps 2007). The link between growth ratekahavioral traits in different taxa was
recently reviewed by Biro and Stamps (2008). Ndwadeiss the cause and effects may be hard
to disentangle. Migratory species are good modelsnvestigate these questions, since
migrating animals are expected to grow faster thammigrating ones (Roff, 1988; O’Rian
and Braude 2001) mostly due to energy cost of miagraFor instance, early growth rate of
salmonids fish was shown to impact both the ageatsmolt transformation and the timing
of migration (McCormick and Saunders, 1987; JonssahJonsson, 1993; Secor, 1999;
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Cucherousseet al. 2005). Conversely, eels might be used to study kawy migratory
behavior may impact future growth rate. Indeeds@sn as the glass eel stage, they already
exhibit sharply different life history strategidsat may lead to different growing patterns.
Some glass eels are using a selective tidal-streansport (STST) to enter the estuary
(Wippelhauser and McCleave, 1987). This process adbpw them going further while
saving energy (up to 80 % for small fish, Weihs78p since it consists of moving up the
water column during flood tide to enter the estuamg moving down to the bottom during
ebb tide (Forward and Tankersley, 2001). Converseige other fish are moving during ebb
tide, displaying a positive rheotaxis (Creutzbet§61), which may be more energetically
costly. A recent study reproducing current revefs@al in laboratory condition allowed
detecting these two kinds of fish (Bolliet and Lahe 2008) that may be encountered in
nature. These authors proposed that positive rkisowas linked to energy loss (through
weight decrease) as suggested by Hickman (198T)c&aitantly to the STST, the level of
light was pointed out as an important factor inficieg glass eels movement in both nature
(Creutzberg, 1961) and laboratory conditions (Bardd et al. 2003, 2005a), with sunset
triggering a massive arrival with the flow.

While conditions that allow and trigger movementsnf the sea to the estuary are well
studied (e.g. Cantrelle, 1981; Gascuel, 1986, 1988] et al. 1990, Bardonnegt al. 2005a
opp. cit.), little is known about activity patteafter entering the estuary. The time spent
swimming (arguably associated with energy loss¢axfh migratory group during both night
and day might have consequences on glass eel'stlyromate. In the present study we
investigate, under laboratory condition, the pagnmpact of both diurnal and nocturnal
activity on the individual growth rate at differeihe (3 and 7 months). In addition we try to
determinate whether or not long term activity pattef each fish could differ according to

their initial migratory strategy.

Materiel and Method

Animals

Glass eels were caught on November, 18th 2009eammibuth of courant d’Huchet estuary
(Molliet, South-Western France, 43°51’ N, 1°23’ Vdj,the beginning of nocturnal flood. On

the morning following their capture, 1300 glassseskre placed in an experimental flume

(annular tank of 10 m long) to be sorted accordmtheir propensity to migrate with the flow
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following the dusk signal or to remain under shelte the past, we successfully conducted
this experiment that allowed discriminating betwésese two kinds of fish (Bardonnett al.
2003, Bureau du Colombiet al. 2007, 2008, 2009). Fish used in this experimenewkose
also described in a previous study (Geffroy anddBanet, 2012). Briefly, 650 glass eels
were released at mid-part of each section of tivadl, where a synthetic turf shelter (f)m
was placed. The current velocity was 10 + 1 Eywveater temperature was maintained at 11.5
+ 0.5°C and the photoperiod was 12 L/12 D with 3@ of dawn (07:00-07:30 h) and dusk
(19:00-19:30 h). Glass eels that were collectedhe downstream trap (in the first hour
following dusk) and thus moving with the flow weneted “M+” (with negative rheotaxis).
In contrast, those fish that stayed in the turften@n the following morning were noted “M-

” (not moving fish). This test was performed twiceraw and only those fish that presented
the same behavioral pattern during the two sorte kept. At the end of the first sorting, 881
“M+” and 146 “M-" were obtained. From the secondtsw, 81 “M-" fish and 115 “M+" fish
were obtained. Among these fishes, 32 glass amis éach group were randomly selected for

further analyses.

Biometrics measurements and individual marking

The growing experiment started in December (Monflar€her called Nj), on the 07/12/09.
Sixty four glass eels were anesthetized (Eugerid) itf alcohol, 0.3 m[}), measured (+ 0.1
cm) and weighed after blotting (Sartorius CP 15@utee, £ 1 mg). They were individually
marked with Visible Implant Elastomer (VIE) tagsdfthwest Marine technology) injected
subcutaneously using one color per fish among de(byellow, orange and red) and one
location on the body among 2 (ventral or dorsatede VIE tag colours were chosen because
they were fluorescent, allowing individual recogmit during the night under UV light. The
32 glass eels from the M+ group were equitablygdaa four aquaria (08/12/2009), forming
groups of 8 glass eels individually marked with \kgs. The 32 glass eels from the M-
group were divided the same way in four aquariayTivere fedad libitumwith live blood
worms (BW)Chironomus s@nd the number of prey eaten per aquaria andgyeweds noted.
After 3 and 7 months (sampling timesg lind My) of growth (respectively the 09/03/2010
and the 07/07/2010), glass eel was measured arghegeiagain allowing the calculation of
Specific Growth Rate (SGR, the percentage of grigaty) according to Jobling (1994):
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SGR =100 x [(In Wt — In Wi)/T]

Where Wt: final weight; Wi: initial weight, T: totalays. SGRscorresponded to the growth

rate between December and March and $&&the growth rate between March and July.
Tank design

Aquaria (50 cm long, 25 cm large and 25 cm highjendled up to 15 cm high (outflow
height). Water was re-circulated through filter asd light and renewed within 45 minutes,
thanks to an inflow coming from a big tank (253)rfilled with the Nivelle river water and
maintained at constant temperature. In each tarmht epieces of artificial vegetation
mimicking Elodaeshelters (10 cm high) were placed on the aquarlaor,fregularly spaced
along a line at 5 cm from the front glass of thea@m. Photoperiod was similar to the one
used during the behavioral sorting (12L/12D, seteardy 1/2h of dawn and dusk)aylight
intensity was maintained at 11.2 lux and was 8X9during the night period. Temperature
was recorded by VEMCO thermometers (1 measure qén) fthroughout the experiment and
maintained at 12°C * 1, except during 4 days atdhths when the temperature regulator
broke down (T° increased up to 16°C and returrotonal after 3 days).

Behavioral observations

Fish behavior was recorded using video camé@d® Sony HD XCD-SX910/CRbpver 4
distinct trials: at T, T,, T3 and F, ie each month after the start of the experiment,3for
months, and then thé"@month. In order to detect fish during night time, UV tukzemps
(Philips TL-D, 18 W, BLB) were placed 20 cm abowacle aquarium. It is likely that the
presence of UV did not impacted the behavior oggleels since it as been shown that the
cone opsins of glass eels and the rod opsinstoffis not sensitive to UV lighCpttrill et al.
2009; Huntet al. 2001). Videos recording lasted 24 hours for each trial aere saved on
SATA disks to be analysed by the same operator (B@l)viduals could either be resting
(floor or shelter) or swimming (floor or water catm). Motionlessness period shorter than 5
sec, were not consideredhe time spent (millisecondd)y each individualresting or
swimmingwas analyzed during 2 minutes during daytime (80-8:0:00-12:00 and 14:00;
dusk at 19:00, and feeding in the afternoon) andihdunight time (20:00-23:00-2:00 and
5:00; dawn at 7:00), thanks to the public domafiwsare JWatcher
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(v.1.0, www.jwatcher.ucla.edu). Fish were fed libitum during video recording, but
individual feeding sampling was not accurate dugnéoangle of view which did not authorize
a good sight of blood worms on the aquarium fldar assess food intake, we use behavioural
observations data collected 2-4 days before andl2yd after (6 days in a round) each video
recording. Bloodworms were delivered one by oneafqgreriod of 20 minutes per aquarium
each day. As soon as a prey was consumed, anotieewvas added and the number of

bloodworm eaten by each individual was noted.

Data analysis

Biometric data (weight, length and condition faytevere compared between migratory
groups (M+/M-) using T-Test. The total number obdd worm eaten by M+ and M- fish
during the first 3 months and from Month 3 to Moffthwere compared using a Wilcoxon-
test. Differences between activity patterns (% tsmémming) displayed during night or day
within each trial were assessed using Wilcoxon-tesaddition, the activity patterns between
trials (Ty, T2, Tz and Tg) and between day and night were compared usingctheirer-Ray-
Hare (SRH) extension of the Kruskal-Wallis testk&o& Rohlf 1995), corresponding to a
non-parametric 2 factors ANOVA. The SRH test wasoalised to investigate variance in
activity patterns according to initial migratoryogip (M+/M-) and trials (T, T, Tz and T).

In order to assess the impact of initial weightivity and time of the day (darkness or
daylight) on the SGR, we used a linear model witkeah effects (fixed and random, Ime4
package R). Random effects were the aquaria andised a link “log” was used since
variance increased with SGR (especially betweenfitse 3 months of the experiment).
Model selection was based on Akaike’s Informatiamte@ion, AIC. All statistical analyses

were performed using the R software (R Developr@ame and Team, 2009).

Results

Throughout the 7 months, 4 of the 64 glass eel$ (8+ and 1M-) and were discarded from
the analyses. One of them was always observed ymthe bottom, while the three other

behaved like most glass eels.
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Fig. 31. Mean activity pattern for all glass ealsidg trial 1, 2, 3 and 6 at night (N) and day (Dhe bar

represents the standard deviation of the mean (SEM)

Sum of square H p-value
DIN 13747331  44.7 <0.001**
Model 1-SHR Trial 32918 0.11 0.74
D/N:Trial 1163065 3.78 0.052.
M+/M- 9330932  30.35 < 0.001***
Model 2-SHR Trial 32918 0.11 0.74
M+/M-:Trial 99859 0.32 0.57

Table 4: Results of the Scheirer-Ray-Hare (SRH) ehodlodel 1 was set up to assess the effect dtead
circadian period on the total swimming activityfigsh and Model 2 was set up to assess the effetrtaté and

the migratory behavior on the total swimming ad¢yiaf elvers.



Biometry and foraging according to initial migratqrattern

At the beginning of the experiment, M- fish tendedbe slightly lighter 272/s 289 mg (p-
value =0.3, T-test) and slightly smaller 66§€668.9 mg (p-value =0.07, T-test) than M+ fish,
but differences were not significant. No differenae specific growth rate appear significant
between M- and M+ glass eels, neither between3 nmnths (mean valu@27vs0.31, p=
0.49 nor between 3 to 7 months (mean valu&lvs0.27, p= 0.5Y. While during the first 3
months, both M- and M+ fish were eating the sanmalmer of blood worms (mean value : 29
vs 27 blood worm per day per migratory group, p-vatu8.35) this was not the case from
March to July. During this second period, M- figle a third more than M+ fish (mean value

throughout 4 months 44 31 blood worm per day per migratory group, p-vatu001).

Activity

Wilcoxon-test revealed that the percentage of tBpent in activity during darkness was
significantly higher than during daylight for thiest 2 trials (T, p-value < 0.001; 4 p-value

< 0.001, Fig. 31). Conversely, it was not significat T and T (p-value > 0.1). Overall, the
percentage of time spent in activity was highetirdunight time (28%) than during day time
(18%) (Fig. 31, Table 4 Model.1-SHR p<0.001).

The level of activity changed according to triaNocturnal activity tended to decrease after
T1 while diurnal activity tended to decrease at(Hig. 31, Table 4 Model.1-SHR, p=0.052).
Comparing activity patterns according to initialgnaitory pattern, the level of activity of M-
fish was higher than the level of activity of Mslfi (Fig. 32, Table 4 Model.2-SHR p<0.001)
and the interaction with time (trial date) was sighificant (Table 4 Model.2-SHR p<0.57).
Except at §, it should be noted that activity was still sigeaintly higher (Wilcoxon-test, p-
value < 0.01) just after the artificial “dawn” (nmreaf 8h= 23 %) when compared to the rest of
the day (mean of 10h, 12h and14h =17%) (Fig. 32)addition, level of activity changed
according to time with nocturnal activity that teddto decrease and diurnal activity that
tended to increase in the course of the study @igTable 4 Model.1-SHR, p=0.052).
Overall, the level of activity of M- fish was highthan the level of activity of M+ fish (Fig.
32, Table 4 Model.2-SHR p<0.001) but the interactwith time (trial date) was not
significant (Table 4 Model.2-SHR p<0.57).

Growth rate
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Fig. 32. Mean time spent swimming (%) for both ratgry groups (M- and M+) during the different saimgl

time of a) the day and b) the night.

Paramerers estimated value p-value % *

SGRy;

Weight To -0,001 <0.01***

Bws 0,028 <0.01*** 50

Activitys -0,310 <0.01***

Bws; x Activitys -0,010 >0.2
SGR,

Weight T3 0,001 <0.01***

Bws 0,023 <0.01*** 30

Activity g 0,296 <0.01***

Bwe X Activityg -0,024 <0.01***

Table 5: Results of the general linear model witkea effects. The first model was built to asséssitmpact of
initial weight, food intake (B4 and activity at 3 months on the SgERThe second model was built to assess

the impact of weight at 3 months, food intake gBand activity at 6 months on the SER* Percentage of total
variance of the SGR explained by the model.



During the first period of rearing the initial wéigof fish was negatively related to the SGR
3. Conversely, during the second period, the weigt8 atonths was positively correlated to
SGRy7(Table 5).

The number of blood worms ingested by glass eglrabnths (Trial 3) was positively related
to the growth rate achieved by individuals durithg ffirst 3 months (SGR, Table. 5),
whereas the time spent swimming was negativelytegldo the SGR; (Table 5). The
interaction effect between food and activity was significant. Thus, the growth of fish was
negatively correlated to activity no matter thedontake.

The number of bloodworms ingested by each glasste@lmonths (Trial 6) was positively
related to the growth rate achieved by individuad$éween M and My (SGRy.7, Table. 5).
During this second period of rearing, growth rataswalso positively related to activity.
Moreover the interaction between prey eating antiviac was significant (Table. 5).
Analyses of food intake against growth rate foh feategorized according to their activity
level, indicate that the relation between food ketand growth was null when the level of
activity was high, but became positive at low leg€lactivity. However, highly active fish
still displayed a higher growth than more quietiwdlals. Adding the variable “day/night”
for the activity did not improved the model (high®iC with this variable) at both 3 and 6
months, thus this variable was discarded from boddel.

Discussion

This study, by focusing on early behavior of glasts under laboratory conditions, showed
that activity impacted individual growth rate diféatly according to ontogenesis.

Night/Day Activity

Glass eels from different eel’'s species are knosvdisplay a strong negative phototaxis in
both natural (Creutzberg, 1961; Jellyman, 1977, n§zel985; Gascuel, 1987) and
experimental condition (Dou and Tsukamoto, 2003rdBanetet al. 2003, 2005a). In the
present study, nocturnal activity of glass eel#pn§uilla anguillawas almost twice that of
diurnal activity (34%vs 19% of total observed time) after one month intieéy. Dou et al.
(2003) also showed that activity was enhanced durnight time inAnguilla japonica
Nevertheless, in their experiment aiming to deteatg the influence of temperature on
activity, these authors also showed that this emtdd pattern was remarkable for temperature

above 15°C. In our experiment conducted at 12°€ ptrerall time spent in activity was
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much higher than in all conditions tested (15°C;Q@nd 25°C) by Dotet al. (2003),
suggesting behavioral differences between spebigswere not expected. In yellow eels,
direct observation made in Florida cave-spring afsticated that individuals were more
active during the night and readily changed behaai@awn and dusk (Helfman 1986).
Throughout the glass eel development, nocturnavigctended to decrease, while diurnal
activity tended to increase (SHR-test, p=0.052)u md Tsukamoto (2003) reported that
glass eels usually came out at night to foragesTiue cannot rule out that the decrease of
nocturnal activity in the present experiment warkdid to the fact that food was provided
during daytime (to allow behavioral observationpwéver, Sorensen and Bianchini (1986)
also observed that elvers Ahguilla rostratamight progressively become active during day
time as they colonize the watershed. Following dd&00 sampling), glass eels were still
more active than the rest of the day (p-value 4)0.Bven, if we do not built periodograms,
our data support that swimming activity in glaskal elvers follows a nycthemeral rhythm,
with a peak of activity in the middle of the nightshould be noted that ten fish displayed an

overall higher activity level than other individealuring both night and day.

M+/M- Activity

Glass eels selected according to their high prapetes move with the flow (M+) were less
active throughout the experiment than glass edéxtsel according to their settling behavior
(M-) (SHR-test, p < 0.001), but their nycthemeraktprn was similar. This difference of
overall activity between migratory groups may appeazzling. Nevertheless it should be
noted that using the same apparatus (flume), Budea@iolombieret al. (2009) showed that
most glass eels described as M+ still conservenl tlegative rheotaxis (58% of the fish)
when placed in an annular aquaria with water canreversal every 6.2 hours to mimic tidal
cycles. On the contrary, 75 % of glass eels desdrds “M-" displayed a positive rheotaxis
when placed in the same annular tank. Fish thaewanmming in our experiment were
mostly those that used the small water currenttedeby the circulating pump (as observed
by Bardonnett al. 2008 in similar conditions). Thus it is logical tonclude that many M-
fish conserved their positive rheotaxis throughtout, while the majority of M+ fish did not
exhibit such behavior.

Growth rate
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During the first period of growth and for a similate of feeding, highly active fish (n = 10, 4
M+ and 6 M-) grew less than other fish (Fig. 33a)that case, high activity level depresses
growth. This was not observed during the secont@ewhere similar performances were
observed between highly active and quiet to modbratctive fish at similar feeding rates
(Fig. 33b).

Glass eel corresponds to a particular phase of ombgenesis after leptocephalus
metamorphosis. They start their migration fromnhauth of the estuary, up to the tidal limit,
and progressively pigment to reach the elver s{ggeng eel). During metamorphosis they
also complete their morphological changes and éaspe¢hey shorten and loose weight.
Hence, growing and metamorphosis were potentiallgracting. During the first period of
growth (My)-M3), glass eels were still in the course of metamasgh(at M, 45% belong to
the 5B-6A0 pigmentary stagas,quite early in the metamorphosing process) andfathem
were probably not yet ready to eat live blood wo(B%% eating fish during the diurnal set of
observations around;;Tagainst 80% and 88% respectively, one and twotinsolater). The
negative link between size atoMnd SGR ; indicates that fish were possibly in a catch-up-
process, in relation with metamorphosis. At # among the eight highly active fishe(
50%) were fasting during direct observations. Imparison, 70% of less active fish were
fasting. Thus, active fish were not especially latstarting feeding. Accordingly, additional
cost of being active would have deleterious eftatiweight gain during the first months in
freshwater.

Interestingly, while the lightest glass eels wdrese with the better growth during the first
months of experiment, the biggest ones at 3 monthre those achieving the highest growth
rate between 3 to 7 months. This pattern couldxdpéaged by the progressive establishment
of a hierarchy at the aquarium scale, with biggestopolizing food. The monopolization of
food by dominant is a well known phenomena (Hir®)7) and was reported to be related
to size in many fish species (Francis, 1983, Grandt Guha, 1993; Maclean and Metcalfe,
2001; Hamilton, 2002). The increase in weight wvac&a within aquaria at Msupports that
such a hierarchy also takes place in eel (Fig. B4jhat species, the importance of size in
dominance and food access was also demonstrapairitournament, with elvers that were at
least 1.5 the weight of their oponent beeing thetragressives (Knights, 1987).

For many fishes, skewed size distributions are igdiyereported to be the consequence of
social interactions. For instance, Nakamura andaKas (in Wohlfarth, 1977) showed that
communally-held carp fry displayed huge size vasratompared to those rose individually.

Others factors might have been involved in difféismgrowth rates between individual.
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The role of different ISMR has been highlighted iB@nd Magnan, 2002; Arnotet al.
2006), but others genetic factors (considering &R is partly heritable) might also
explain theses differences. Wickins (1985) shoviradl hewly caught elvers raised in isolation
presented higher growth variability that thoseedign communal tanks. At the sub-cellular
scale, Pujolaret al. (2005) demonstrated that heterozygosity for sorthezyanes was
associated with high growth rate, but this accadinfier only 5 % of the growth rate
variability between individuals.

At the group level, M+ and M- fish did not exhibéiny difference in their growing
performances, despite the marked difference irr thaivity level. In the course of the first
period, activity was negatively related to growfftcordingly, M- fish should have grown
less than M+ fish, which was not observed (onlymadency). However, growth rate also
depend on starting weight and feeding, which bo#ly imave enhanced growth rates in M-
fish as they were slightly lighter and eat a bitrenblood worms (both having a positive effect
on growth rate, Geffroy and Bardonnet, 2012). Diesphe fact that these were only
tendencies, they were probably sufficient to magkifference in growing pattern between
M+ and M- due to activity level.

During the second period, growing rate might haeerbenhanced for M- that ate a third
more than M+ fish. At that time, growth rate of g active fish was similar no matter their
food intake. Conversely, growth rate increased ¥atid intake for fish that were quiet. Thus,
the benefits of eating blood worm might have beighdr for quiet fish (higher proportion of
M+ fish) than for active fish (higher proportion BF fish). In addition, M- fish were lighter
(347 +85) than M+ fish (389 419) at & and for this growing period, starting weight was
positively related to growth. Therefore, the lowazight at M, as well as the lower benefits
of food intake for most M- fish might have counbattanced the positive effects of feeding a

lot.

Conclusion

Despite the overall difference in mean activityvbetn M+ and M- fish, the initial migratory
strategy of each fish did not appear to accounthmimcthe sharply distinct pattern of
locomotor activity detected later (10 individualery active against 50 quieter fish). The
nychtemeral activity pattern reported for highlytiae fish appeared to be relatively stable

over time (Fig. 35).
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Huertas and Cerda, (2006) noted that fish that wkept at low density were less active that
those reared at high density. Present results stigigat activity level might not be directly
related to the density of fish, but would ratheranentrinsic characteristic of each individual.
However, it remains possible that an entailmergafbccurred resulting in a global increase
in the proportion of active fish (Schjoldehal. 2006).

Edelineet al. (2009) also dissociated two distinct contingerftglass eels after entering the
estuary; one contingent with high locomotor acyivénd the other with low locomotor
activity. These authors suggested that these sastire controlled by genetic and endocrinal
characteristics of each fish. Presents resultsirar@greement with this theory, since this
behavior was consistent at the circadian scalealsotseems consistent over a long period. In
the experiment of Edelinet al. (2009), high level of activity was related to thelection of
habitat with low salinity, while the converse alsold true (low level of activity linked to
preference for saltwater habitats). These authoopgsed that the settling of fish in the
different part of the watershed (upstream or doweash) could differentially impact the
growth rate of these fish and then play a cruci@e rin sex differentiation. Indeed,
consequences of differential growth rate betweerersl might directly influence sex

determination in this species (reviewed in Davey a@llyman, 2005).
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Chapitre 3

Synthese Article 3Normes de réaction comportementale et syndrome

comportemental chez I'anguille : quand la stabdiéd’activité se heurte a la

variabilité de l'agressivité

Questions: Les niveaux d’'agressivité, de grégarité et d'agidifferent-ils entre individus ?
Dans quelle mesure ces comportements sont staldescehérents dans le temps ? Existe-t-il

un syndrome comportemental chez les civelles/aletteit ?

Résultats: Le comportementles individus arrivés a I'automne a été suivi paehd@amois au
cours de 4 différents trials a 1, 2, 3 et 6 moiss Mifférences inter-individuelles dans les
modeles linéaires généralisés avec effets mixsguatium + individus). Aucune cohérence
dans le comportement grégaire n’a été détectéd,ocdre des individus n’est pas conservé
dans le temps. De la méme maniere, I'intensitéaggessions varie dans le temps de facon
différente en fonction des individus. En revancbien que l'activité de nage diminue au
cours du temps, ce changement concerne tous lesopsi de facon identique. Ceci met en
avant le fait que les individus présentent la mémeme de réaction pour ce trait de
personnalité. De facon remarquable, les indivigaissdlus actifs sont généralement aussi les
plus agressifs (rho de Spearman = 0,2; 0,72 ; 0et10,79 pour les Trial 1; 2; 3 et 4
respectivement), ce qui souligne I'existence d'ymdsome comportemental chez les civelles.
Bien que les individus ajustent leurs comportemedtagressions en fonction de
I'environnement de sorte que I'ordonnancement aiturbé, le groupe d’'individus parmi les

plus agressifs au temps t contient les mémes ohasvau temps t+1.

Conclusion: Il semble donc que les individus les plus actifiest aussi les plus agressifs et
ce, dés les plus jeunes stades. Cela peut avoicahsgquences en termes de dominance et
potentiellement de différentiation sexuelle. Pagreple, chez le cichlidé Mida€ichlasoma
citrinellum), le sexe est déterminé en fonction de I'environeet social et de la taille des
poissons. Les plus gros individus deviennent mateempéchent les petits individus de

croitre normalement ; ces derniers deviennent &onelles (Francis et Barlow 1993).
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When consistency in activity meets inconsistencgggressiveness
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Abstract

Consistency in a given behaviour is the main prastg for the inference of it as a
personality trait. In adult eels, dominance is nftemked to body size, but it is not known
whether aggressiveness could differ between juggnihdividuals (glass eels) of the same
size range. Activity and gregariousness might alsange during the course of ontogeny. In
the present study we investigated whether actigtggariousness and aggressiveness were
consistent over time and whether these behaviduaits were correlated to each other.
Overall fish become more gregarious and less adtivéhe course of the 7 months of
monitoring.

While activity level appeared to be consistent ausle, aggressiveness was not consistent.
Accordingly, locomotor activity could be an intriascharacteristic, whilst individuals may
adjust their level of aggressiveness to cope with docial environment. Nevertheless both
behaviours were correlated to each other in thaseoof the experiment, underlining a
behavioural syndrome. Present results also praswtience that when roughly separated into
two levels of aggressiveness, individuals remainethe same group over time. Therefore,
two distinct behavioural groups can be identifiadjuveniles’ eels: aggressive and active

individualsversustheir counterpart.
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Introduction

Observations of inappropriate behaviow.g( being bold in the presence of predators)
exhibited by some individuals in a given situatibas led behavioural ecologist to propose
that behavioural traits were not as plastic as iptsly thought (see Sibt al. 2004). The
notion of behavioural syndrome and personality g®eer from these considerations.
Personality is defined as consistent individuaffedlénces in behaviour across time and
context (Bergmduller and Taborsky, 2010), wheredsabi®ural syndrome refers to as a suite
of correlated behaviour across situations (eitloatext or time) (Silet al. 2004). While first
identified in monkeys (e.g. Chamoe¢ al. 1972), inter-individual differences in behaviour
were then detected in a range of species, includisiy Indeed, first evidence of a
behavioural syndrome in the three-spined stickleb&asterosteus aculeatusas reported
by Huntingford (1976 a,b). Despite the fact thas #pecific term was not used four decades
ago, the author already suggested that both baddaed aggressiveness might have been
somehow linked, conducting individuals to expreagous levels of fearfulness (Huntingford
n°2, 1976a). This study provided compelling evidetiat individuals differed in a number of
behavioural patterns and that these differencesairesd consistent over several time-scales.
From an adaptive point of view, the conservatiorsae different personality traits (PTs)
throughout evolutionary times (Gosling and Johnd99implies that these PTs conferred
various advantages at the population level accgrttirthe environment. For instance, asocial
individuals have a better fitness when density While the converse applies when density
is high (Coteet al. 2008). Gregarious behaviour could have direct egnsnces on growth
rate (Geffroy and Bardonnet, 2012) and avoidanceretiators (reviewed in Krause and
Ruxton 2002). Nevertheless, this behaviour may imldoce short-term cost, such as increase
in disease spread (Watts and Strogatz, 1998) andease in parasite transmission
(Otterstatter and Thomson, 2007). Accordingly, efight life history trade-offse(g growth,
fecundity) were likely to generate personality (Biand Stamps, 2008). Currently, most
studies on the subject have focused on the bolashyinuum (Warcet al. 2004 Brown et al.
2007). However, in forming group of juveniles, ah®T such as aggressiveness, might have
been more important for the establishment of aanatry that will further determinate access
to mates, shelter or food. Direct (contacts) oirext (visual) information about a potential
opponent could also participate to the gradual ldgweent of a PT, by allowing to avoid or to

provoke social conflicts (Magnhagen, 2006, Bergeridind Taborsky, 2010). Thus studying

71






PT at the juvenile stage and during the formatibra social group is relevant to further
understand behavioural processes that accompamabontogeny.

Adaptation to a novel environment or situation @ebural plasticity) that is linked to the
life history of each species could also not be rgdovhen investigating animal behaviour. At
the population level, it has been shown that n@std aggressive animals do better in stable
environments, while plastic non-aggressive aninusbetter in fluctuating environments
(Koolhaas et al 1999). Because both individualibtaland individual plasticity in behaviour
across situations (time or context) are closeljkdd) empirical studies of personality
introduced the notion of behavioural reaction nor(B&RNs). These BRNs refer to the
concept of reaction norm (Weiss, 1999) and cornedfo the set of behavioural phenotypes
that a single individual produces in a given se¢mfironment (Dingemans al. 2009).

The eel, which is characterized by a remarkablymerlife history, provides an interesting
model to explore BRNs during the ontogeny procksieed, as soon as the glass eel stages
(55 to 80 mm) differences in activity pattern weetected, with some individuals exhibiting
a negative rheothaxis (Wippelhauser and McClea98/)Land other displaying a positive
rheotaxis when entering the estuary (Creutzber@l)l9 ater, activity, gregariousness and
aggressiveness might also be greatly influencedhlyenvironment (biotic and abiotic).
Indeed, temperature, which is recognized to inftgeactivity and aggressiveness in most fish
species, is also the major factor triggering upstrelispersal in elvers (young eels > 80 mm)
(White and Knights, 1997). In addition, density-degdant factors were also shown to
influence the migration pattern of fish (Lobon-Gearv1995; Briancet al. 2005b; Ibbotsoret

al. 2002). Thus, it is thinkable that different lewé#laggressiveness should contribute to the
different use of the watershed.

In the present study we investigated, within theNBRramework, whether 3 distinct PTs,
namely aggressiveness, gregariousness and actwéye consistent or not over time in
developing eels (from the glass eels stage to Wer stage) and how this related to the
ecology of this species. A few studies investigatesv correlations among different PTs
changed across ontogeng.d Carereet al. 2005, Johnson & Sih, 2007). In the present
experiment we aimed to find a behavioural syndroimejuvenile eels by monitoring

behaviour of each fish and testing correlations regrdtifferent PTs over 7 months.
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Materiel and Methods

This experiment was designed to assess behavicomalstency of eels over time. To do so,
1300 glass eels were collected on Novemb&r2®9 at the entrance of the courant d’Huchet
estuary (Molliet, South-Western France, 43°51’ RR3L W) at the beginning of a nocturnal
flood. On the morning following their capture, thegre placed in an experimental flume to
be sorted according to their propensity to mignaith the flow or to remain sedentary
(Geffroy and Bardonnet 2012). Then, 64 randomlyseimandividuals (32 that were sedentary
and 32 that migrated with the flow) were measured.6 cm) and weighed after blotting
(Sartorius CP 153 balance, £ 1 mg). Four aquafac(d long, 25 cm large and 25 cm high)
per migratory group were filled up to 15 cm highngsriver Nivelle water. Water was re-
circulated through filter and UV light. In each kareight pieces of artificial vegetation
mimicking Elodaeshelters (10 cm high) were placed on the aquarlaor,fregularly spaced
along a line at 5 cm from the front glass of theiaaqm. Eight individuals were marked
using 4 Visible Implant Elastomer (VIE tag) of @ifént colour (red, yellow, blue and orange)
implanted subcutaneously on either the belly orlthek of each glass eel. These tags were
chosen because they were previously shown not fmadmeither survival or behaviour
(Imbertet al. 2007). Each group was composed of eight markegidwls that were placed
in 8 aquaria. Glass eels were acclimatized forweek before first behavioural observation.
They were fed with live bloodworms (BW)hironomus plumosu§he amount of delivered
and consumed BW per aquarium and per day was nofethperature was recorded using
VEMCO thermometers (1 measure per hour) throughitwt experiment and mean

temperature was 11.7 + 0.7.
Behavioural observation

We observed fish over four distinct trials (triaktial2, trial3 and trial 4 respectively in

December 2009, January, February and June 2010)ndothe 3 first trials, fish were

observed over 9 days divided in two periods of 8 4rtonsecutive days. For the trial 4, fish
were observed over 6 days. Direct behavioural @asien took place while seated motionless
at 70 cm away from the front of each aquarium, dwg any visual disturbance. Personality
Traits were quantified twice each day, once in ith@ning (11.0-11.50) and once in the
afternoon (13.00-16.30). During the morning samgplieach aquarium was observed 5

minutes and the activity (swim or rest) of eaclsglael was noted (1 or O; they rarely

73






exhibited a mixed activity. In that case, the mi&yobehaviour was chosen). For those fish
that were resting, the number of contacts that medubetween fish (gregariousness) in either
shelter or floor was recorded. In agreement witrevious study (Bardonnet al. 2009),
aggressive behaviour was extremely scarce outs$idefdeding period. To enhance the
probability of observing these events, food itetive (bloodworm) were delivered one by one
during the 20 minutes of the afternoon monitoriggch time that a bloodworm (BW) was
consumed, another one was added into the aqudrir@e Tspecific aggressive interactions

were identified in keeping with a previous studyf@onneet al. 2009):

* A nose push, where the focal fish push the eatidiyidual
* A stole, where the focal individual grabs or trtesgrab the BW from the mouth of
another individual

* A bite delivered toward the eating individual

All these aggressive acts, delivered or receivectwecorded using a vocal recorder and done
by the same observer (BG). The number of BW eateedth individual was also noted.
During the period of observation, fish were fedhalf their normal appetite to be sure that
feeding occurred during daylight observation (magiovere completed after the afternoon
monitoring) Glass eels were weighed and measured 8f months (just after behavioural
observation of trial 3) and at the end of the expent Throughout the 7 months, 4 of the 64
glass eels died in different aquaria. This was yresbly due to illness or starvation rather
than consequences of aggressive acts, since nardites were detected. These individuals

were not taken into account for data analyses.

Data analysis

Activity was the sum of swimming counts during eacal (with a maximum of 9 counts per

trial). The number of aggressive acts deliveredgi@ssiveness) by each individual was
summed during each trial as well as the numberoatact for a focal fish (gregariousness)
with other fish(es). In order to test for a potahtlifference in behaviour between individuals
over time we used a generalized linear model witketh effects (fixed and random, Ime4)
with an offset to take into account the duratioreath trial (which differed). Each trial was
used as a factor and was considered as a timeAaaibrding to the peculiarity of the studied

variables that were counts, the distribution usehixed GLM was either Poisson or
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Models Df AlIC logLik Chisq Df p-value

(1) Activity~trial + (1|Group) 5 107.97 -48.986

(2) Activity~trial + (1|Group/ind) 6 104.15 -46.075 5.82 1 0.016*
(3) Activity~trial + (trial|Group/ind) 24 137.84 -44.921 2.31 18 1

(4) Aggressions~trial + (1|Group) 5 2319.79 -1154.89

(5) Aggressions~ trial + (1|Group/ind) 6 1693.00 -840.50 628.79 1 <0.001**=*
(6) Aggressions~ trial + (trial|Group/ind) 24 746.46 -349.23 982.54 18 <0.001***
(7) Contacts~ trial + (1|Group) 5 868.63 -429.31

(8) Contacts~ trial + (1|Group/ind) 6 796.05 -392.03 74.57 1 <0.001***
(9) Contacts~ trial + (trial|Group/ind) 24 572.26 -262.13 259.79 18 <0.001***

Table 6: Models estimating activity, aggressiond gregariousness over trials: models 1, 4 and 7 avitandom
intercept for the group (aquarium); models 2,5 8ndith a random intercept for individuals withinogips
added to model 1,4 and 7; models 3,6 and 9 witlndam slope between trial added to model 2. Corsari

between models was done using LRT.

Aquariums
1 2 3 4 5 6 7 8

30

20

60

: AA%%%/\%A

0.0-

Gregariousness

Aggressiveness
N
o
1

Activity

Fig. 36. Predicted values of the best models (an@ 9) for gregariousness, aggressiveness andtaactixer

time (trial 1, 2, 3 and 4) for each aquaria.



binomial with the corresponding natural link. Whe group (aquaria) was added as a fixed
effect, we detected differences in mean value dfb®ur between groups. Thus, a random
intercept was created for the group variable infits¢ model (the null model). Three models

were tested to explain behaviour (Aggressivenessgd@siousness and Activity):

e Mod1 (called the null model): random intercept foe group variable and trials as
fixed effect

* Mod2: To test inter individual differences in belmawal score, we added to Mod1 a
random intercept for individuals within groups.

* Mod3: we added to Mod2 a random slope by triatesb for behavioural consistency.

The goodness of fit was analyzed using associasitiuals with specific tools for non-
Gaussian distribution called half-normal plot, them a re-sampling method to calculate
theoretical quantiles (Hinde and Demétrio 1998hc8ithese models are nested, we used a
likelihood ratio test (LRT) to test for the effesfteach term (Wesdt al. 2011).

In order to test for correlation between activitypdaaggressiveness, we first calculated
predicted values of our best models. Then, we coetppredicted values for aggressiveness
and activity at each time (trial 1, 2, 3 and 4)ngsbpearman correlation test similarly to what
was done in Bircet al. (2010). Body size (weight or length) at the stagfore trial 1), the
middle (after trial 3) and the end (after trial @) the experiment, was also correlated to

predicted values of aggressiveness, activity amgag@usness using a Spearman test.

Results

The activity score differed significantly betweerdividuals within groups, since adding a
random intercept for individuals significantly ingwed the null model (model 2 better than
model 1, Table 6). However, adding a random slagendt improve significantly the model
(model 2 better than model 3, Table6). Thus, tbpesbetween trials was considered to be the
same for all individuals and rank order was consgrgver time (Fig. 36). Aggressiveness
differed between individuals within groups (modebétter than model 4). In addition the
slope differed between trials in the best modeldet® better than model 5, Fig. 36), which
implies that rank order was not conserved over tiw&hin individual differences).
Gregariousness differed between individuals withioups (model 8 better than model 7,
Table 6), but also within individuals (model 9 leetthan model 8, Table 6, Fig. 36).
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Models Fixed effect Estimate SE z-value p-value

(2) Activity~Trial + (1|Group/ind) Intercept -2.07 0.49 -4.2 <0.001
trial2 -0.41 0.56 -0.7 0.46
trial3 -0.51 0.57 -0.9 0.37
trial4 -1.27 0.67 -1.9 0.05*

(6) Aggressions~trial + (trial|Group/ind) Intercept -2.84 0.48 -5.9 < 0.001***
trial2 2.33 0.49 4.7 < 0.001***
trial3 3.24 0.55 5.9 < 0.001%**
trial4 0.81 1.08 0.8 0.45

(9) Contacts~trial + (trial|Group/ind) Intercept -0.57 0.18 -3.1 < 0.01*
trial2 0.16 0.16 1 0.31
trial3 0.27 0.25 11 0.29
trial4 1.19 0.28 4 < 0.001***

Table 7: Estimates of the fixed effects (trials) h@est models 2, 6 and 9.



In the best models (model 2), overall activity diot significantly decrease between trial 1
and trials 2 and between trial 1 and trial 3. Hogrewnean activity was significantly lower in
trial 4 when compared to the initial activity (Tabl7). In the best model (model 6),
aggressiveness significantly increased in trialn2l 8 when compared to trial 1. Then,
aggressiveness decreased in trial 4 to reach Wieé damilar to that observed in trial 1 (Table
7). In the best model (model 9), gregariousnessifssgntly increased only in trial 4, when
compared to trial 1 (Table 7).

Estimated values of activity and aggressiveness fach best model (model 2 and model 6)
were positively correlated between each otherénttial 2 (rho = 0.72, p-value < 0.001), trial
3 (rho = 0.41, p-value < 0.002) and trial 4 (rh6.%9, p-value < 0.001) but not in trial 1 (rho
= 0.2, p-value =0.12). We did not detect any sigaiit relationship between size and
aggression level over the experiment, despite detay of small/lighter fish to be more
aggressive during trial 1 (length, rho = -0.24,gue =0.06; weight, rho = -0.21, p-value
=0.11). Predicted values of gregariousness werdiyelg correlated to initial size in trial 1
(length, rho = 0.27, p-value =0.04; weight, rho.£2) p-value =0.35), but not in other trials.

No correlations between size and activity were tbun

Discussion

Activity, aggressiveness and gregariousness ddfdretween individuals within aquaria

(different intercepts). Rank order consistency diree was observed for activity, indicating

that all individuals displayed the same BRN. Coseby, specific behavioural responses were
observed for some individuals while others exhibisharply different responses in both
aggressiveness and gregariousness, highlightingeat dpehavioural plasticity over time.

Nevertheless, at each trial (excepting trial 1, whaggressiveness was probably to low),
aggressiveness was positively correlated to agtivdointing out the existence of a

behavioural syndrome in juvenile eels.

While context was considered as equivalem. 6ame number of individuals, experimental
feature, temperature), the mean score of the 3siigpated behaviours differed between
aquaria. This finding underlined that conspecifiogght also have been considered as
“context”, as proposed by Magnhagen (2007), scafasocial stimuli might have changed
from an aquarium to another. Thus, differences betwaquaria in rank order consistency in

both gregariousness and aggressiveness could hage &rom different “personalities” or
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“delivered stimuli” within the randomly formed grpuConversely, activity might have been
less under conspecifics’ influence in this species.

Studying the gradual establishment of PTs withakiinty the social environment into account
might produce sharply different results. For insgnin two strains of rainbow trout
artificially selected for their physiological anelmvioural responses to stress (high HR and
low, LR, cortisol response, Pottinger and Carrick99), isolated fish from one strain
exhibited the same locomotor activity than thosenfrthe other strain (Overéit al. 2002).
However, when kept in group (n=30) LR fish exhiditeigher level of activity than HR fish
(Schjoldenet al. 2006). Thus, social interactions might have actedirfor differences in
locomotor activity between both groups. Interedtingh another experiment involving both
selected lines, LR fish were shown to be more agive than HR fish (Pottinger and Carrick,
2001). Aggressiveness and activity are often rdlate each other, likely through
physiological factors. In the present experimenpoaitive correlation was found between
activity and aggressiveness, but no links were dobatween these PTs and the biometric
characteristics of individuals. Nevertheless, wencd rule out that other physiological factors
were associated with these behavioural patterns.ifstance, thyroid hormone level was
shown to be positively correlated to climbing babav in glass eel (Edelinet al. 2004,
2005, 2006) and elvers (Imbettal. 2008).

The correlation strength between aggressivenessetiuty varied throughout eel ontogeny,
obviously in relation to individual inconsistency iaggressive behaviour over time. In
stickleback, Bell and Stamps (2004) showed thadrieds was correlated to aggressiveness,
but individuals that were highly aggressive anddbas juveniles were not necessarily those
that were highly bold and aggressive as adults. &kistence of a positive relationship
between a consistent behaviour (activity) and aonsistent one (aggressiveness) in the
present study underlined the importance of beirapst to cope with the environment.
Indeed, while one behavioural trait might confevattage in a given situation, it can be
deleterious in another situation. Activity level pgjars to be independent of the other
individuals, while aggressiveness toward conspecifight have changed according to the
potential opponent and/or to the motivation of eeleallenger to gain food. Indeed, plasticity
in aggressiveness may have first arisen due tmékessity to obtain food, since aggressive
acts were mostly observed when food was delivareteveloping glass eels (Bardoneeal.
2005c, 2009). In an experiment where yellow danselvere raised alone, aggressiveness
was consistent in different contexts (temperatwig)e the level of activity of each individual

varied but both were positively correlated (Batoal. 2010). Extending the reasoning of
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authors, it can be suggested that contextual pigsin activity pattern was the consequence
of different BRNs linked to their different sensity threshold for temperature. Conversely,
the same BRN regulated aggressiveness, possiblgubectheir temperature sensitivity
threshold for aggressiveness was the same. Inthisrindicated that fish may have adjusted
differentially their behaviour to cope with the awvwment (biotic/abiotic), but a behavioural
syndrome still persisted. Similarly to the envir@mty ontogenesis can also influence
behaviour, since the overall activity decreaseithénsame time than gregariousness increased.
In all cases, individual stability (slope = 0) wast detected in any of the PTs investigated,
indicating that in eel, behaviour was invariabhkied to ontogeny and social environment.
Whatever the aquaria, 13 % of the individuals (B/8&played very high level of
activity over time and were also highly aggressioenpared to the other. The consistency in
activity over time meant that this behaviour casilgabe predicted. This is of particular
interest for the ecology of this species. Once tidal limit crossed by glass eels, the
watershed colonization processes would be charaeteby two distinct phases (Ibbotsen
al. 2002). Firstly, elvers would disperse upstreanoetiog to a density dependent process.
Secondly, yellow eel randomly diffuse in the walbed, either downstream or upstream.
Feunteunret al. (2003) proposed to distinguish two sub-groups,“theneers” that migrate
upstream of the watershed whatever the densitytlamdenvironmental conditions and the
“founders” that migrate inshore until they find aitable and free habitat. So, in the wild
some individuals displayed a high level of activatgparently not linked to environmental
condition. The difference in activity pattern beemethe two groups detected in the present
experiment and the persistence of this behavioer @vmonths supported Feunteeinal’s
hypothesis (up cited). The density dependent hygsishs often invoked to explain dispersal
(Lobon-Cervia, 1995; Briandt al. 2005b, Ibbotsoret al. 2002). However, it was recently
shown that density (either 50 or 12 ind)ulid not impact the percentage of elvers that were
migrating upstream (climbing behaviour, Imbettal. 2008). Present results are in agreement
with this observation. Indeed, the number of acfigh differed according to aquaria whilst
densities were similar (64 ind# Interestingly, Imberet al. (2008) also pointed out a very
high consistency in behaviour over 6 days (alm@s¥&of fish displayed consistent climbing
behaviour). The consistency in activity over a Idgimge period (7 months) and a short time
period (nycthemeral scale, Geffrogt al, unpublished data.) is of interest to predict
colonization and settlement into the watershed. r@lvehis suggests that the intrinsic
characteristicsi@. physiological and/or behavioural) of individuaiather than the density of

individuals, can explain why some elvers migratstrgam.
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Conclusion

The existence of a behavioural syndrome in juveadés is of importance in this species
characterized by environmental sex determinatidme $ex determination appeared to be
linked to the density of individuals and likely acced during the first months of freshwater
life (Huertas and Cerda, 2006). If we consider vidlials in the present experiment as two
groups, active/aggressive and their opposites fossible that those fish that were highly
active under our experimental conditions would hesé that in the wild will colonize the

upstream part of the watershed, where most femdéa®lop (reviewed in Davey and

Jellyman, 2005). For instance, Legault (1996) detksome elvers (6% of the recruits) 250
km upstream the estuary, highlighting the capaagitgome eels to invade the system within
their first months of freshwater life. We currenkgep these eels in order to know whether

these different behavioural traits will allow dissmating males from females.
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Chapitre 4

Svyntheése Article 4 Influence de la densité du réseau social suivksan relatif

d’agressivité chez le juvénile d’anguille

Questions: Dans quelle mesure la cohésion du groupe (fantdiaou densité du réseau
social) influence le degré d’agressivité des intligi ? Est-ce-que le degré de cohésion du

groupe influence la cohérence inter-individuells demportements agressifs ?

Résultats: A partir des modéles mis en place dans le chapitéeédent, les rangs des
individus en fonction de leur agressivité danshaps ont été déterminés. De plus la cohésion
du groupe a été estimée avec un indice de dehstgroupes (aquariums) composés du
méme nombre d’individus ont montré des différendesgrégarité et d’agressivité. Les
groupes pour lesquels la densité du réseau étpitisaélevée étaient les moins agressifs. De
plus, les groupes formés d'individus trées grégaigtaient ceux pour lesquels les
comportements agressifs étaient les plus cohédams le temps (c'est-a-dire les groupes ou

I'ordre des rangs occupés par les individus étaltajement conserve).

Conclusion: Il est possible que l'information sur les tendanagressives de certains
individus circule vite au sein des groupes tresésdh. Cette information est ensuite utilisée
pour ne pas étre “sur-agressif” envers des indsszidonnus pour étres plus forts (ou plus
agressifs), un principe connu sous le nom de “dgemy phenomenon”. Ces résultats
permettent de proposer un mécanisme qui entrairaraiabilité de certains comportements
via I'apprentissage et qui serait dépendant de 'emviement social. Ce dernier ne doit donc

pas étre sous-estimé lors d’études sur la perstdhaaimale.
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Abstract

The emergence of an animal’s personality may badhkalt of a trade-off between genetics
and experience. Nevertheless, personality traie kang been determined while ignoring the
social context, which could reasonably well, cdnites to the experience of an animal. It is
well known that individuals are able to modulateittbehaviour according to the context or
the social environment. For instance, many studibsw that familiarity diminishes
aggressiveness, although little is known aboutattteal underlying processes. In the present
experiment we hypothesize that familiarity may puesly influence consistency in
aggressiveness by avoiding over-aggressive adtsthrer encounters. To test this hypothesis,
we undertook a longitudinal study on individuallyarked juvenile eels (glass eels) and
monitored both aggressiveness and gregariousnes¥ auonths. As expected, groups of fish
well-connected to each other displayed an oveoalkl level of aggressiveness compared to
groups of fish that were less connected. In additiank order consistency in aggressiveness
was higher in groups of fish that were highly-coeted, compared to group of less-connected
fish. We propose that consistency in aggressivemepeerequisite for the inference of it as a

personality trait, may be highly influenced by thiial social context.
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Introduction

Differences in behaviour between individuals thhomigt time and/or contexts, termed
personality or behavioural syndrome, was deteated iange of species (Gosling and John
1999). Nevertheless, it remains difficult to disargle the “genetic” personality from the one
arising from experience. Heritability of some pewaidy traits (PTs) has been found in
several species (Ovest al. 2002, Drentet al. 2003, Browret al. 2007) and is likely to be
around 0.4 (van Oerst al. 2005). Accordingly, the genetic pool of an indivad cannot
alone explain the origin of personality and a negligible part results from previous
experience and/or environment (reviewed in StanmasGroothuis 2010) For instance, small
changes in temperature were shown to modify reefdiggressiveness and boldness, but rank
order was conserved at any temperature (8iral. 2010). Animal personality has long been
determined in apparatus where individuals were laémte or in a dyadic context (Johnsson
1997, Bell and Stamps 2004), without taking theada@mvironment into account (Wilson and
Godin 2009). While all these studies have provideasiderable advances on factors allowing
the emergence of PTs, they constitute only a “dmatpef a more complex social fabric”
(Krauseet al. 2010). The social environment, i.e. interspeatficconspecific interactions,
should not be underestimated when assessing betavidifferences between individuals
(Bergmuller and Taborsky 2010). Indeed, thererisngt evidence that individuals are able to
modulate their behaviour toward conspecifics andt teuch behavioural changes are
influenced by relations individuals previously h@ugatkin 1997).

Numerous studies have shown that long term relgligs between individuals were not
random and that individuals preferentially assordedording to phenotypic characteristics
(reviewed in Krauset al. 2000). However, independently of size, sex anduwmlthe choice
of a partner might also result from previous infatimn about this partner. Accordingly,
cooperation and foraging success were shown taenfle the assortative matching between
individuals (Dugatkin and Alfieri 1991 a,b, Dugatkand Wilson 1992, Swaney al. 2001).
These selective choices are at the basis of theepbrof reciprocal altruism introduced by
Trivers (1971). Regarding adaptive significance specific associations, familiarity was
shown to have direct fitness consequences by dgogeanortality risks (Milinski 1987) and
increasing growth rate (Sepptal. 2001).

There is currently very little information aboutethnfluence of the social network on
behavioural consistency. Matesgi al. (2010) investigated in an artificial network (wher

fish were separated by glass) how aggressivendbg &amese fighting fistBétta
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splendenswas modified according to the phenotypic charssties of the closest neighbour.
These authors detected that fish displaying vegh hevel of aggressiveness were consistent
in this behaviour no matter which neighbours thag,hwhile less aggressive fish modified
their behaviour according to their neighbours. Tbaverse (i.e. personality influencing the
social network structure) was demonstrated in aystavolving stickleback (Pikest al.
2008). Accordingly, the social network structureymeccount for differential experience
between individuals and studying the dynamic of éstablishment of the social network at
the earliest stage (juvenile) might be of inteneben studying PT (Stamps and Groothuis
2010, Krauseet al. 2010, Oosteet al. 2010).

Eel is a good model to investigate social netwdrlacsures, since (i) individuals are highly
gregarious from the earliest stage (the glasstagés 7 cm long) (Dou and Tsukamoto 2003,
Bardonnegt al. 2005c¢), (ii) contacts between individuals are dasyonitor given that glass
eels are often entwined together in shelters andséx differentiation occurs beyond 20 cm
in this species with environmental sex determimaf@dolombo and Grandi 1996, Mek4 al.
2006); thus, preferential association should notirifer to the sex of a partner in young
stages. The present study aims to examine thebltween familiarity and consistency of
aggressiveness over time in eels. First, we ingatiif individuals that are well connected
are generally less aggressive than those that teawer interactions. Secondly, we test the
hypothesis that familiarity can lead to behaviowahsistency in a given PT, in the present
case, aggressiveness. Glass eels were caughtattthace of estuary and randomly placed in
groups of eight individuals in similar aquaria. Mie implant elastomere tags allowed
tracking glass eels individually over time and bestitial interactions and aggressiveness

were monitored.

Material and Methods

(a) Experimental context

Glass eels (sample size, n = 1300) were capturétbuember 2009, at the beginning of a
nocturnal flood at the mouth of courant d’Huchetuasy (Molliet, South-Western France,
43°51' N, 1°23' W). On the morning following themapture, they were placed in an
experimental flume to be sorted according to tpeapensity to migrate with the flow or to
remain sedentary, defining 2 migratory groups (f&gffand Bardonnet 2012). Then, 64
randomly chosen individuals (32 that were sederdad/32 that migrated with the flow) were
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measured (z 0.5 mm) and weighed after blottingt(®ais CP 153 balance, £ 0.1 mg). Four
aquaria (50 cm long, 25 cm large and 25 cm high)npigratory group were filled up to 15
cm high using river Nivelle freshwater. Water wascirculated through filter and UV light. A
grid was placed under each tank, dividing it ins8@iares of 6.5 chio allow precise fish
location. In each tank, eight pieces of artificralgetation mimickingelodaeshelters (10 cm
high) were placed on the aquarium floor, regulapgnced along a line at 5 cm from the front
glass of the aquarium. Eight individuals per acquavere marked using 4 different colour
(red, yellow, blue and orange) of Visible Implantagomer (VIE tag) implanted
subcutaneously on either the ventral part or thsad@art. These tags were chosen because
they were previously shown not to impact eithevsal or behaviour of glass eels (Imbett

al. 2007). Each social group was composed of eighkedaindividuals that were placed in 8
aquaria. Glass eels were acclimatized for one wesfkre first behavioural observation.
Experiment lasted for 7 months and glass eels viedewith live bloodworms (BW)
Chironomus plumosu3he amount of delivered and consumed BW per aguaand per day
was noted. Temperature was recorded using VEM@@Dmbmeters (1 measure per hour)

throughout the experiment and mean temperaturelivdst 0.7.

(b) Behavioural observations

(i) Main behavioural characteristics in a socialissnment

Direct behavioural observation took place at 70 amay from the front of each aquarium
avoiding any visual disturbance. Fish were obsetwece a day, once in the morning (11.0—
11.50) and once in the afternoon (13.00-16.30)s$éeels are usually very active during the
night and in experimental condition, the end of therning was identified as the period
where eels are the quieter (Degani and Lee-GaltagB85, Deganiet al. 1989). Thus
observation of gregarious behaviour took placehat time (11.0-11.50), and each group
(aquarium) was observed for 5 minutes to identsl that were in contact with each other on
the floor or in shelters. During the afternoon shngp each group of fish was observed for 20
minutes to count aggressive acts between indivaddiating food distribution.

Food items (live bloodworm) were delivered one by during the 20 minutes of monitoring.
Each time a bloodworm (BW) was consumed, anotherveais added into the aquaria. Three
specific aggressive interactions were identifie#@eping with a previous study (Bardoneéet
al. 2009): a nose push, where the focal fish pustesiieg individual; a bite delivered by the
focal fish toward the eating individual; a stoldyeve the focal individual grabs or tries to
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grab the BW from the mouth of another individuall these aggressive acts, delivered or
received were recorded using a vocal recorder &géme observer (BG). The number of BW
eaten by each individual was also noted. Duringptiheod of observation, fish were fed at
half their normal appetite to be sure that feedingurred during daylight observation. Four
distinct measures were considered:

-Gregariousness = Total number of contacts for éabihwith other(s) fish

-Aggressiveness = Total number of aggressive attgetled by a fish towards other(s) fish
-Network density describes the extent to whichvittlials are inter-connected (cohesion of
the group) and is measured as the sum of tie valweded by the number of possible ties in
the network.

-Rank order consistency in aggressiveness descthmsextent to which rank order in
aggressiveness is kept constant over time. An irafestability is calculated as the mean
variance in rank order per group over time; it tak&o account the number of fish within
group (indeed 3 fish died in 2 aquaria during thaahths). As an illustration, in a group of 8
fish, given that one individual is ranked 1 ovee thtrials, and that another one is ranked 2,
then 6, 4 and 3, the mean variance in rank orderthis group is (variance (1,1,1,1) +
variance (2,6,4,3) + ... up to th& 8sh)/8s.

(i) Temporal measurement design

We observed fish over four distinct trials (trigl ttial 2, trial 3 and trial 4 respectively in
December 2009, January, February and June 201@®ringva period of seven months.
During all trials, aggressiveness and gregariousnese assessed for 9 days divided into two
periods of 5 and 4 consecutive days, separated8bly dxcept during the last trial where
aggressiveness was assessed for 6 days only (dilesking light during some afternoon

observations).

(c) Data analysis

Initial weight and size were compared between gsq@aguaria) using ANOVA. Differences

in aggressiveness between groups of fish for eaahwere assessed using the Kruskall-
Wallis test.

In order to test for a difference in aggressivenegsl between individuals over time, we used
a generalized linear mixed model (GLMM) to calcalaheir behavioural reaction norm

(Dingemanset al. 2010). Trials were considered as an ordinal véiahd were coded as a
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time unit. According to the peculiarity of the sted variable that was number of aggressive
acts, i.e. counts, the distribution used in GLMM swRoisson where the mean was
proportional to the trial duration. Hence, whemngsihe corresponding natural link function,

trial duration appeared as an offset. Three madete carried out:

* Modl (called the null model): To test for diffeoes between groups, we used

random intercept for the group variable and treadixed effect.

* Mod2: To test inter-individual differences in belawal score, we added to Mod1 a

random intercept for individuals within groups.

* Mod3: To test for behavioural consistency, we addedod2 a random slope by trial.
The goodness of fit was analyzed using associasmiuals with specific tools for non-
Gaussian distribution called half-normal plot (Ségtronic supplementary materigbased on a
resampling method to calculate theoretical quas{ildinde and Demétrio 1998). Since these
models are nested, we used a likelihood ratio (1eRT) to test for the effect of each term
(Westet al. 2011).

Rank order in aggressiveness for each aquariumbaels-calculated using estimated values
of model 3. The total number of aggressive acts ggeup was compared to rank order
consistency in aggressiveness per group using ar@pe test. Differences in gregariousness
between groups of fish and between trials weretessing Kruskall-Wallis test.

Spearman test was used to test for the correldtiemveen rank order consistency in
aggressiveness and mean network density. All statisanalyses were performed using R
software (R Development Core Team 2009), in pddicpackage sna for designing social

networks and package Ime4 for generalized lineatahwith mixed effects.

Results

(a) Groups characteristics

Initial weights and lengths per aquaria were simfeNOVA, weight: F s6= 0.40, p-value =
0.89; length : Fs¢= 0.86, p-value = 0.54). In a previous experiment lvad not detected
significant differences in aggressiveness and gragsness between migratory batches
(Geffroy and Bardonnet 2012) during the 3 first mhmsn However, gregariousness
significantly differed between groups of fish (agagat all trials (Kruskall- Wallis test, p-

values < 0.01). In addition, mean level of gregasitess was similar during the first 3 trials,
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Fig 37. Total number of contacts that occurredrdyuthe 4 trials at 1, 2, 3 and 7 months, respdgti®tatistical
differences between trials are represented by dettdlrs (Pairwise Wilcoxon Test p-value < 0.0(R&sults that
did not differ significantly are represented by #@me lower case. Box plots show the median reptesdy
lines, first and third quartiles as well as extrevaiies and outliers represented by open circlésidmithe box.

Mean values are represented by a full black circle.

Models Df AlC logLik Chisq Df p-value
1 Aggression~ trial + (1|Group) 5 2319.79 -1154.89

2 Aggression~ trial + (1|Group/ind) 6 1693.00 -840.50 628.79 1 < 0.001***
3 Aggression~ trial + (trial |Group/ind) 24 746.46 -349.23 982.54 18 < 0.001 ***

Table 8: Models estimating aggressions over triasdel 1, with a random intercept for the groupug@eaum);
model 2, with a random intercept for individualghim groups added to model 1 and model 3, withraloan

slope between trial added to model 2. Comparistwden models was done using LRT.



while it significantly increased in trial 4 (Pairs@ Wilcoxon test, Triall-Trial4 p-value <

0.001, Trial2-Trial4 p-value < 0.001, Trial3-Trigkdvalue < 0.001, Fig. 37).

The level of aggressiveness also differed betweeunps in trials 1, 2 and 4 (Kruskal-Wallis
test, p-values < 0.01) but not in trial 3 (Krusk#hllis test, p-values = 0.15). According to
model 3, the level of aggressiveness was highboih trial 2 and 3 when compared to trial 1
(p-value < 0.001), but no difference was detecttgvben trial 1 and trial 4 (p-value = 0.45).

(b) Modelling the evolution of individual behaviour

Adding “individuals effect” as a random variablenmodel 2 improved significantly the model

1 (lower AIC in model 2), meaning that, within eaafuaria, individuals differed in their
level of aggressiveness (Table 8). The slope aftereld between individuals and trials in the
best model (model 3, lower AIC than model 2, Ta@)lemeaning that estimated rank order in
aggressiveness was, on average, not consistentimarNevertheless, consistency differed
quite a lot according to aquaria (see the 2 exasnpiig.38b).

Variance in rank order for aggressiveness ovedttrals (which is a measure of consistency
of this behaviour) was positively correlated to thean number of aggressive acts per group
during the whole experiment and almost reachedifgignce (Spearman test rho= 0.71, p-
value = 0.058).

(c) Interaction between individuals

In all trials, network density was negatively céated to mean level of aggressiveness per
group of fish, but except in trial 2, correlatiomsre not significant (Spearman test Trial 1 rho
=-0.34, Trial 2 rho =-0.74 p-value < 0.05, Tigatho = -0.24, Trial 4 rho = -0.51).

A negative correlation (Spearman test rho= -0.5%alpe = 0.15) was detected when
comparing the overall mean network density to agglveness consistency (i.e. mean
variance in aggressiveness rank order over theals)tr Because gregariousness increased
over time and significantly differed in trial 4 {af 7 months of growth) when compared to
trials 1, 2 and 3, the mean network density for fingt 3 trials (Trial 1,2,3) was first
calculated and compared to mean variance in aggeeess rank order of the first 3 trials
(Fig. 39). Then, mean network density for 3 andahths (trial 3 and trial 4) was compared
to mean variance in aggressiveness rank order bat@@and 7 months (trial 3 and trial 4, Fig.

39). During the first 3 months, a significant negatcorrelation between mean variance in
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Fig. 38. a) Graph representing network dengifyqf two aquaria (A and B) over time (Trial 1, 2,a8d 4).
Nodes noted : VR, VB,VO,VY,DR,DB,DO,DY representlividuals according to their VIE tag coding (locati
(Ventral or Dorsal) and colour (Red, Blue, Orangellow)). b) Predicted values for aggressive aatsrdime
according to model 3 for the two aquaria. Note tt@bsistency in aggressiveness was more pronounced

aquarium B compared to aquarium A.
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Fig. 39. Correlation between mean network dengity mean variance in rank order for aggressiverasthé
first 3 trials (empty circles, black line’R 0.43) and for trial 3 and trial 4 (full circlegrey line B= 0.48). See

the result section for statistical analysis. Eactie represents a group of fish.
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aggressiveness rank order and mean network demagydetected (Spearman test, rho = -
0.73, p-value < 0.05). A negative correlation betwéhese variables also emerged when trial

3 and 4 were considered, but it was not signifi¢@piearman test rho=-0.45, p-value = 0.27).

Discussion

Our data support the initial proposal that famitiadiminishes aggressiveness in developing
glass eels, since in all trials network densitydesh to be negatively correlated to
aggressiveness. In addition, present results peowdmpelling evidence that over-
aggressiveness observed between unfamiliar fisk fetwork density) might lead to rank
order upheaval within groups.

Eels are known to be highly gregarious species (ded966, Dou and Tsukamoto 2003,
Bardonnett al. 2005c). In the present study, the number of comtacindividual increased
over time. Stability of associations may first hedtom the life history strategy of species.
Thus, in schooling fish species, benefits of intérm with conspecific might be higher (i.e.
avoidance of predators) than in aggressive andasplfish (Ward and Hart 2003). At the
intra-specific level, the advantage of being gremer may depend on the environment
(habitat, predator pressure, prey abundance archatality) and on ontogenesis. In the
present experiment, environment was kept constartt,the increase in gregariousness may
have rather occurred in relation with ontogendsigegariousness in eels has been observed at
all stages, and even large eels have been obséywey together under both wild and
experimental conditions (but see Tesh 2003).

The network density represented how groups of #imeesnumber of fish were organized and
indicated that in some aquaria some individualshiniigave none or very few interactions out
of feeding periods (Fig. 38a). During the feedirgyripd, almost all individuals went into
activity and aggressive acts were observed. Howeviaw did not interact, even at that time.
It is difficult to assess whether these few fiskergpmost of their time in shelter to avoid
aggressive acts or whether they did not detect.fowtbed, different level of aggressiveness
may have also resulted from differential capaaityfaod detection (since aggressivity was
only observed during food delivery). Nevertheldbss observed pattern (remaining inactive
during food delivery) applied to only a few fishn(g 2 fish for the whole period). The level
of aggressiveness differed between groups of figh was influenced by network density
(familiarity). We found that the higher the netwat&nsity the lower the aggressiveness, but

this was significant only in trial 2. These resuate consistent with similar studies on others
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fish species, showing that familiarity is linked @aodiminution in aggressive acts (Johnsson
1997, O'Connoret al. 2000). For instance, sticklebacks were more agiyrestoward
unfamiliar conspecifics than toward familiar indluals when sharing a food source (Utne-
Palm and Hart 2000).

Cognitive capacities of fish have long been undeneded, but recent studies have provided
compelling evidence that some teleost were abladmorize and recognize several partners
(Griffiths and Magurran 1999, Cradt al. 2005). The two most important ways that fish have
for detecting other fish are chemical and visuasc(Colgan 1983). In eel, the former might
outclass the latter in eels (Huertas and Cerda,2d06rtaset al. 2008). Kin recognition is
often involved in preferential association (reviemia Ward and Hart 2003). However, in
eels, this event seems to be very unlikely becatisiee specific life cycle that characterizes
this panmictic species, where individuals reprodudtin a common spawning site (the
Sargasso Seaychmidt 192 and larvae randomly disperse.

The best model representing aggressiveness thratugies underlined differences between
and within individuals (Mod3). This implies thatnkaorder for aggressiveness was disrupted
most of the time. However, it appeared that in sogneups, the consistency of this
behavioural trait was more pronounced that in otjr@ups. Noteworthily, mean network
density was positively correlated to consistencyaink order over the first 3 trials. The same
tendency was found between trials 3 and 4 as veelioa the whole period. Such result
suggests that fish sparsely connected might haee beer-aggressive toward other fish from
the same group, possibly due to the fact that iddads did not recognize each other. This is
consistent with previous results in sea tré&adlfno truttd, which showed that any initiator of
conflicts has a greater chance to win against famihdividuals than against unfamiliar
opponents (Hojesjét al. 1998), likely because unfamiliar fish will be oweggressive due to
the lack of knowledge about the opponent’s fightbgity. This process is also known as the
“dear enemy phenomenon” (Fisher 1954), where aggness greatest between competitors
that hardly interact at all (Ward and Hart 2003)eTact that individuals rarely interact may
have led to the higher overall aggressiveness wbdein groups where rank order was
disrupted very often. Conversely, fish that wertemfinteracting with each other were less
aggressive and rank order was more consistent bativeals. Hence, familiarity could lead
fish that recognize the rank of a partner to avaghressive acts in later encounter.
Bergmiiller and Taborsky (2010) suggested that eemeeyof personality traits may be linked
to avoidance or provocation of social conflicts.e¥@ authors proposed that in a same

environment or ecological niche, individuals fidssplay the same behaviour, and this
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probably maximises conflicts. Then, individuals Iwprogressively develop specific
behaviours by “character displacement” which colduce competition and thus be more
advantageous and stable (Bergmudieral. 2010). Present results are in agreement with this
hypothesis and also suggest that a PT, such agssjggness, may progressively develop
depending on the encountering rate with others(fishgroup experience).

The present study sheds a new light on the linlwéen familiarity and aggressiveness. While
it is generally well admitted that familiarity deases overall aggressiveness, the present
results provide a possible mechanism to explamphitern. By the concomitant use of social
network and the monitoring of aggressive acts atitidividual level, we have shown that
aggressiveness did not decregms se for familiar fish, but rather than aggressiveness
increased in an “over-expressed” manner betweawidhls that did not know each other. In
addition, present results highlight the importaméesocial environment in the settling of
personality traits since gregariousness differethiwigroups but also, between groups. As
mentioned by Krauset al. (2010), other empirical work are still neededdentify the link
between rank in a social network and the graduahiftg of personality in order to increase

the realism of future models in this area of resear
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Chapitre 5

Synthése Chapitre JRelation entre Métabolisme standard, croissance et

comportements

Questions: Existe-t-il des différences de métabolisme enivelles d’automne et civelles de
printemps ? Dans quelle mesure le métabolisme atdnishfluence-t-il la croissance des
individus a 3 mois et a 7 mois ? Existe-t-il umlientre le métabolisme standard et certaines
variables comportementales ? Le métabolisme stdndarstade civelle est-il corrélé au

métabolisme standard des anguilles en début d'angefi

Résultats: Aucune différence de métabolisme standard reld8MR) n'a pu étre détectée
entre civelles de printemps et civelles d’autonirgecroissance a 3 mois n’est pas corrélée au
rSMR initial des individus, alors qu’une relatioagitive entre ces variables est détectée (bien
gue non significative, p = 0,08) entre 3 et 7 ma@s. plus rISMR tend a étre positivement
corrélé avec les variables comportementales quiuantien avec la volonté de se nourrir.
Ainsi, les individus qui poussent les individus ge nourrissent ou qui chapardent la
nourriture dans la bouche des autres ont un rSMR ¢levé que ceux qui ne chapardent pas.
La corrélation positive entre rSMR et croissancigeeB et 7 mois pourrait donc passer par
une corrélation avec un plus fort appétit et dome dorte prise de nourriture. Aucune

corrélation n’a pu étre détectée entre le rSMRoailesdles et celui des adultes.

Conclusion: Le métabolisme pourrait avoir un lien avec le fugaxe des individus dans la
mesure ou il influence la croissance, possiblenventa stimulation de I'appétit. Bien que
chez beaucoup d’animaux des expériences menéeartaiteome indiquent une cohérence
entre le métabolisme mesuré au temps t et celuumesl temps t+1, la constance du niveau
du métabolisme sur le long terme semble beaucoumsmévidente (en tous cas chez

I'anguille).
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Chapitre 5 : Relation entre Métabolisme standammissance et

comportements

Introduction

Le métabolisme standard (SMR) correspond a I'éeangcessaire a un individu pour assurer
ses fonctions vitales au repos. L'intérét d’étudeemétabolisme des individus est double
dans la mesure ou il est intimement lié a la camise (revue de Jobling, 1981) et dés le plus
jeune age, au sexe (Garn et Clark, 1953). De fag@mérale, les individus qui ont un
métabolisme standard élevé ont une bonne croissgueed les quantités de nourriture ne
sont pas limitantes et vice-versa (Metcalfe, 198@pendant, il a été mis en évidence que les
jeunes saumons pouvaient aussi moduler leur méai®Istandard relatif (rSMR) lorsque
les quantités de nourriture devenaient limitantesawgmenter leurs rSMR lorsque les
conditions redevenaient plus favorables (O’Coretal. 2000).

Chez de nombreuses espéces et notamment chezde#leanadultes, les méales ont un
métabolisme plus élevé que les femelles (Amérandal. 2010). Chez I'humain le
métabolisme au repos des hommes est supérieur tie 28elui des femmes (Arcieat al.
1993).

Le métabolisme est sous linfluence de nombreussmtables environnementales,
notamment la température. Chez les poikilotherteds,que les poissons, il a pu étre montré
que le métabolisme augmentait de fagcon exponentelliniveau cellulaire et individuel avec
la température (Gilloolgt al.2001).La salinité peut également influencer le métabadishas
individus. Les premiéres expériences sur le méisibel des civelles d’anguille européenne
ont montré que la consommation d’oxygene était fhilsle en eau salée qu’en eau douce
(Fontaine et Raffy, 1932). Une étude plus récenpdutdt conclu a une absence d'effet au-
dela de 48H chez des civelles japonaigé@m et al. 2006). La pression atmosphérique peut
aussi jouer un role important, Sebettal. (1995) ayant montré que confrontées a de hautes

pressions les anguilles jaunes étaient capabldsmruer de 40% leur consommation.

5 ISMR correspond a la consommation d’oxygéne d'odividu au repos relative a son poids.
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La taille des animaux est également un facteuriarymour expliquer la consommation
d’oxygéne a I'échelle inter- et intra-spécifiquendJétude portant sur les ceufs de différentes
especes de poissons a montré que la taille despeuniettait d’expliquer 99% de la variance
de la consommation d’oxygene (revue de Kamler, 200DBez I'anguille, la température et le
poids agissent de concert pour expliquer la consatiom d’'oxygéne. En effet chez des
groupes d’anguilles (n = 30) de petites tailles gl€n moyenne) le rSMR est 2 fois supérieur
a celui des grosses anguilles (90 g en moyenn8y@ ét 3 fois supérieur a 27°C (Degati
al. 1989). Pour comparer plusieurs individus avecpieds différents, on utilise une échelle
logarithmique car l'augmentation de la masse egpéseure a Il'augmentation du
métabolisme. Le phénomeéne est connu sous le noétéddscédasticité (Nevill, 1994)e
métabolisme d’un individu est ainsi lié a son pgds la relation allométrique :

InM = a+ b(InP)
Ou M est le métabolisme, P le poids de l'individ@aet b, deux constantes (Kleiber1961).
Chez les poissons juvéniles et adultes, la valeurbdserait approximativement de 0.8
(Winberg 1956). Clarke et Johnston (1999) confirtmea résultat en estimant la valeur
moyenne de b chez 69 espéces de poissons a 0.79.18%E Un exposant inférieur a 1
indiqgue que le métabolisme relatif (par unité dédgpest plus important chez les petits
individus que chez les grands. Cette particulatigét du fait que la proportion de structures
métaboliguement inertes (graisses, squelette,..mantg avec le poids.

Le but de la présente étude est d’estimer dansegmeisure le métabolisme standard peut étre
lié au comportement et a la croissance chez lalejvmais également de chercher une

possible relation entre métabolisme précoce et &axedes individus.

Matériel et Méthodes

La mesure du métabolisme a été effectuée peu Epapture des civelles d’automne et de
printemps (cf. Matériels et Méthodes de la Partipour une description plus compléete du
protocole). Apres 2 ans et demi de captivité (ddmhois a 11.5°C, puis 2 ans a 17°C), les
individus survivants de plus de 30 cm ont été ssuau méme protocole de mesure
d’oxygéne aprés 15 jours de mise a jeun a 11°Gmékaure du métabolisme au repos était
effectuée en fin de matinée (9 h 00 — 13 h 00)ppérou la consommation d’oxygene est la
plus faible (Degani et Lee-Gallagher, 1985 ; Degrail. 1989).
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Le calcul du métabolisme relatif (rSMR) a été difiéca partir du poids des individus, tout
comme sur les civelles et non a partir de leurameéricorporelle. Dans la mesure ou ce poisson
utilise de facon importante (35 % de l'absorptiatale) la respiration cutanée (Kirsh et
Nonnotte, 1977), l'utilisation de la surface poardalcul du métabolisme relatif aurait pu
s'avérer plus pertinente (Sébettal. 2004). Néanmoins, chez les civelles tout comme che
les adultes, la relation poids/consommation d’oxygeétait meilleure que la relation
surface/consommation d’oxygene. Cela tient pewt &tr fait que la formule de calcul de la
surface donnée par Sébettal. (2004), et utilisée ici, concernait des indiviguss gros (70 a
1250 gr) et que le calcul de la surface des cisaliest pas totalement juste (elles étaient
considérées comme des tubes parfaits de formesa@ltiple). Aprés la mesure de leur
métabolisme standard, les individus de plus derBQont été endormis, puis tués avec une
dose létale de Benzocaine (2 ml/L) pour étre easgikes histologiquement.

L’analyse de la relation entre comportement et rSMigté effectuée a partir de modeles
linéaires généralisés avec effets mixtes (GLMMi di® Poisson) avec un intercepte aléatoire
pour I'effet aquarium. Le matériel et méthodes dstrit de fagon précise dans la section

dédiée de la Partie | pour le métabolisme et dRaldie |1l pour I'histologie.

Résultats

Métabolisme et Croissance

La relation allométrique entre consommation d’oxygeet poids des civelles (Fig. 40) ne
différait pas significativement en fonction de &asen de capture. Elle peut étre donnée par la
formule :1n M = 0.58 (1nP) — 0.18 (avec 0.58 : esgra b et -0.18 : I'intercepte).

Comme la consommation d’oxygene au repos des es/ellautomne était similaire a celle
des civelles de printemps (Fig. 41c), le rSMR acétéulé dans un premier temps comme s'il
ne s'agissait que d’'un seul groupe. A partir dealeul, il n’a pas été possible de détecter une
difféerence de consommation d’oxygene relative aidpqrSMR) entre lots saisonniers
(Fig. 41d) et ce, malgré une différence de poidsgode mais non significative (p-value =
0.06) entre civelles d’automnes et civelles detprips (Fig. 41a). De plus, le rfSMR n’a pas
permis d’expliquer les différences de croissan8engois entre lots saisonniers (Fig. 41b). Le
calcul d’un rSMR spécifique a chaque lot saisonniarpas non plus permis d’établir de lien
significatif entre le métabolisme et la croissaac@mois (SGR3), ceci bien que I'on observe
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une légere tendance négative entre rISMR et craissar8 mois (p-value = 0.17) chez les
civelles de printemps (Fig. 42). La formule poulagbue lot est: Printemps: 1n M =0.67
(1nP) — 0.7 et Automne 1n M =0.50 (1nP) + 0.26.

L’étude prolongée de la croissance entre 3 et B1f®6GR.7) chez les individus d’automne a
permis de détecter une meilleure corrélation det@GR et le rSMR (Fig. 43).

En effet, sur cette seconde période, la corrélgpiositive entre métabolisme et croissance
semble plus marquée, bien que non significativealpe = 0.08, Fig. 43). Lors de la premiere
période, le rSMR n’était pas corrélé au nombre ldonomes mangés aux sessions 1, 2 et 3
pour les civelles d’automne (respectivemeft=R0.01 ; 0.02 et 0.02 et p-value > 0.8 pour
tous). Une légére tendance positive apparait dessien 4 (R = 0.11) mais n'est pas

significative (p-value = 0.4).

Métabolisme et Comportements

Aucun lien n’'a été trouvé entre rSMR et le nombiatdques portées pendant la période
d’alimentation pour les individus d’automne et dengmps confondus (Tableau 9). En
revanche, le nombre total d’événements « pousses kes premiers mois était positivement
corrélé au rSMR (Tableau 9). On a également détawtécorrélation positive significative
entre le fait de chaparder la nourriture dans lache des autres individus et le rSMR
(Tableau 9, Fig. 44). Aucune relation n’a pu éteeedtée entre rSMR et activité de nage (jour
+ nuit) aux sessions 1, 2, 3 et 4 (Pearson Tesalyev 0.49; 0.37; 0.64; 0.6;
respectivement). De la méme fagon, aucune comwélatia été détectée entre rSMR et
grégarité aux sessions 1, 2, 3 et 4 (Pearson Tesatlup: 1; 0.73; 0.64; 0.84;

respectivement).
Modeéle : rSMR p-value R’
(1) Attaques totales + 0.39
(2) Chironomes Chapardés + <0.05 0.34
(3) Pousses + <0.001 0.49
(4) Morsures + 0.85

Tableau 9 : Relation linéaire entre métabolismadsed relatif (fSMR) et variables comportementaigsles 3
premiers mois. Les p-values sont obtenues a mietdé modeles linéaires généralisé mixtes (GLMM)cave
intercepte aléatoire pour I'aquarium et utilisane oi de Poisson. Ces modéles ont été effectud®esgemble
des données (civelles d’automne + printemps). feoRne le pourcentage d’explication de la variabiletétét
(rSMR).
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Répétabilité du métabolisme et influence du Sexe

Seuls 23 individus sur 128 ont survécu aprés dasxeademi d’élevage. Il n’a pas été détecté
de mortalité différentielle liée au rSMR initialafni les survivants, 17 avaient atteint la taille
nécessaire (> 30cm) pour étre sexés (Fig 45a). Tesisndividus étaient des méales. Quatre
individus morts avant d’avoir atteint cette talllmite semblaient également étre des males.
La mesure du métabolisme a été effectuée sur lesales. La comparaison entre SMR initial
(t=0) et SMR final (t= 2.5 ans) a été réalisée Baiindividus (car la mesure du métabolisme
n'‘avait pu étre faite sur une civelle de printempsa corrélation entre le poids et le
métabolisme au repos des anguilles était moins éogne celle des civelles, mais
significative (R = 0.36 sur les 16 anguilles R* = 0.6 sur les 16 civelles, Fig 45b).

De facon étonnante, la consommation d’oxygene desiidles au repos est négativement
corrélée a la consommation d’'oxygéne des civellesepos (Fig. 46). Néanmoins on peut
noter que 2 individus « tirent » fortement cettlatien. En revanche, la corrélation entre le

rSMR des civelles et le rSMR des anguilles n’estggnificative (Fig 47).

96



Log Métabolisme absolu. mi@?.h1) Anguilles
4.5

o

4.0

R = 0,34 p-value < 0,05

2.8 29 3.0 3.1 3.2

3.3 3.4 3.5

Log Métabolisme absolu (mi@2.h1) Civelles

Fig. 46. Relation linéaire entre le log du métatrak absolu initial (civelles, t = 0) et log du nisbsme absolu

final (anguilles, t = 2.5 ans) avec n = 16.

Fig. 47.
16.

rSMR Anguilles
1-

Spearman p-value : 0,26
Rz=0,11
0,57

rSMR Civelles

P

-0,5 -0,3 -0,1° N

0,3 0,5

Relation linéaire entre le rSMR initialMgles, t = 0) et le rSMR final (anguilles, t 552ans) avec n =



Discussion

Répétabilité du métabolisme

Il na pas été détecté de mortalité différentiadle fonction du rSMR initial des individus.
Chez la truite, aucune différence de mortalité egseoau rSMR des individus n’a pas non
plus été trouvée (Alvarez et Nicieza, 2005).

La consommation moyenne des anguilles (~ 70 grgpos dans notre expérience était 205 +
19 (SE) mmO,.h' & 11°C. A titre de comparaison, la consommationrepos chez des
anguilles de méme poids était de 784 i@rh™ & 25°C (Owen, 2001). Clarke et Johnston
(1999) qui ont effectué une revue sur le métabaisdes poissons ont estimé la
consommation d'anguilles de 50g au repos & 1924Qnim' & 15°C. Ces auteurs ont
constaté que parmi 6 ordres de poissons téléosttadges (et 55 especes) les anguilles
étaient les poissons avec les plus faibles méwheb absolu et relatif. L’anguille est un des
rares poissons a pouvoir survivre hors de I'eaudgende nombreuses heures et a pouvoir
s'adapter a des eaux contenant de trés faiblesumve’'oxygene (Wood et Johanssen, 1973),
ou des poissons plus actifs (comme la truite) nanp@ent pas survivre. Les consommations
assez faibles observées ici par rapport a ladiiiée sont sans doute liees a la température
faible utilisée lors des tests (11°C).

Trés peu d’études sur la répétabilité du métabaistandard ont été effectuées sur
d’aussi grandes périodes, car cela implique unisodividuel a long terme. Nespolo et
Franco (2007) ont réalisé une revue sur le sujattrant que sur 47 especes animales la
corrélation entre métabolisme initial et métabobsfimal était significative sur 42 espéces.
Néanmoins, de toutes les études présentées damsesate, une seule avait atteint une durée
comparable a la notre (913 jourggriRinget al. 2005). Dans leur étude les auteurs ont montré
que la répétabilité du métabolisme était la ménmesafd.5 mois et apres 2.5 ans chez le
mandarin diamanTaeniopygia guttatdRenning et al. 2005). Apres deux ans et demi, le
coefficient de corrélation intra-classes était d&70ce qui indique tout de méme une certaine
plasticité chez les oiseaux. Dans notre étude lealmésme relatif des adultes n’est pas
corrélé au métabolisme relatif des juvéniles, mnsahégativementChez les poissons, I'étude
de la répétabilité du métabolisme a été réaliséez cdeulement 3 espéces, le saumon
altantigueSalmo salar(répétabilité sur 4 mois), le kilkfundulusgrandis (répétabilité sur 1
mois) (d’apres la revue ddespolo et Franco, 2007) et plus récemment chiextee épineuse

Cobitis taeniarépétabilité sur 5 mois, Maciak et Konarzew@010). Chez la loche épineuse
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le coefficient de corrélation de Pearson était &8 @ans des conditions de normoxie et de 0.
73 dans des conditions d’hypoxi®gciak et Konarzewski2010). Chez les juvéniles de
saumon atlantique, une corrélation positive (r=p#&&té détecté entre rSMR initial et rISMR
aprés 4 mois (McCarthy, 2000). L’auteur soulignpetelant que cela n’est vrai que lorsque
la nourriture n’est pas limitante. Dans la présexeérience, la nourriture a pu étre limitante
car la mesure du métabolisme a été effectuée aprgsurs de jeline. De plus, les individus
ont été élevés a 11°C lors des 6 premiers mois puig°C le reste du temps (2 ans) et a
nouveau 11°Cpendant les derniers 15 jourd)a sensibilité a ces facteurs (température et
privation de nourriture) peut étre variable d'umiindu a l'autre et peut potentiellement
expliquer cet écart par rapport a I'attende.(répétabilité du métabolisme). Des périodes
d’apnée ont été enregistrées chez les angulfgpiilla anguillaet varient en fonction des
poissons (Belaud, 1975). Chemaguilla australis 10 individus sur 11 avec une taille
comprise entre 400 g et 1.3 kg ont montré des gésia’apnée pouvant durer 30 minutes ou
plus (Forster, 1981). Ce facteur pourrait égalenmghtencer la mesure de la consommation
d’oxygene au repos chez les anguilles adultes tte eapérience. Il est aussi possible que la
corrélation négative soit réelle, en lien avecstbire de vie particuliere de I'espece et

notamment le timing de la seconde métamorphose.

Métabolisme et Croissance

Dans nos conditions de mesure du métabolisme dsezivelles (11°C), la relation établie
entre consommation d’oxygene et poids des indiviektstres proche de celle obtenue chez
des anguilles élevées a 15°C et dont le poidsaspds entre 0.3 gr et 6.5 gr (In M = 0.57
(1nP) — 1.9, Degani et Lee-Gallagher, 1985). Clatkéohnston (1999), ont estimé la valeur
des différents parametres de cette méme équatpartét d’'une méta-analyse basée sur 69
especes de poissons téléostéens. La relation gauyartir de leurs données (1n M = 0.79
(1nP) — 5.43) est assez différente de ce que lewe chez I'anguille, probablement en
relation avec le métabolisme respiratoire parterutie cette espece qui est pour 30% cutané.
Il est intéressant de noter que la consommatiorxydene des civelles est faible
comparativement a d'autres espéces comme la tifiiteeffet, le métabolisme de routine
mesuré chez des alevins de truite émergents (1)@shgompris entre 13 et 21 ifta. h* &

® Le métabolisme au repos est appelé métabolisnmreudime chez les alevins émergents qui possédemren
des réserves vitellines.
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une température similaire (Régnéadral. 2010), ce qui est dans la méme gamme que cetgui es
observé pour des civelles 2 & 3 fois plus grosses.

Durant la premiere partie de I'étude (entre 1 etd@s), le métabolisme relatif n’a pas
été corrélé a la croissance, ou alors de faconrdéggnt négative pour les civelles de
printemps. Cela s’explique peut-étre par le faitagoune corrélation n’a été détectée entre
chironomes mangés lors des sessions 1, 2, 3 @&NiRrdes individus. Or le nombre de
chironome mangé pendant les périodes d’observaéshta variable la mieux corrélée a la
croissance (Geffroy et Bardonnet, 2012). En ou#e,individus font face a de nombreux
changements morphologiques pendant ces premiess (maiamment un raccourcissement et
I'acquisition d’'une forme plus cylindrique) en liavec la métamorphose, ce qui pourrait
engendrer des codts supplémentaires. On a pu égaleonstater lors de cette phase, que
I'activité de nage était négativement corrélée ertassance (Geffroy et Bardonnet, 2012) et
gue la quantité de nourriture ingérée était trddda

Lors de la seconde période de I'étude (entre 3nadig pour les individus d’automne),
la plus grande variabilité de croissance entrevidds, de méme que l'augmentation
significative de la consommation totale de proiesndant la période 2 (Fig.43)
comparativement a la période 1 pourraient permetegpliquer le fait que la corrélation
entre SGR et rISMR tende a étre positive (p=0.08).plus, le nombre de proies mangées
pendant la session 4 est légérement corrélé au r§RR= 0.11), bien que non
significativement. Il est probable que lors de eettconde période de croissance, les codlts
associés a la métamorphose soient completementil#sspour une majorité d’'individus (87
% des individus sont au stade 6A3 ou 6A4) et gaéndividus avec le plus fort métabolisme
obtiennent un plus grand bénéfice (en termes de)BRabondance de proie. Chez deux
populations de capucette sélectionnées pour leapacidés differentes a croitre, il a été
montré que le génotype « croissance rapide » avaitSMR plus élevé que le génotype
« croissance lente » (Arnadt al. 2006). Cependant Alvarez et Nicieza (2005) ontigoé le
possible biais que pourraient introduire les caod# dans lesquelles sont placés les poissons.
En effet, une corrélation négative et/ou aucuneétation entre rSMR et SGR a été détectée
sur des ppulations de jeunes truites sauvadggslifio truttd alors qu’une corrélation positive
(R* = 0.05, p= 0.01) était détectée chez des trufednfo truttd d’aquaculture, soulignant le
role prépondérant et de fait, potentiellement adiéfel, de I'apport en nourriture (Alvarez et
Nicieza, 2005).

La croissance, et plus particulierement la syntipgetéique requiert de I'énergie (Brafield et

Llewellyn, 1982). Cette énergie est en partie afg@opar I'oxygéene.
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Le métabolisme respiratoire est alors divisé enrBpartiments tel que :

R=R+R+Ra

Ou R est le métabolisme standard (ici rSMR), €8t le co(t métabolique de la synthese
protéique et Rle colt métabolique associé a la locomotion (a&ag?riede, 1985). Chez les
anguilles adultes (70 gr) il est prédit qug R 11% R = 49 % et R= 34 % de la
consommation d’'oxygene totale (Owen, 2001). Les GeXant étant associés a l'erreur
d’estimation de chaque compartiment. Néanmoins geégisons doivent étre apportées a ce
modele car il est difficile de partitionner des gassus physiologiques dans de simples

compartiments :

1) On ne sait pas dans quelle mesure les différemgpadiments co-varient. Un faible
Rs (r'SMR) n’entraine pas forcément un foft R
2) Le Rs peut également inclure des codts liés a la syatipéstéique nécessaire a la

maintenance.

Dans le cas présent, I'apport de nourriture efi€atité de la synthése protéique peuvent
différer entre individus ayant des rSMR similairastamment durant la premiere période au
cours de laquelle la prise alimentaire se met aeneplCela explique sans doute, en plus du
processus de métamorphose, I'absence de relatima emtabolisme et croissance durant
cette phase. Par la suite, on observe une comélptisitive entre rISMR et croissance, ce qui
laisse supposer une co-variance entre Rs et Rfa @m dans les chapitres précédents que
certains individus pouvaient étre tres actifs, @lgue d’autres semblaient au contraire
complétement passifs. Il est donc probable qudiViagE montrant un niveau de variance
inter-individuelle marquée, soit une source dearaé dans la relation entre métabolisme
standard et croissance. Degani et Lee-Gallaghe85)18oncluent plutét a une corrélation
négative entre metabolisme et croissance. lIs m@mpaque chez les anguillettes, les individus
ayant eu une croissance faible ont une consommadtamygene en activité (R+ R+ Ry)
plus élevée que les individus ayant eu une fodessance.

Il est donc intéressant d’interroger maintenantitass entre comportement et métabolisme.
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Métabolisme et Comportements

Plusieurs exemples de la littérature ont mis edehe un lien entre le métabolisme et
certains comportements. Il a notamment été momigé te saumon que les individus les plus
dominants avaient le plus fort rSMR (Metcadfieal. 1995). Dans le cas présent, le seul lien
qui a pu étre établi est la corrélation positiver8MR avec le nombre de « pousses » et le
nombre de « chapardages ». En revanche, le mé&atmktandard des civelles n’a pu étre
relié a leur activité de nage qui pourtant montes diveaux tres variables. Ainsi, la seule
relation mise en évidence est celle entre le métabe et des comportements agressifs qui
peuvent étre assimilés a une forte motivation ddwidus a obtenir de la nourriture. Chez les
salmonidés, le rSMR est un des facteurs physiolmgiqqui stimule la premiere prise
alimentaire, car un fort métabolisme est associne utilisation plus rapide des réserves
vitellines (Metcalfeet al. 1995 ; Régnieret al. 2012). Notre étude souligne qu’'un fort
métabolisme conduit certaines civelles a agir dmrfa plus téméraire que d’autres pour
obtenir de la nourriture, bien que cela ne se tezdpas forcement par un succes (car le rSMR
n'est pas corrélé au nombre total de chironome aong et le nombre de chironomes
chapardés ne I'est que dans une faible mesare 803 ; 0.14 ; 0.03, respectivement aux
sessions 1,2 et 3).

Au-dela du lien entre métabolisme et « appétie»cdmportement de pousse et de
chapardage mérite d’étre discuté. En effet, cespootements peuvent traduire une forte
motivation a trouver de la nourriture, mais ilsreprésentent pas un échantillonnage optimal
de la zone de nourrissage. Il s’agit plutét du éement de lindividu qui a réussi la prise
alimentaire. On pourrait donc interpréter ces comgpoents dans le cadre de la stratégie
« producer-scrounger» (producteurs/chapardeury développée par certains individus et
décrite pour la premiere fois par Barnard et S{t§81). L’examen des données sur un total
de 27 jours d’observation (pendant les 3 premiass)imontre que 15 % des individus n’ont
jamais chapardé de nourriture, 51.5% ont chapartté & et 4 fois, 22.5% entre 5 et 9 fois et
11 % plus de 10 fois. La distinction entre chaparsleet producteurs n’est cependant pas
stricte et certains individus peuvent passer d'usteatégie a l'autre. Néanmoins,
respectivement 77% et 92 % des individus qui cldgant a la session 1, chapardaient
également aux sessions 2 et 3. De plus 77% degidndi qui chapardaient & la session 2
chapardaient aussi a la session 3. Il semble pleursi que cette faculté a chaparder la
nourriture se soit installée progressivement dass droupes de civelles (pourcentage

d’individus qui chapardent lors de la session Q@ %4; session 2 : 64 % et session 3 : 68 %).
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Elle est donc probablement liée a de I'apprentss@pans un modéle de base, il y a un
partage de linformationL’individu qui découvre une source de nourriture \&st tres
rapidement rejoint par les autres. C’est ce qua biserve de facon grossiére chez les
civelles. Cela implique que les individus qui s@nta recherche de nourriture sont aussi
capables, de facon simultanée, de surveiller Iéegumembres du groupe. Sur cette base,
certains membres développeraient une tactiquenatiee et se spécialiseraient sur le
chapardage.

La majorité des études concernant ces stratégissmsdocalisées sur les oiseaex(
Giraldeau et Livoreil, 1998). La condition physigdes individus jouerait un grand role sur
I'émergence de ces différentes stratégies. Aihaigité montré que la tactique « chapardeur »
apparaissait chez les moineaux ayant les pluseaitdlserved_gndvaiet al. 2004). Au-dela
des réserves, il a été montré réecemment @emandarins diamanigeniopygieguttataque
les individus avec le plus fort rSMR étaient ceuni aitilisaient le plus la tactique
« chapardeurs » (Mathet al. 2009). Nos résultats vont dans le méme senssehible que
ce soit la premiére étude sur les poissons reliaBMR et comportements

« producteurs/chapardeurs ».
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Partie Il
Croissance et Sexe
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Fig. 48. Schéma descriptif de la détermination etlal différenciation du sexe chez les
mammiféres. Les principaux genes impliqués dangtierminisme du sexe, la différenciation

sexuelle et le maintien des tissus gonadiques sawliués en italigue. Modifié d’apres
Uhlenhautet al. (2009).



Différenciation sexuelle et Allocation sexuelle

Différenciation sexuelle

Il convient de bien distinguer détermination efé@#énciation du sexe. Le premier terme se
réfere a la premiére évidence (chronologique) ebepFession des fonctions et des structures
propres a chaque sexe. Par exemple, chez les maramitela correspond a I'expression du
géne sry porté par le chromosome Y, qui conduit a la difféiation du primordium

gonadique en testicule (Fig. 48). Le second teraiteréférence aux fonctions et structures
mises en place par chaque sexe et affectant uaircembmbre de tissus et d’organes
(Angelopoulouet al. 2012). La détermination du sexe, entraine I'exgoesd’une cascade

spécifiqgue de génes, qui permettent la différemariade la gonade (Fig. 48).

Allocation sexuelle

L’allocation sexuelleest définie comme la distribution des ressourtas drganisme pour la
fonction maleversusla fonction femelle. Cela peut prendre la formendajustement du sexe
ratio des descendants (la plupart du temps conpéiéla mére), de la production d'ceufs
versusla production de sperme pour les individus hermagites simultanés, ou de la
direction et du « timing » du changement de sexe pertains organismes (Warner, 1988).
Dans cette partie, les 4 cas majeurs définissacaidactere adaptatif de I'allocation sexuelle

en fonction de I'environnement sont présentés :

a) Ajustement du sex-ratio des descendants : cagdépes parasitoides

L’exemple le plus connu est celui des guépes paidss, du genreariophagus Chez ces
especes haplodiploides, les femelles pondent urpeeufote et peuvent « choisir » d’investir
préférentiellement dans un fils ou une fille endioon de la qualité (taille) de I'héte (Charnov
et al. 1981). Ces auteurs montrent en effet que si I'eétegrand, la femelle produira une fille
et si I'hbte est petit, la femelle produira un.fi® caractére semble adaptatif, car les femelles
se développant dans de grandes hotes vont avemages reproducteur relatif plus grand que
des males se développant dans de grands hotes, mshances de la mere d’avoir ses
genes disséminés dans la population augmentergcde plus importante en produisant des

filles de grande taille que lorsque des fils dendeataille sont produits.
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b) Hermaphrodisme simultané, taille de I'individu avEgonnement social

Chez les especes hermaphrodites simultanéessteaxm biais dans I'allocation sexuelle qui
est lié a la taille de I'individu. Si ces dernieggnt dans un environnement qui leur permet
d’atteindre une grande taille comparativement aslezongénéeres, alors ils vont investir
préférentiellement dans la fonction femelle (symoryd‘une plus grande fécondité) au
dépend de la fonction male (Schaetral. 2001). Cela suggere également que la fonction
femelle sera plus « colteuse » en énergie, cas =ugros individus sont capables d’assumer
cette production différentielle. Néanmoins, le iabservé dépend en premier lieu de
I'environnement social. En effet, lorsque les poilisés d’accouplement sont limitées, il y a

un biais vers la fonction femelle, et inversemeave de Scharer, 2009).

c) Hermaphrodisme séquentiel et environnement socesd de la crépidule

La crépidule Crepidula norrisiarum est un hermaphrodite protandre chez qui le chaege

de sexe est dépendant de la taille de lindividilgismégalement des caractéristiques

phénotypiques des autres individus. Les males ifamutls, élevés seuls, changent de sexe
une fois la taille de 16 mm atteinte. Mais il a gténtré que la structure du groupe influence

le changement de sexe. En effet, les méles chapyentrapidement de sexe si un male de

taille inférieure est présent, mais ne changentdpasexe si une femelle est présente (Warner
et al. 1996). De ce point de vue, il s’agit bien d’unatgie conditionnelle de changement de

sexe qui permet de s’adapter et de tirer le meibwantage des conditions locales.

d) Expression conditionnelle du sexe : cas du cichiiitias

Le cichlidé midas Amphilophus citrinellusest, & ma connaissance, le seul cas rapporté de
détermination du sexe taille-dépendant (Franci®01%rancis et Barlow, 1993). Bien que
cette découverte fat récemment remise en causeDfHield (2011), le cadre théorique
gu’elle présente mérite d’étre rapporté. En effetfe espece a pour particularité d’avoir un
développement sexuel qui serait I'exact miroir dsuic proposé pour I'anguille (voir
Dicussion). Chez le cichlidé midas les males org plus grande taille a maturité que les
femelles. Cet avantage leur permet (1) de défelledireterritoire (Rogers et Barlow, 1991) et
(2) d’avoir acces a de plus grandes femelles (MeKa977 ; Rogers et Barlow, 1991) afin de
maximiser leurs valeurs sélectives. Selon FrartdBadow, (1993), les avantages a étre male
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pour des individus de grande taille seraient sepési (en termes de succes reproducteur) a
ceux d'étre femelle. Dans leurs expériences, las gtos individus deviennent males lors de
la différenciation sexuelle et les plus petits éevient femelles (Francis et Barlow, 1993). Ce
résultat serait irréversible. Une maniere plus ieiplde définir ce type d’allocation sexuelle
est de considérer que cette stratégie ressemiieusmoints a celle utilisée par les especes
protogynes (avantage supérieur a étre male lorequjuande taille est atteinte), en dehors du
fait qu’elle se manifeste lorsque la gonade desvitids est encore indifférenciée (par
opposition a un changement du sexe male fonctioandemelle fonctionnelle). Chez les
individus protogynes, il est prédit que la fonctior@le est plus colteuse que la fonction
femelle et que les femelles grossissent plus vitmyerse est prédit chez les especes

protandres (Warner, 1988).

Dans le cadre de cette these, la compréhensioméeanismes physiologiques conduisant au
développement de tel ou tel sexe sera abordéeaddtérents angles :

- Dans la premiére partie (Chapitre 6), le processeisdifférenciation sexuelle de
'anguille est étudié. Pour cela, l'analyse histitue des différents stades de
développement de la gonade est réalisée, et I'sgioe du gene de l'aromatase
impliqué dans la conversion des androgenes en géegsge est mesurée.

- Dans la seconde partie (Chapitre 7), la découdsrtdeux cas d’intersexualité tardive
est évoquée et discutée dun point de vue mécquesti mais également
évolutionniste.

- Dans la troisiéme partie (Chapitre 8), les condgiale densité et la croissance des
individus sont étudiés. Le but est de détermindég processus de croissance peut étre
influencé par le nombre d’individus et s’il existme croissance différentielle en
fonction du sexe. Cette partie est discutée daoadee de I'allocation sexuelle dans la

discussion générale.
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3 Matériel et Méthodes Il

Dans la mesure ou I'expérience précédemment déorésentait un risque majeur (faible
nombre d’individus a élever sur 2 ans), une aukgesence sur un plus grand nombre
d’individus, menée par Agnes Bardonnet, avait égermn place avant le début de ma thése
pour anticiper d’éventuels problemes. Cette expédeavait pour but de comprendre I'effet
de la densité et de la croissance sur le sexend@sdus. Pour cela 1400 civelles, dont 400
marquées individuellement, ont été élevées dansatatditions de densité différentes pendant
plus de 3 ans. Mon implication dans cette expéeamancerne essentiellement le sexage des
individus, le traitement des données acquises gdaléicipation aux différents points de
mesures (poids/longueur). L'essentiel de mon ttasar la différenciation sexuelle et
I'obtention d’'un marqueur précoce du sexe femdllggmatase) s’est déroulé a Rennes en
collaboration avec Yann Guiguen et Alexis Fostel'tNRA SCRIBE.

En plus des anguilles provenant de I'élevage suddasité, jai aussi travaillé sur des
anguilles sauvages prélevées en milieu naturel.douzaine d’anguilles péchées sur la
Nivelle, ont permis de mettre au point le protoatdedosage de I'aromatase. Par ailleurs, des
anguilles provenant d’'une population sex-biaisémele ont été prélevées par péche
électrigue en Juin 2011 afin de tester I'outil mispoint pour une détermination précoce du

sexe.

1/ Préléevement des civelles et design expérimentd I'expérimentation sur la

densité

Un lot de civelles a été péché au tamis a main &elkdp en entrée d’estuaire le 26 mars
2009. Suite a cette péche, 250 grammes de civeliE® relaché dans chaque section du
fluvarium. Le but était d’obtenir des individus avene forte propension a migrer (M+) et
une faible propension a migrer (M-) (comme décaitslle Matériel et Méthodes de la partie
précédente). A la suite de ce tri unique (contra@et a I'expérience précédente ou il y a eu
double tri), les individus M+ et M- ont été mesyngssés et leur stade de développement a
été déterminé selon les critéres d'Hieal (1982), le 30 mars 2009. Cette date marque le
début des expériences sur la croissance. EnseseciVelles sont mesurées, pesées a

intervalles plus ou moins réguliers. Au total, Hla$ de mesures ont été réalisées.
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Les structures d’élevage se composent de :

- 8 grands bacs d&8 m2

4 bacs contenant un effectif initia50 individus
4 bacs contenant un effectif initia125individus

- 8 petits bacs dé.2 m?:

4 bacs contenant un effectif initia50 individus

4 bacs contenant un effectif initia125individus

Ce qui se traduit par 4 conditions de densitéguifftes 62, 156, 250 et 650 ind/fm

Dans chaque bac, 25 civelles ont été marquéesde@®/|IE tags (orange, vert, rouge),
chaque individu recevant 2 couleurs différentesdfiérentes localisations de maniere a
obtenir 25 combinaisons. Parmi les 25 civelles méeg dans chaque bac, la moitié était
M+ et l'autre moiti€é M-. Les individus restant nanarqués étant équilibrés en terme
d’effectif (M+/M-).

Conditions d’élevage

L’élevage a été réalisé dans les structures expétates de I'INRA. Pendant les 6 premiers
mois, grace & la thermorégulation & 17°C d’unervéseée 25 m permettant I'alimentation en
circuit ouvert des 16 bacs, puis dans une piscieikexpérimentale ou I'eau provenait d’'une
source chaude a 17°C, permettant d’éviter toutetacoination externee(g. polluants).
L’alimentation des poissons s’est faite a base t8ada merlu (recommandé dans Rodriguez
et al. 2005) pendant 8 a 15 jours. Ces ceufs ogrgseivement été remplacés par de I'aliment
spécialement concu pour les anguilles (DAN-EX AARiomar). Pendant I'élevage, les
individus sont nourris (sur la base de 2% de lambigse du bac avec ajustement
hebdomadaire progressif selon la consommation) descgranulés de taille croissante (1.2
mm, puis 1.5 mm, et enfin 2 mm). Cet aliment posded caractéristiques suivantes :
48-50% de protéines, 26-28% de lipides, 11-13%atbahydrates, 0.3-0.6% de fibres, 6.6-
7.1% de cendres et 1.2-1.3% de phosphore. L’énbrgte de la nourriture est comprise entre
23.7-24.1 MJ/kg en fonction de la taille des grasul
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numéro _ . durée _
bains utilisés . _ Action
bac d’'immersion
1 Alcool 70° 1h
2 Alcool 70° 1h
3 Alcool 96° 1h Déshydratation progressive des tissus
4 Alcool 96° 1h
5 Alcool 96° 1h
Alcool _ o
6 3h Incorporation de I'agent « éclaircissant »,
96°/Butanol
7 Butanol 3h
Butanol 3h Préparation des échantillons a la paraffine
9 Butanol 3h
10 Paraffine 1h o . '
. Pénétration progressive de la paraffine
11 Paraffine 2h _
_ dans les tissus
12 Paraffine 2h

Tableau 10 : Détail du programme de déshydratation.



Deux abris grillagés de 10 cm de diamétre sur 25damlong, contenant des élodées

artificielles, étaient disposés en dessous derfacide I'eau.

Suivi individuel de la croissance

Les individus ayant dépassé 16 cm aprés un annat dlélevage (le 08/07/2010) ont été
marqués individuellement avec un PIT-tag (transpond introduit dans la cavité

péritonéale. A partir du 07/02/11, les individus oommencé a étre sexés pour :

1) Mieux comprendre le processus de différenciatiomske (Chapitre 11)
2) Tester I'hypothese d’'une croissance différentible au sexe et aux conditions de
densité (Chapitre 12)

Histologie

Fixation des échantillons

Suite a chaque prélevement, les gonades dédiéasalyse microscopique ont été déposées
dans des cassettes puis plongées dans du liquid®wa durant 6 a 8 h afin de fixer les

échantillons. Le Bouin permet d'éviter la dégraolatides tissus et de les raffermir. Les
échantillons sont ensuite rincés a I'eau clairay d®liminer le Bouin, et conservés dans du

formol 10%.

Déshydratation et inclusion des échantillons :

Avant la déshydratation progressive des tissusgdbsantillons sont a nouveau rincés a l'eau
claire. La déshydratation des échantillons consese une série de bain d'alcool de
concentration croissante (Tableau 10) qui perméa garaffine (hydrophobe) de mieux
pénétrer les tissus. Ces étapes sont réalisées ldamdbot Citadel 1000 (Life Sciences
International, Cergy Pontoise, France) selon lebrigjues de Gabes (1968). Les gonades

sont ensuite incluses manuellement dans la paeadfin0°C.
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bac produit temps Action

33 chauffe 15 min Réchauffer la paraffine
1 toluéne 10 min
alcool 100° 03 min
alcool 96° 03 min
alcool 70° 05 min
31 ringage 01 min Enlever les résidus avant colomatio
5 eaudistillée 01 min

Mordancage (sels métallique pour préparer

6 alun de fer 30 min la fixation de la coloration aux tissus)
29 ringage 05 min
7  hématoxyline 30 min Colore les noyaux, et tisstides
31 ringage 05 min
8 acide picrique 10s Différenciation
carbonate de lithium 05 min Arrét de la différextmn
30 ringage 30 min
10 OrangeG 30s Colore les tissus basiques (ex: hématie
30 ringage 02 min
11 bleu d'aniline 45s Colore en bleu turquoise leagehe

24  alcool de montage 96° 02 min ] ' . ]

_ Déshydratation progressive pour préparer
25 alcool de montage 96° 02 min ) _ .

_ I'échantillon au milieu de montage
26 alcool de montage 100° 02 min

27 Toluene 10 min Milieu de montage

durée totale 2h45 Montage a I'afcolene

Tableau : 11 Détails du programme de colorationlaiees



Coupes et colorations

Les blocs de paraffine sont coupés a l'aide d’'uorotome. L'épaisseur de coupe est fixée a
5-6 um. Une fois la lame montée, de I'albumine54est ajoutée sous les coupes afin que
les échantillons restent collés sur la lame. Awabration, les lames préparées sont mises a
sécher a 37°C durant une nuit pour assurer |'adlcéreles coupes sur les lames. La
coloration des lames s’effectu& un automate (MICROM, HMS 760X) comportant 34 bacs.
La coloration choisie (Tableau 11) est une coloratopographique trichrome (hématoxyline
de Régaud, Orange G et bleu d’aniline) courammtiigée pour I'étude des cycles sexuels.
En effet, cette coloration permet notamment d’idemtle réseau chromatinien du noyau et
de définir le stade de développement de la cellutee fois la coloration finie, les lamelles
sont montées sur les lames a l'aide d’afcolene.

Les observations et photographies sont réaliséesieroscope photonique Leica DMRB
équipé d’'un systeme d’'imagerie Olympus DP71 coapl@rogramme Cell* d’'Olympus.

2/ Prélevement des anguilles pour tester la méthodsur une population sex-

biaisée

Le but de cette expérience est d’essayer de déternsi 'ARN codant pour I'aromatase
(enzyme qui convertit les androgenes en cestrogehedhapitre 10) est présent chez des
individus dont les gonades sont encore (histolagigent) indifférenciées, mais proviennent
d’'une population supposée produire une majoritéfamheelles. Pour cela un total de 29
anguilles de taille comprise entre 15 et 28 cm digt prélevées par péche électrique avec
I'appui technique de 'U3E de Rennes dans la revi@ir (ORE Petits Fleuves Cotiers,
48°37'N, 1°17 W) connue pour produire plus de 8G%4aimelles (Acowet al. 2009).

Préparation des échantillons pour I'expressioné&hegcodant pour 'aromatase
Les gonades des 17 individude plus de 20 cm ont été prélevées afin de qiemtif

I'expression du géne codant pour 'aromatase. lbreade était utilisée pour I'extraction des

ARN totaux et 'autre gonade etait utilisée pousdxage histologique (cf Chapitre 10).

" Trois des individus présentaient les nématdtteguillicola crassusdans leur vessie natatoire
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Fig. 49. A) Schéma des Trongons d’anguillettes pnawit de la riviere Oir. B) Trongons d’anguilletsB de
individu de 15,3 cm et 5,31 gr ; b) C de l'indili de 19,9 cm et 12,22 gr ; ¢) C de l'individu dg3lcm et 5,31
gr et d) agrandissement de c). C) Coupe transweedsahe anguillette présentant les 2 gonades. AdeAo
dorsale, Est Estomac, G Gonade, Int Intestin, Misdfublanc, R Rein, Ra Rate.



Préparation des échantillons pour I'hybridatiositu

Dans la mesure ou il s’est averé tres difficilepdélever les gonades de petits individus (< 20
cm), une expérience d’hybridatiamsitu a été mise au point afin de savoir si 'aromateaé
exprimée chez des jeunes stades d’anguille chelzégaisseur maximale de la gonade est de
300 um (a titre de comparaison, I'épaisseur d’ueveh est- 100 pm). Les douze anguilfes
restantes ont donc servi a cette étude. Aprés atdipesées, mesurées et disséquées, elles ont
été soumises a une dose létale de benzocainel(@f miter).

Chez les plus gros individus, la majorité des visse été enlevé afin de permettre a la sonde
ARN (voir ci-apres pour la synthése de la sondend=ix pénétrer la gonade. Les individus
sont découpés en 3 trongons A, B et C (Fig. 43yA) serviront a I’hybridatiomn situ.

Les troncons intermédiaires (A’ et B’) sont congsrvpour l'analyse histologique.
Chaque troncon (A, B et C) est placé dans 50 mbpaaformaldéhyde (PAF, Electron
Microscopy Sciences) a 4% dilué dans du PBS, paiedrgé dans le fixateur pendant une
nuit & 4°C dans des tubes stériles. Les échamdiltmnt ensuite rincés dans du méthanol et
placés dans 24 puits contenant du méthanol (Fig.Gétte plagque est conservée a -20°C

jusgu’au moment de I’hybridation.

Sous clonage pour sonde ARNm

Les ARN totaux de deux ovaires prélevés sur desibeg péchés en milieu naturel sont
extraits a l'aide de Tri Reagent (Molecular ReseaBenter, Cincinnati, OH). Les ADN
complémentaires (ADNc) sont obtenus suite a unestrgtion inverse (cf Chapitre 10 pour
plus de détails dans l'article). Ces ADNc sont @esamplifiés par polymerase chain reaction
(PCR) en utilisant les amorces constitués aveadeiel Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000)
a partir de la séquence de I'aromatase décritd paroriet al. (2004). Deux types d’amorces
ont été constitués et validés lors d'une étudeimpnéhire (Fig. 51) afin d’amplifier des
fragments de différentes longueurs (901pb et 545pbjeau 3). La PCR est réalisée avec
1.25 ul de Tampon x 10, 0.125 pl de Platinum® TatADPolymerase, 0.125 pl de dNTP (25
mM chaque), 0.5 pl d’amorces, 2ul de cDNA dilué 25x8.5 pl d’eau DEPC. Quarante
cycles sont ensuite réalisés : Dénaturation, 1 taia®5°C, puis 30 secondes a 60°C pour la

fusion des amorces et 1 minute 30 a 72°C pourrigddion.

8 Deux des individus présentaient les nématédesuillicola crassusdans leur vessie natatoire.

111



Fig. 50. Plaque contenant les 3 différents trongtn8 anguilles.

Nom Amorces (5'-3") Taille amplicon (pb)
S2 ggagacgatcatccttagcaggt
AS2 gttcgttccettgaaaaccttgt
S2 ggagacgatcatccttagcaggt

AS1 atgtcagcatcatccagcttcte
I

S2 xAS2

901

545

Fig. 51. Amorces utilisées et migration sur gel demlicons PCR. Les numéros correspondent auxithdiv

collectés pour I'étude préliminaire.



Ligation

Les amplicons obtenus sont ligués dans un plasp®eM®-T easy Vector (PromegalPour
cela 1.5 ul de produit PCR sont ajoutés a 2.5 pbgal ligation buffer 2x, T4 DNA ligase,
0.5 pl depGEM®-T Easy Vector (50 ng) et 0.5 pl de T4 DNA liga8eWeiss units/pl) dans
des tubes de 0.5 ml laissés 1 heure a incuber pétamre ambiante. La description du
vecteur de clonage est représentée Fig. 52. Ceurepbsséde 2 sites d'initiation de la

transcription SP6/T7 qui permettent d’obtenir deseces sens et antisens.

Transformation

Les tubes sont centrifugés et 3ul de chaque pratuligation sont ajoutés dans des tubes
stériles de 1.5 ml en présence 50 pl de bact&seberichia colithermo-compétentes (One
Shot® TOP10 Invitrogen). Puis, les tubes sont iesutur glace pendant 20 minutes et placés
dans un bain-marie a 42°C pendant 45 secondes [gldng de déstabiliser les membranes
plasmiques des bactéries pour permettre la péétrdes plasmides). A la suite du bain-
marie, les tubes sont aussitdt remis sur glacen2ites. Le mélange obtenu est complété avec
250 pul de médium S.O.C. (ajouté sous hotte), atbé@cl heure a 37°C sous agitation. Les
bactéries sont placées dans des boites de périenamt le milieu de culture suivant : Luria
Bertani (LB)/ampicilline/IPTG/X-Gal et mises a irtmer pendant une nuit a 37°C.

Des colonies blanches et bleues sont obtenuesciansie boite de pétrie. Seules les colonies
blanches sont récupérées car elles n’exprimentlgagnelacZ, ce qui laisse supposer
gu’elles ont inclus le fragment d’ADN d’intérét. $dactéries non résistantes a I'ampicilline
sont théoriguement mortes, n'ayant pas inclus lasnmides avec le géne de résistance a
I'ampicilline Amp.

Les bactéries sont re-suspendues dans des tubb$ o contenant 6 ml de milieu Luria
Bertani (LB) avec ampicilline (1pul/ml) maintenueusoagitation & 37°C toute une nuit. Une
PCR est ensuite réalisée afin de savoir si cebestont bien inclus l'insert. La PCR est
réalisée avec 1.25 pl de Tampon x 10, 0.125 pudglkstart Taqg DNA Polymerase, 0.125 ul
de dNTP (25 mM chaque), 0.5 pl d’amorces, 1 ul addries et 8.5 pl d’eau DEPC. Trente
cing cycles sont ensuite réalisés : Dénaturatiomirdute a 95°C, puis 30 secondes a 60°C
pour la fusion des amorces et 1 minute 30 secoad@SC pour chaque cycle. Le produit de

PCR est ensuite mis a migrer sur gel d’agarosex Dandes d’environ 545 pb ont été
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Fig. 52. Schéma représentant les caractéristiqueeateur de clonage utilisé avec les sites datign de
transcription SP6/T7.

L Marqueur de taille

Fig. 53. Migration sur gel d’agarose a partir delouies obtenues en utilisant a) la sonde 545 i ket sonde

L Marqueur de taille

900 pb. A noter que 2 bandes sont présentes p@aplenies 545pb.



obtenues pour la « petite sonde S2/AS1» (Fig. &Bahe seule bande d’environ 900 pb est
obtenue pour la « grosse sonde S2/AS2» (Fig. 53b).

Extraction du clone de la Bactérie

Pour cela, le kit NucleoSpin® Plasmid DNA purificat (Macherzy-Nagel) est utilisé.
L’extraction du clone comprend plusieurs étapes :

- Centrifugation des cultures bactériennes (tubesm® a 11009 pendant 30

secondes

- Le surnageant est enleve et le culot re-suspenau 220 ml de buffer Al

- Ajout de 200ul de Buffer A2

- Mélange délicat par inversement des tubes

- Incubation a température ambiante 5 minutes afengeffectue la lyse

- Ajout de 240 pl de Buffer A3 et mélange délicat ipmersement des tubes

- Centrifugation des tubes 10 min a 11§00

- Récupération du surnageant et transfére sur colNonkospin Plasmid

- Centrifugation des tubes a 11@Qd@endant 1 minute

- Ajout de 500ul de tampon AW dans la colonne etrdegation 1 minute a 110@0

- Ajout de 600 pl de tampon A4 et centrifugation aira minute a 110aP

- Séchage de la membrane en silicate par centrifugdtminutes a 11000

- Ajout de 50 ul de tampon AE incubé 1 minute a terafpge ambiante

- Centrifugation 1 minute a 110009 et récupératianplasmides.

Les plasmides contenant les inserts de 3 tailledd@viron 545 pb et 1 d’environ 900 pb)
sont envoyés au séquencage afin de connaitre & d@sertion des fragments d’ADN.
Seules les colonies correspondant aux tailles agnfents attendus (545 pb et 900pb) sont

conservées.

Extraction de I'insert du vecteur par PCR

La concentration en ADN est mesurée a 260 nm awDiap 1000 Spectrophotometer en
vue d'effectuer une PCR (5 ul tampon, 0.5 pl Jutapg §ag DNA Polymerase, 0.5 pl dNTP,
2 ul amorces sens et antisens et 4 pl ADN) suplessnides avec 100ng/ul d’ADN. Le cycle

de PCR débute par 1 minute a 95°C suivie de 3®sydDénaturation, 30 secondes a 95°C,
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Réactifs

Quantité (ul)

rARP (10mM)
rCTP (10mM)
rGTP (10mM)
rUTP (10mM)
XUTP = digoxygenine
Tampon (5x)

DTT (100 mM)
RNAsine

Eau RNAse free
Polymerase (T7 ou
SP6)

ADN

4
4
4
2,6
1,4
8
4
1
5,8 ou 5,65

2,20u 2,35
3

Tableau 12 : Composition du mix permettant I'élatiion de la sonde-dig.



puis 30 secondes a 60°C pour la fusion des ametcgsninutes a 72°C pour chaque cycle.

Le cycle se finit avec 10 minutes a 72°C.

Synthése de la sonde-dig ARN

A partir des inserts ADN, les sondes anti-sens ANt synthétisées grace a une enzyme
polymerase spécifique : SP6 pour la sonde de 90&t Pk pour la sonde de 545 pb (Kit
Promega, Riboprobe in vitro transcription systemsd. composition du mix permettant
I'élaboration de la sonde-dig est indiquée danaliéeau 12.

La digoxigenine-UTP (Roche) est utilisée comme mauy de l'uracile. La digoxigenine est
ensuite reconnue par un anticorps (DigA) qui et pirotéine synthétique de type anticaline.
Cet anticorps est couplé a un marqueur fluores¢dye) qui émet une lumiere dont la
longueur d’onde est dans le violet.

Le mix est incubé 2 heures a 37°C, puis :

Ajout de 1 pl de DNAseRQ1 et de 1 pl de RNAsine

- Incubation 15 minutes a 37°C

- Ajout de 40 pl d’eau RNAse free, 40 pl Acétate diaomium (7,5 M, 4°C) et 300 pl
d’éthanol 100 % (-20°C)

- Incubation 2 heures a -20°C

- Centrifugation 45 minutes a 14000 g a 4°C

- Elimination du surnageant

- Ajout d'1 ml d’éthanol a 70% (-20°C)

- Centrifugation 15 minutes a 14000 g a 4°C

- Elimination du surnageant

- Les culots sont séchés pendant 2 minutes au baie-m&87°C

- Les culots sont suspendus dans 50 pl et 1 pl desiRIA

La quantité d’ARN est mesurée a 280 nm au NanoDk6p0 Spectrophotometer. La

concentration en ARN de la sonde-dig correspondanfragment de 901pb était de 600

ng/ul.
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Protocole d’hybridation

L’hybridation in situ est réalisée par le robot In Situ Pro VS (Intaki8ln, Allemagne). Les
échantillons sont tout d’abord progressivement dédigs dans du PBS-T (Phosphate Buffer
Salin a 0.01 M/pH 7,4 avec Tween 0,1%) a tempéaambiante. Le démasquage est
effectué avec une solution de protéinase K (25 mpgpendant 20 minutes & 37°C et est
stoppé par ajout de PBS-T/Glycine (2mg/ml). Lesaations sont ensuite rincés 3 fois
pendant 20 minutes dans du PBS-T et fixés danAGABS a 4 % pendant 20 minutes. Puis
les trongons sont placés dans du tampon de prédagion (formamide a 50%, SSC 5x, 0,1
Tween 20, héparine a 0.005 % et ARNt de levurd.ar®/ml eau DEPC) deux fois 1 heure a
65°C. L’hybridation est effectuée a 65°C pendanth&éres dans du tampon d’hybridation
contenant 1 pg/ml de la sonde-dig préalablemerthstisée.

Les échantillons sont successivement rincés darisrchamide a 50%/SSC 2x dans de I'eau
DEPC a 65°C, puis dans du SSC 2x/1% Tween 20 a BbUL SSC 0,2x/1% Tween 20 a
55°C. Enfin, ils sont rincés 4 fois 30 minutes dalus PBS-T a température ambiante et
incubés pendant 1 heure dans une solution blog&etem ovin 2%, 0,2% Tween 20, 0,2%
Triton X100 dans du PBS). Le signal de la digoxygérest révélé par des anticorps anti-
digoxygénine couplés a une phosphatase alkalif2Qpa®™ (Roche, n°1093274) pendant 5
heures. Les échantillons sont rincés 4 fois du#@nininutes dans du PBS-T et placés 3 fois
30 minutes dans du tampon de coloration (120 mMINGEmM MgClI2, 120 mM Tris a pH
9.5 dilué dans de I'eau DEPC).

Pour I'étape de révélation de la coloration, ldsaétillons sont incubés dans le noir avec une
solution de BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phospd, Roche 3.5 pl/ml), substrat de la
phosphatase alkaline / NBT (Nitro Blue TetrazolilRmche 4.5 pl/ml), chromogéne se liant
au BCIP. Cette étape de révélation du marquagdestak sous contrdle (observation
réguliere des trongons sous binoculaire) afin dékvia présence de bruit de fond lié au
marquage aspécifique de certaine molécules. AphesiBes, les trongons sont rincés dans du
PBS (3 fois), post-fixés dans du PAF 4%/PBS etuwveau rincés (3 fois) dans du PBS.
Chaque troncon est inclus dans la paraffine etcdapes de 5 pm sont réalisées. Les coupes
sont placées sur des lames et déparaffinées. Umedtie étape terminée, les lamelles sont
montées sur les lames a I'aide de Mowiol (Tris-MWAB8) contenant du liquide de Hoechst

(1ul/ml, agent fluorescent qui marque 'ADN dedweks en bleu).
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Chapitre 6

Synthése Article 5 Nouveau regard sur le développement de la gociaete

I'anguille Européenne : mise en évidence d’'uneéddihciation ovarienne directe

Questions: L’aromatase (enzyme qui convertit les androgémesestrogenes) est-elle plus
exprimée dans les gonades femelles que dans lesigemales et intersexuées ? Si oui, dans
quelle mesure ? Cette différence d’expression lestliée au stade de développement de

I'ovaire ? L’aromatase peut-elle étre un marqueécpce du sexe chez I'anguille ?

Résultats: L'aromatase est plus exprimée dans les gonadediésntpie dans les gonades
males et intersexuées. Son expression varie erntidondu stade de développement de
I'ovaire, avec un pic marqué lorsque les ovocytesont pas de taille homogéne et que de
nombreux nids de méioses sont visibles. De plammatase est fortement exprimée dans des
gonades histologiquement indifférenciées d’indigidupposés devenir femelles (provenant
de la riviere Oir > 80% femelles). Contrairementeaqui est raporté dans la bibliographie,
certains individus pourraient devenir méales sarssgrapar un stade intersexué. Il semble
également trés peu probable que des gonades passant stade intersexué se développent
en ovaire. Concernant les trés petits individu2@<cm), un seul individu (sur 8) présente un
signal positif indiquant une hybridation de la sen@ntisens) complémentaire de I'ARN

codant pour I'aromatase. Ce résultat est un prepaigipour la faisabilité d’une telle étude.

Conclusion: L’étude approfondie des différents stades de d@pelment de la gonade chez

'anguille permet de proposer un nouveau schémalitiérentiation sexuelle chez cette

espece. De plus I'aromatase pourrait, dans I'ayeseirvir de marqueur précoce du sexe et
ainsi permettre aux gestionnaires d’estimer la pectidn des rivieres en futur géniteurs.

Néanmoins d’autres analyses sont nécessaires jpodirngser ces résultatse(g. dans une

riviere sex-biaisé male et en utilisant d’autresquaurs précoces du sexe).
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Abstract:

In European eel, it has been proposed that theffarathtiated gonad would develop into
either an intersexual stage (Syrski organ) or tlydnto an ovary. The Syrski organ could
then develop into either an ovary or a testis.hi present study glass eels were raised until
they reached a minimum size of 29 cm for sex hogfichl assessment. In addition, some
undifferentiated individuals with size encompassligto 28 cm were sampled in a female-
biased population (Oir River). We also investigadmatase gene expression, which is
known to be involved in the process of fish sefedéntiation. Gonad histology revealed that
intersexual eels were characterized by a small mummboocytes within a predominant testis-
like structure. Males were significantly smalleamhintersexual eels, which suggests that all
males do not necessarily pass through an interneeisersexual stage. Aromatase transcript
levels in intersexual eels gonads and testes wiengas but significantly lower than in
ovaries, and were comparable between ovaries adgifferentiated gonads from the female-
biased population. In addition, condition factorswiawer in female than in intersexual
individuals. Together, these results provide evigetiat ovaries would not develop from the

Syrski organ.

Keywords: Aromatase, Sex, European Eel, Gonad dpuetnt, Growth.
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Introduction

Among vertebrates, teleost fish represent a grohprevplasticity in sex differentiation is
great. Factors as different as temperature, pHsigeor social interaction were shown to
influence sex differentiation (reviewed in DevlindaNagahama, 2002). From an evolutionary
perspective, the degree of fish sex lability wonidd be related to its taxonomical position but
would change in relation to life history strategasl/or specific environmental characteristics
(Mank et al. 2006). According to theory, in a paatici species such as eel, selection
pressures are likely to favour an environmental determination (ESD). Indeed, theory
predicts that such determination occurs when afigphave no control on the type of
environment they will encounter, and where onersay confer an advantage over the other
to adapt to this new environment (Charnov and BL8l77). In eel, field and laboratory data
have led to the conclusion that the density ofvialials is the main factor affecting sex
differentiation, with crowding favouring maleness\iewed in Davey and Jellyman, 2005).
According to Colombo et al. (1984), the period ex slifferentiation is not age dependent but
rather size dependent and mathematical modelsastinthat this process occurs between 20
and 27 cm depending on fish provenance (Melia et28D6). The pattern of gonad
development remains a matter of debate since amsarual organ was discovered in eel by
Dr. Szymon Syrski (Syrski, 1874) and confirmed w fgears later by Dr Sigmund Freud
(Freud, 1877). Afterwards, many authors provideifedént interpretations concerning this
intersexual stage. D’ancona (1950) and Kuhlmanrv§l%uggested that the gonad pass
through a transitory intersexual stage that degefopgressively into a male or female gonad,
whilst Bienartz et al. (1981) concluded that a juleeintersexual stage does not occur. In an
intensive investigation Colombo and Grandi (199€)gested that the undifferentiated gonad
might develop directly into an ovary or go throughtestis-like ambisexual gonad called
Syrski organ containing both male and female stinest According to them, the Syrski organ
could then develop into an ovary or a

testis. The most recent histological study condudig Beullens et al. (1997 a,b) is in
agreement with Colombo and Grandi (1996) despigefditt that they concluded that the
transition from an intersexual gonad into an ovaould be quite unlikely. In all cases, little
is known about the physiological processes thabrapany morphological changes of the
gonad. The ovarian aromatase (Cypl9ala) playsaatmole in sex differentiation and sex
change in fish (Guiguen et al. 2010) since thisyere is responsible for B7estradiol

production through the catalysed conversion of ageins to oestrogens.

118






For instancecypl9alagene is 10 to 100 times more expressed in fenthks in males
rainbow trout’s gonad ncorhynchus mykiss)long before any evidence of sexual
differentiation based on histological criteria (¥i@no et al. 2007). In European eels,
aromatase was immunolocalized with an antibody agsenst a peptide mapping near the C-
terminus of the human CYP19 in the gonad of sonwkfi@nentiated fish, in ovary as well as
in the head kidney, but was absent in testes (Grandl. 2010). The gene encoding the
aromatase was cloned in the JapaneseAeglilla japonica (ljiri et al. 2003) and the
European eelAnguilla anguilla (Tzchori et al. 2004). Only one form of aromatasas
detected in the European eel (Tzchori et al. 2@0d) the Japanese eel (Jeng et al. 2012). In
Anguilla anguilla,differential expression of aromatase accordingeto has only been studied
by Tzchori et al. (2004), who showed thl@atpl9algene expression was higher aadult
females than in adult males. Concerning the tentpdyaamics of aromatase in ovaries,
cypl9algene expression appeared to fluctuate in late stag@vogenesis (from the oll
droplet stage to the post-ovulated ovary) with ekpat the migratory nucleus stage in
Anguilla japonica hormonally stimulated (ljiri et al. 2003). Howevepothing is known
concerning aromatase gene expression during the stages of gonad differentiation. The
goal of the present study was to investigate te&lugical processes of gonad development
in eel and the dynamics of aromatase gene expressithe different gonadal types. In
addition, we measured aromatase gene expressiomdifferentiated gonads of a female

biased population (Oir River).

Materiel and Methods

Animals

All works herein complies with current European &mdnch national laws on the handling of
animals.On March 28 2009, 1400 glass eels were captured by profedsisharmen at the
entrance of the courant d’Huchet estuary (Mollbuth-Western France, 43°51' N, 1°23’
W), and were immediately transferred to INRA expmmtal station. All eels were raised in
15 tanks supplied with thermo-regulated water (12°€) and fed with an artificial eel diet
(Biomar, Dan-Ex). In February 2011, the 4 largest of each tank were anaesthetized and
then killed with a lethal dose of benzocaine (2l ol water), measured to the nearest
millimetre and weighed (Sartorius CP 153 balancé, mg). Gonads were removed, the left

one was immediately frozen in liquid nitrogen atated at -80°C until RNA extraction.
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The right gonad was put into Bouin’s fluid for lukigical analysis. Macroscopically, two
types of gonad were found based on Kuhlmann’s gegor (1975): female’s gonad referred
as “frilled organ” and male’'s gonad referred as lsflabes”. From this macroscopic
description, only 5 females were detected durirgyfitst sampling. A larger sampling was
conducted in July 2011 to obtain a greater numbéernales. From this second sampling, a
total of forty-eight gonads were selected becaleg lboked like a “frilled organ” or because
it was difficult to assess the sex by macroscogiseovation. A few males were also
randomly chosen after the macroscopic observatigheir gonads to measure the aromatase
gene expression. The protocol for gonad samplingtiva same than in February 2011.

On June 18 2011, 29 eels measuring between 15 and 28 cm eeerght in the Oir river
(48°37'N, 1°17 W) known to produce over 80% of féasa(Acou et al. 2009). Among them,
eels from 20 to 28 cm long were subjected to theesarotocol for gonad sampling than
described above. Concerning the 12 elvers (i.engsueels) shorter than 20 cm, the whole
animal was sectioned in 2 parts of 1 cm each fstolagical analysis only, because gonad

was not detectable by mascroscopical examination.
Histology

Gonads and eels sections were fixed in Bouin'siffar 6 to 8 hours, rinsed in clear water for
1 hour and stocked in a 10 % formaldehyde solutiBach gonad or eel section was
dehydrated and embedded in paraffin. Sections 6fifs- thickness were stained with
Regaud’s haematoxylin, Orange G and Aniline blumgig&n automat device (MICROM,

HMS 760X) (Gabe, 1968).

RNA extraction and reverse transcription

Based on the histology of the left gonad, 70 rgrads (48 from July and 22 from February
2011 sampling) were selected for RNA analysis ideorto achieve a group containing a
balanced number of the three sexual categories,feahale and intersex (Tablel13). Gonads
were crushed with a disperser (Ultra-Turrax, IKAptal RNA was extracted using Tri
Reagent (Molecular Research Centre, Cincinnati, @egording to the manufacturer’s
instructions. An aliquot of each tube was diluteddiethylpyrocarbonate distilled water to
reach the value of 180 + 17 ng'RNA. Then, 1.8 pg of RNA were reverse transcribsitg

200U Moloney murine Leukemia virus (MMLV) reversariscriptase (Promega) and 2 g
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Undifferentiated Females Intersex Males
Groups symbols U1 U2 F1 F2 11 12 M1 M2
. February INRA Facilities / / 2(1) 3(3) 10(5) 13(11) 20(2) 12(0)
Sampling
period and July INRA Facilities / / 6(6) 11(11) 14(14) 1(1) 9(9) 7(7)
locati
ocation June Oir River 12(0) 17(16+1%) / / / / / /

Table 13 : Number of eels sampled for each stag@oédal development in the Oir River or after ireain the
INRA facilities. Numbers into brackets represerg titumber of eels used for the measurement of aes@at
gene expression.* Gonad with few oocytes in meiosis

Gene name Gene symbol Accession number Primers (5'-3')
Aromatase Cyp19a1l * GGAAATCCTTGGAGGATGATGTC?
TACGCCCAACATTAAGGATGATG ?
Elongation Factor 1-a efl-a EU407825 ATTGTGGGAGTCAACAAGATGGA @
GCTGACTTCCTTGGTGATTTCCT P
B-actin Bact DQ286836 AATCCACGAGACCACCTTCAACT @

TGATCTCTTTCTGCATTCTGTCG P

Table 14: Accession numbers and specific primerspased in quantitative real-time PCR. Primers were
designed using the software Primer3 (Rozen andeg#al, 2000). *Primers focypl9awere based on the
sequence described in Tzchori et al. (2004)Afoguilla anguilla ®Upstream primer’Forward primer.



random hexamers (Promega) in a master mix contai@mM dNTPs, 50mM Tris—HCI,
75mM KCI, 3mM MgCI2, 10mM dithiothreitol, pH 8.3,nd supplemented with 25U of
RNase inhibitor (RNasin; Promega). Reverse trapsori products were then diluted to 1:50
for quantitative real-time PCR (qPCR). The samdqua for RNA extraction was used for
gonads of the 17 eels harvested in the Oir Rivat, due to their smaller size, reverse
transcription was carried out with 0.5 pg of RNA.

Quantitative real-time PCR

Aromatase RNA abundance analysis was done usindgRddSed on the published data on
European eel aromatase (Tzchori et al. 2004; Tab)e Eighty-seven samples (70+17) of
cDNA were analyzed, using a kit provided with a S¥'B&reen fluorophore (Fast SYBR
Green Master Mix; Applied Biosystem). Each well @ned 4 pl of each cDNA, 1ul of
primers (diluted 10 times) and 5 pl of SYBR Gre€&he Real-time PCR was run with the
Step One Plus system (Applied Biosystems, Fostgr, ©GA). The hot start enzyme was
activated 20 sec at 95°C, then the amplificatiors warried out using the following cycle:
95°C for 3 sec; 60°C for 30 sec; 40 times. Aftepéfication, a melting curve was obtained
according to the following protocol: 10 sec holdimjowed by a 0.05°C increase, repeated
80 times, and starting at 55°C.

Eukaryotic elongation factor &-(eefl), which is a suitable reference gene for quamntgat
gene expression studies in fish (Bland et al. 2Gk®)p-actin Bact) also reported to be a
suitable reference gene (Geffroy et al. 2012) veerapared for their ability to be used as an
internal standard to normalize the signal (prinsrguence of reference genes are reported in
Table 13). A random subsample of 30 cDNA was rurriplicate in order to test inter-
samples variability for both references gengac{ andeeflk:). Efla was twice more stable
than B-actin (mean standard deviatiorefli: 0.34 andpact 0.78 CT) and used for

normalization.

Data Analysis

Eels were classified in groups according to thenayl type and developmental stage.
Kruskall-Wallis test, followed by Wilcoxon pairwissomparison tests, were used to assess
differences in aromatase gene expression, lengt#ightv and condition factor (CF =
weight/lengtf) between these groups. The exponent value in ws8glth relationship was

settled at 3 according to previous data obtainexkla (Verreycken et al. 2011; Geffroy and
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Fig. 54. lllustrations of the various developmetaiges of eels’ gonads. a) Undifferentiated gonad ©6.3 cm
long eel from the river Oir (U1 group) b) Gonadao®2.6 cm long eel from the Oir (U2 group) c) Gowhdc
34.7 cm long eel from the F1 group d) Gonad of 4 481 long eel from the F2 group e) Gonad of a#4ang

eel from the 11 group f) Gonad of a 35.8 cm lonbfemm the 12 group g) Gonad of a 35 cm long eehirthe

M1 group h) Gonad of a 35.8 cm long eel from the §#8up. PGC, Primordial Germ Cell; Ct, Connective
tissue; Do, Degenerating oocytes; Go, Growing oexytSg, Spermatogonia; Sc, Spermatocytes; Sz,
Spermatozoa; Po, Primary oocytes; Om, Oocytes iiosi®e Pvo, Previtellogenic oocytes (primary growth
stage); Ca, Cortical alveoli. Scale bar : 30 um.



Bardonnet, 2012). P-values were adjusted usindgdtiimm method. Statistical analyses were
performed using the R software (R Development @ogk Team, 2009).

Results

Gonadal stage

Fifty-three percent of the 60 eels sacrificed dgrihe first sampling were males, 39% were
intersexual eels and only 8 % were females accgrttirhistological examination of gonads
(Table 13). Among the 48 eels selected from thersgesampling, 35 % were females, 33%
were males and 31% were intersexual eels (Table@8jads of all the eels from the Oir
River with a size lower than 20 cm in length showedly primordial germ cells (PGC) and
were classified as undifferentiated stage “Ul”. Tdmnad cross-section of these elvers
contained between 13 and 45 PGC (Fig.54 a). Nedbgonia nor primary oocytes could be
identified. Eels from the Oir River bigger than @ were classified as undifferentiated stage
“U2”. Among these 27 individuals, only one eel mnei®d ovocytes in meiosis (Fig.54 b).
This eel was however kept in this group for theistiaal analysis of biometric and molecular
data. Among fish from the rearing facilities, feemlwere divided into 2 groups: “F1”
showing gonads with germ cells ranging from oogoniu

stage to perinucleolus stage and less than 10 8omytes at the cortical alveoli stage (Fig.54
c); “F2” showing gonads with most of the oocyteshat cortical alveoli stage (Fig.54 d). The
intersexual gonads were characterized by the pcesaginoocytes within a predominant male-
like structure. Two kinds of intersexual gonadsewvescorded according to Kuhlmann (1975):
those presenting only growing oocytes “I1” (Fig&dand those presenting both growing and
degenerating oocytes “I12” (Fig.54 f). Males wersoatlivided into two groups: “M1” showing
gonads containing cysts of spermatogonia embeddedmpact connective tissue (Fig.54 g)
and “M2” showing gonads with a similar structuretbat described for the M1 group, but
with some cysts containing spermatocytes (Fig.54 The number of eels for each

developmental stage is given in Table 13.
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cm harvested in the Oir river, “F1": Females withgonias and less than 10% of oocytes at the cbeleaoli

stage, “F2”: Females with more than 90% of oocyeshe cortical alveoli stage, “I1”: Intersexuallegvith

growing oocytes, “I12": Intersexual eels with bottoging oocytes and degenerating oocytes, “M1”: Malgth

spermatogonias, “M2": Males with spermatogonias spermatocytes.



Biometric features

Individual weight, length and condition factor wergsigned to eels from each group. All eels
from the rearing facilities were above 45 g bodyighe with a narrow size distribution
except for eels from the F2 group (Fig. 55). Thelsest individual sampled in February was
a male of the M1 group measuring 29 cm in lengtlaldg from this group were slightly
smaller than individuals from the 11 group (p =%2Pand significantly lighter than eels from
the 12 group (p < 0.05). The condition factor (G#gs significantly lower for females from

the F1 group than for intersexual eels (11 andait) males from the M2 group.

Aromatase gene expression

Transcripts abundance of ovarian aromatase geaypl9a) relative to eefln was
significantly higher in gonads of both groups ahtde (F1, F2) when compared to male (M1,
M2) and I1 intersex groups (Fig.56). Undiffererghtgonads from the U2 group exhibited a
significantly higher relativeeypl9alexpression level than any intersexual or male dena
but did not differ significantly from the ovariaxgession level. It can be noticed that the
aromatase expression level of the gonad with feeytes in meiosis was slightly higher than
in other undifferentiated gonads, but was not diask outlier. In addition, differences

between groups were still significant when thiswidbal was discarded.

Discussion

Undifferentiated eels

The present study revealed that in a Brittany r{@r river) almost all individuals with size
encompassing 20 to 28 cm (except one) were stdhaindifferentiated stage. Conversely, in
Colombo and Grandi’s study (1996) oocytes were domnsome eels smaller than 20 cm. In
their experiment, all gonads were differentiateera?2 cm. However, in a study conducted in
North Wales Rivers, some eels of 36 cm were stilara undifferentiated stage while the
smallest female identified was 23 cm long (Sinhd dones, 1966). These authors suggested
that sex differentiation might occur at differeahgths according to their provenance, which
has been further supported by mathematical modé&dig et al. 2006). The tardy gonad
differentiation in the Oir River supports that I&m@t differentiation could be higher at higher
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latitudes, where growing conditions are less fasble. Environmental conditions
(temperature, production, water salinity) encowdeby eels from the Italian lagoon might
have induced a quicker gonadal development inioglatith a more rapid growth, since both
high temperature and brackish water have beentexptw favour growth (Acou et al. 2003,
Daverat et al 2012).

Intersexual eels

Variability in development was also observed inersex gonads. Gonads of same-sized
individuals could present either growing oocytesdegenerating oocytes in the so-called
Syrski organ. However, these intersexual stage® wkaracterized by the presence of a
relatively smallnumber of oocytes within a predominant testis-kkeicture. Intratesticular
oocytes were identified in many gonochoristic seeauch aRutilus rutilus(Jafri and Ensor,
1979),Coregonus lavaretu@rown and Scott, 1988Rhycis blennoidegRotllantet al. 2002)
and Dicentrachus labraxSaillant et al. 2003). In this last study, 62%noéles had testes
including few oocytes while the other males did sbbw any sign of intersexuality. In the
present experiment, many males were shorter ahtelighan both groups of intersexual eels,
at any sampling time (February or July). For inseammales from the first sampling were
significantly smaller (mean length: 349 cm) thatersexual eels (mean length: 362 cm)
sampled at the same time (T-Test, p= 0.05), suggestat growth in length was higher for
intersexual eels than for males. Interestinglythe European sea bass, intersexual individuals
were also significantly longer than males when pihecentage of intersexual fish reached a
peak (.e. 191 days post-fertilization Saillant et al. 2003)owth hormone (Gh) was shown to
be a regulator of gonadal development in fish (L& @t al. 1993; Reinecke, 2010). The
insulin-like growth factor-1 (Igf-1), secreted bwnous tissues in response to Gh, was also
shown to stimulate gonadal steroid production (lartszet al. 2010). For instance, the Igf-1
was able to stimulate Bestradiol production by granulosa cells of the aaalmon,
Oncorhynchus kisutcfMaestro et al. 1997). In addition, aromatase srewctivity, as well

as aromatase gene expression, was increased b Itffé red sea bream ovaries (Kagawa et
al. 2003) and trout ovarian follicle (Nakamura et2803). It is noteworthy that in the present
experiment, aromatase gene expression level wgglglhigher in gonads of intersexual eels
when compared to those of males, but differencea® wet significant. Thus, it is possible
that higher growth rate was linked to the producid related growth factors (i.e. Gh or/and

Igfl), which in turn acted by stimulating the diféatiation of some primordial germ cells into
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oocytes through an elevatedBi&stradiol production.

Males

The fact that most males were detected at a snsaflerthan most intersexual eels challenges
the hypothesis of Colombo and Grandi (1996). Tteeghors suggested that all males should
develop through an intersexual stage because thshibld size of undifferentiated eels did
not encompass that of males. However, the claasidic between intersexual and male gonad
is confusing since

Grandi et al. (2000) classified some gonads asskyrgan” whereas no oogonia and/or
oocytes were present. Similarly, Beullens et @9{ka) classified some individuals as males,
while growing oocytes were identified in their gdsaThese two examples shed light on the
different characteristics behind what is calledSgrski organ”, making difficult comparison
between studies. Nevertheless, and contrary tondlmdoand Grandi (1996) proposal, present
results suggest that males could differentiatectlirefrom undifferentiated gonads. Besides
problems in naming, it might be suggested thatedifices among studies in gonad
development process might be somehow related tieréifces in growing pattern. In
Colombo and Grandi (1996) and Beullens et al (199 7%&tudies, eels were raised at 24-25°C
and most intersexual eels were smaller than m&emndi et al. (2000) raised eels at 20-22°C
and found some individuals with size encompassi®@2 cm that presented a testis-like
gonad without any sign of feminization. In the gneisstudy (eel raised at 17°C), most males
were smaller than intersexual eels. All these olzgems suggest that in an environment
favouring growth (such as high rearing temperatthie)process of sex differentiation would
occur earlier and an intersexual stage would alvey®bserved, possibly in relation to the
growth hormone hypothesis mentioned above. Eelseedeander less favourable growing
environments would differentiate at a larger siaad intersexual stage would not be
obligatory. The widespread distribution of Europeah certainly implies a great diversity in
local production. This could result in very diffategrowing patterns, which may explain

diverse process in gonad differentiation.

Females

The condition factor (CF) of females appeared ttolaewhen compared to other groups. This

might be related to the fact that females weréatihn early stage of development compared
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to most males, when sacrificed. Indeed, the devedop process, from the yellow eel stage to
the silver eel stage, is associated with an iner@a€CF (Durif et al. 2005). These differences
in temporal energy investments between males andlés throughout ontogenesis are likely
linked to the different life history strategies efch sex, since males leave the watershed
much earlier than females to reproduce (Tesh, 2D@8ey and Jellyman, 2005). The fact that
the condition factor (CF) of intersexual eels wamilar to that of males and significantly
higher than the CF of females from the F1 group médicate that these intersexual eels were
in an early stage of the silvering process, alildas. In addition, the macroscopic appearance
of the intersexual gonads was comparable to thatalés and from an histological point of
view, none of the developing female gonads from Hie group presented signs of
degenerated male tissue (which is in agreement Béthllens et al. (1997a) observations).
From this evidence network, it is unlikely thattive present experiment ovary had developed

from the intersexual stage.

Aromatase gene expression

Significant differences in aromatase gene exprassgween male and female gonads were
found, in agreement with a previous study conductedarger eels (Tzchori et al. 2004).
These differences were within the range of whabhserved in some other fish species
(Guiguen et al., 1999; Trant et al. 2001; BarnegleR008; Liu et al. 2009; Rasheeda et al.
2010). High levels of aromatase expression arellys@gported during the process of ovarian
differentiation (reviewed in Guiguen et al. 201).the present experiment, aromatase gene
expression was higher in gonads of eels expectebdetmme females (U2 group) when
compared to testes and intersexual gonads. Thisdrigmatase gene expression level in the
U2 group supports the evidence of a direct devetyrfrom an undifferentiated gonad into
an ovary, as suggested above. In some other fistiesy higher levels of mMRNA encoding
aromatase were detected in females (or fish exgetiebe females), well before sex
assessment through microscopic examination of dmad (Trant et al. 2001; Luckenbach et
al. 2005; Vizziano et al. 2007). When studying teenporal variation of aromatase in
Oreochromis mossambicu&sterhuyse et al. (2008) found thatpl9algene expression
changed during ontogenesis. In the present expetjrtiee expression alypl9alalsovaried
throughout ovary development, but differences betweevelopmental stages were not
significant. In addition, we did not detect any rsfigant aromatase gene expression

difference between male and intersexual gonaddewwhomatase gene expression level was

126



Undifferentiated

Growing
Oocytes

»”Degenerating
Oocytes

Fig. 57. Schematic illustration of gonadal develepirin eel. Male would differentiate either dirgadr through
a Syrski organ. Female would differentiate direftm an undifferentiated stage.



significantly higher in ovaries than in gonads frdine Intersex1 group. If these intersexual
gonads presenting growing oocytes (I1 group) wodddelop into ovaries as proposed
previously (Colombo and Grandi 1996), we might haxpected a higher aromatase gene
expressioni.e. comparable to those detected in ovaries (F1) tenpi@lly developing ovaries

(U2). This supports the evidence from histologicbtervations that all intersexual gonads

described in the present experiment will develdp male gonads.

Conclusion

Histological and endocrinal aspects investigatethenpresent study suggest a new possible
scheme for eel gonadal development (Fig. 57).fleidi from the one previously proposed by
Colombo and Grandi (1996) but is rather close &odhe proposed in sea b&sentrachus
labrax (Saillant et al. 2003). In this hypothetical mod®lale’s gonad of the European eel
would develop either directly from undifferentiatgdnad tissue or through an intersexual
organ containing growing oocytes that will degeter@rig. 57). Ovaries would develop
directly from an undifferentiated gonad, since éhex no endocrine or histological evidence

for a female gonad development from the intersegoahd.
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Fig. 58. Résultats de I'hybridation in situ dansrésncon B de I'anguillette (16 cm et 5 gr) prélesé@ans I'Oir.

Un marquage est visible sur la quasi-totalité arges du troncon B. Echelle : 50 um.

b)

Fig. 59. Résultats de I'hybridation in situ dansrencon B de I'anguillette prélevées dans I'Oirldiecm et 5 gr.

a) Un marquage est visible dans une cellule gedmibd marquage au Hoechst, colorant ’ADN des naya



Résultats Hybridation in situ

Les anguillettes de moins de 20 cm prélevées d@irsant été découpées en 5 troncons de 1
cm. Comme décrit dans le Materiel et Méthodes,ohc¢ions ont servi a l'histologie et 3
trongons ont été dédiés a I'’hybridatiorsitu de la sonde ARNm de I'aromatase. Un premier
test a été effectué sur 4 individus, mais un probléechnique n’a pas permis d’obtenir des
échantillons analysables. Un second test sur 8néitbas s’est avéré plus concluant.
Néanmoins, un seul individu présentait un marqu&gg. 58) au niveau du troncon B. Il
convient de noter que les autres trongcons ne pigsahaucune trace de marquage. De plus,
il parait vraisemblable que pour une majorité dathions, la pénétration de la sonde-dig a
été empéchée par la présence de tissus collggpadale.

D’autres tests seraient nécessaires (en utilisgahmment une sonde sens), pour confirmer ou
infirmer la présence d’ARNmM codants pour I'aromatdans les gonades d’anguillettes.

Il apparait également que 'ARN codant pour l'artesa est exprimé dans les cellules
germinales primordiales (Fig 59). Ce résultat esagoxal, car 'aromatase est généralement

produite par les cellules somatiques stéroidogénes.
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Chapitre 7

Synthese Article 6 Cas insolites d’intersexualité tardive chez ¢jaitie

Européenneinguilla anguilla

Ce chapitre concerne la découverte fortuite desdtatersexualité tres tardifs. Des individus
présentant des gonades avec tous les stades pleriaasogénese représentés et des ovocytes
de toutes tailles, ont été observés. De plus, iesanox d’expression du géene codant pour
'aromatase sont nettement plus importants dans goemdes intersexuées que dans la
majorité des gonades femelles. Cette découvert\aoule nombreuses questions sur les
anguilliformes et sur la possible "auto-stimulatieonduisant au développement des 2 tissus

sexuels.
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Abstract

Two cases of intersexuality are reported for thgt time in European eeAnguilla anguilla

(at the beginning of the silver eel stage), withdt® fish caught as glass eels in the south-west
of France and reared in tanks at 17°C. Cysts auntaspermatozoa were observed in ovaries
with pre-vitellogenic oocytes. This feature is venycommon, especially owing to the fact
that male cells do not normally reach this stagecaptivity, and an environmentally
controlled transdifferentation process may not kelugled. Besides, the expression of the
gonadal aromatase gerfeypl9ala)was found to be higher in these 2 intersexual fish
compared to normal females although these resulist e considered with caution since
only 2 intersexual fish were available. A possifédeninizing effect of this ‘abnormal’ up-

regulation of aromatase is discussed.
Introduction

Genetic sex determination has been suggested iB thajor species of temperate eels, i.e.
Anguilla anguillg A. rostrataand A. japonica as in these species a pair of heteromorphic
chromosomes has been observed in females [review@&dsh, 2003]. Despite this feature,
environmental factors can easily overcome genedic [8Viberg, 1983; Sola et al., 1984],

pointing out the extreme lability of sex differatton in eels.
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At the juvenile stage, intersexuality was foundbéocommon in thé&nguilla genus [Colombo

et al., 1984; Helfman et al., 1987; Kearney et2011]. Indeed, both male and female gonad
of the eelA. Anguillacan develop via a juvenile intersexual intermeditage known as the
Syrski organ. This organ is macroscopically simitaia developing testis but contains some
degenerating or normal oocytes [Colombo and Gral@®96]. The ovary can also develop
directly from the undifferentiated stage accordittg Colombo and Grandi [1996] and
Beullens et al[1997]. In the present study we found, in 2 adydecimens, ovarian and
testicular tissues at an advanced stage of developm the same gonads. These fishes were
called ‘adult intersexual’ eels (Al) in contrastjiovenile intersexuality’ which has previously
been described. In the past, few Al cases weretifah in silver eel A. dieffenbachii
[Lokman and Young, 1998] and. japonica[Takahashi and Sugimoto, 1978; Takahashi,
1979; Satoh et al., 1992; Matsubara et al., 20D8]the best of our knowledge, no such case
has been reported for the European eel apart frdrer®au and Olivereau [1985] who
described 2 intersexual casesAnanguillasilver eels but only after a masculinizingod7
methyltestosterone treatment. In natural Al caseale and female tissues were either
separated [Takahashi and Sugimoto, 1978] or integi®d [Takahashi and Sugimoto, 1978;
Takahashi, 1979; Satoh et al., 1992; Lokman andnypu998]. The Al European eels
described in the present study were fortuitousntdied during the course of a previous
experiment aiming to compare aromatase gene expnesetween females, males and
juvenile intersexual eels. Aromatase is involvedmrogen conversion to estrogen and has
been shown to be a key enzyme in ovarian diffeaéinti [Guiguen et al., 2010]. Despite the
fact that 2 separate aromatase genes, nayEPalaandcypl9alb have been identified in
most teleosts, only a single gengpl9alahas been found in eels [Tzchori et al., 2004gJen
et al., 2012]. In the present study, we descrid¢ @ases inA. anguillaand we also compare

their gonadal aromatase gene expres@ypl9ala)o those of normal ovaries.

Material and Methods

Animals

All works herein comply with current French natiblavs on the handling of animals.

Glass eels were caught by professional fishermemanne water, close to the estuary of

courant d’'Huchet (Molliet, South-Western France;%3N, 1°23W) in March 2009. They

were transferred to freshwater and reared in taokglied with thermo-regulated water
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(17 = 2°C) in INRA experimental facilities and fedth an artificial eel diet (Biomar, Dan-
Ex). The 2 intersexual specimens were detected grhd eels that were longer than 29 cm,
which is known as a threshold for histological si#erentiation [Colombo and Grandi,
1996]. After being anesthetized, and then killethva lethal dose of benzocaine (2 ml/l of
water), they were dissected. Two kinds of gonadeewsually detected: a female’s gonad
looking like ‘frilled organ’ and a male’s gonad king like small ‘lobes’ [Kuhlmann, 1975].
All females’ gonads (n = 25) were sampled and aaly The left gonad of each fish was
immediately frozen in liquid nitrogen and stored-&8°C until RNA extraction. The right
gonad was used for histological sex assessmentadsonmere fixed in Bouin’s fluid for 6 to 8
h, rinsed in clear water for 1 h and stocked D% formaldehyde solution. Each gonad was
embedded in paraffin and cut at 5-6 um. Slides veta@ed with Regaud’s hematoxylin,
Orange G and Aniline bluautomatically (MICROM, HMS 760X) [Gabe, 1968].

RNA Extraction and Real-Time PCR

Gonads kept for molecular analysis were crusheld aidisperser (Ultra-Turrax, IKA). Total
RNA of each gonad was extracted using Tri Reagdotdcular Research Center) according
to the manufacturer's instructions. An aliquot ofacke tube was diluted in
diethylpyrocarbonate-treated distilled water toctethe value of 183 + 15 nd/RNA. Then,

1.8 ug of RNA were reverse transcribed using 200 U Melomurine Leukemia virus reverse
transcriptase (Promega) and 2 pg of random hexafRersnega) in a master mix containing
2 mM dNTPs, 50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 3 mM Mg£land 10 mM dithiothreitol pH 8.3.
Afterwards, the mix was supplemented with 25 U ®aRe inhibitor (RNasin, Promega).
Reverse transcription products were diluted 1:5@matase primers were designed thanks to
the Primer3 software and from the sequence giv@rzamori et al. [2004]

(forward: B-GGAAATCCTTGGAGGATGATGTC-3; reverse: 5
TACGCCCAACATTAAGGATGATG-3). Primers for the reference gene, eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1, eflml (forward: 3-
ATTGTGGGAGTCAACAAGATGGA-3; reverse: 5GCTGACTTCCTTGGTGATTTCCT-

3') were designed based on theanguillasequence available in the GenBank (Accession no.
EU407825).

Real-time PCR was performed on cDNA, using a kibvpted with a SYBR Green
fluorophore (Fast SYBR Green Master Mix; Appliedb&ystems). Each well containedi4

of each cDNA, 1ul of primers (diluted 10 times) andubof SYBR Green.
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Fig. 60. a Gonads of All specimen and b--d gondd&l® specimen showing spermatocytes (sc), spedsati
(st) and spermatozoa (sz), together with meiotgtscymc) and growing oocytes (go). Scale bar 20 um.
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Fig. 61. Aromatase ger(eypl9ala)xpression in 10 ovaries (empty bars) of true fesand 2 gonads of Al
eels (greyed bars) relative teféalexpression.



The real-time PCR was run with the system Step Plins (Applied Biosystems). The hot
start enzyme was activated for 20 s at 95°C, theratmplification was carried out using the
following cycle: 95°C for 3 s 60°C for 30 s, 40 #meach. After amplification, a melting
curve was obtained according to the following pecoto 10 s holding at 55°C followed by a
0.5°C (ok) increase, repeated 80 times. For thegntestudy, aromatase gene expression was
only compared between Al gonads and ovaries asdmee developing stage (i.e. showing

oocytes of different size at the cortical alvetdige).

Results

Al gonads were macroscopically classified as osgarldowever, the histological analysis
revealed that they contained spermatogonia, masis reé spermatocysts and spermatids as
well as some spermatozoa intermingled between escyif different sizes (Fig. 60).
Spermatozoa were found in the gonad of each AlTdwd.size of the 2 intersexual specimens
were 36.6 cm at 90 g (All) and 34.8 cm at 64.5 2)YArespectively. Among true females,
we chose those having similar oocyte sizes as 9. fThe lengths of these 10 true females
ranged between 32 and 39 cm and their body weigfwiden 52 and 100 g. Aromatase gene
expression in Al eels’ gonads was higher than iof 3he 10 analyzed ovaries (Fig. 61),

whatever the size.

Discussion

As far as we know, this is the first study repaytihe existence of Al eels at an advanced
stage of maturation iA. anguilla The proportion of Al eels was very low, represamtl.4%
(2/140) of eels investigated at the microscopi@leVhis is comparable to what was found in
A. japonica kept in similar conditions [Satoh et al., 1992]heEe authors designed an
experiment to assess the effect of an estrogemntesd on sex ratio and found 1.7% of
hermaphrodite eels in the control group. These eele bigger (>50 cm) than the ones
analyzed in the present experiment and their golwaked like testes, suggesting that these
individuals were at a very late stage of the dgualent of the Syrski organ. Conversely, the
gonads of the 2 intersexual European eels thatowedf were mostly composed of ovarian
tissue, like the one observed by Lokman and Youb@93] in the New Zealand eel,
A.dieffenbachialt is possible that gonads of the Al eels in pnesent experiment developed

through a juvenile intersexual phase as suggestdatidse in the experiment of Lokman and
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Young [1998]. In eel, the sexual differentiationuisder environmental control [reviewed in
Davey and Jellyman, 2005] and the period duringctvl@nvironmental factors act upon sex
differentiation is probably quite long [Colombo a@tandi, 1996; Holmgren et al., 1997,
Melia et al.,, 2006]. Rearing conditions of the s study could have triggered a
transdifferentiation process. However, Al specimiearge also been found in the wild in other
eel species [Takahashi and Sugimoto, 1978; Takgh&8#i9; Lokman and Young, 1998].
One may also suggest that endocrine disruptordduave lead to the occurrence of these 2
cases, as it is known for other fish species [w@gtkin Bortone and Davis, 1994]. However,
rearing water came from a pumping in a natural wgroundwater spring and so it appears
unlikely that this water was contaminated by exaéoihemical compounds.

The gene expression of aromatase being known tg @lanajor role in fish ovarian
differentiation was explored. The number of anatlyzedividuals was small since adult
intersexuality seems to be a rare event in eelstétsexuals found among 140 fish) and,
unfortunately, no statistical analysis could befqened. For whatever reason, aromatase
gene expression was found to be higher in the gomdidthe 2 intersexual adults when
compared to most females at the same developigg.dtahas been suggested that an increase
in local steroid production stimulated gametogenasiintersexual Japanese eels [Matsubara
et al., 2008] and the coexistence of both testicatad ovarian tissues could enhance their
respective development [Takahashi and Sugimoto]J1978he experiment of Takahashi and
Sugimoto [1978], small pieces of gonads were sathpielaparotomy before and after an in
vivo hCG treatment, allowing to follow oocyte demgment. Interestingly, while oocytes
reached the same size in intersexual eels and hdemales at the start of the experiment
(~250 um), only the oocytes of the intersexual eels enteritellogenesis following hCG
treatment (oocyte size of intersexual eel: ~60®-B®; oocyte size of normal female: ~300
um). Oocyte vitellogenesis could be triggered by tlexistence of a male tissue. Present
results suggest that the up-regulation of genesding steroidogenic enzymes, such as
aromatase, might have been involved in the oveeldgment of both tissues.
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Chapitre 8

Synthese Chapitre :&ffet de la Croissance et de la Densité de poipulaur
le sexe

Questions: Dans quelle mesure les conditions de densitéanflant le sex-ratio ? Existe-t-il
des différences de croissance en fonction des tonslii de densité ? Existe-t-il des

différences de croissance en fonction du sexe ?

Résultats: Dans les 4 conditions de densité initiales (62,, 1880 et 650 ind/f), une
majorité de male a été produite (entre 60 et 106%oindividus sexés). Les conditions avec le
plus d’individus (125) ont produit significativemeplus de femelles que les conditions avec
moins d’individus (50). En revanche aucune difféeemle croissance n’a pu étre détectée
entre ces deux conditions. Les méales semblent av@rcroissance en longueur légerement
supérieure a celle des femelles durant les premmeis de vie en conditions d’élevage. Les
différences de croissance en poids sont, en reeapths marquées. Bien que I'on ne puisse
conclure directement sur la significativité dedétiénces de croissance entre sexe, le modéle
de croissance avec un taux exponentiel d'approehng hka taille asymptotique (variable K)
différent entre chaque sexe, est le plus parcimmniBe plus, les différences biométriques de
taille, poids et coefficient de condition sont sfgratives (et en faveur des males) a partir de
deux ans. Le taux de croissance des males s’atfgarula suite, ce qui n’est pas le cas de

celui des femelles.

Conclusion: Les males semblent croitre plus rapidement queféeselles durant les
premieres années de vie en conditions d’élevagealbe de croissance des males s’attenue
par la suite (en relation avec la prise d’argenfltes précoce), alors que celui des femelles
augmente. Le facteur de condition des individusdgpyiendront femelles semble plus élevé
pendant les 6 premiers mois que celui des indiviqus deviendront males, mais les

différences ne sont pas significatives.
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Chapitre 8 : Effet de la Croissance et de la Dérosit
population sur le sexe

Introduction

L’objectif de cette étude est de confirmer ou dfimer I'hypothése d’'un déterminisme du
sexe sous linfluence de la densité et/ou de lassance. Ces deux facteurs sont en effet
considérés comme les plus susceptibles d'influelecdéterminisme du sexe chez I'anguille
(revue de Krueger et Oliveira, 1999 et revue dedyast Jellyman, 2005). Ces constats

découlent de plusieurs faits observés en milieureh{l) et en conditions d’élevage (2) :

(1) Dans le lagon de Comacchio, une brusque diminutesndensités peut conduire a une
augmentation significative de la proportion de féese(Rossket al. 1988).
En France, la riviere Fréemur constitue un objetutié intéressant car la pression de
péche y est faible (Lafaillet al. 2006) et la densité d’individus y était trés ékys80
individus/100 M) entre 1996 et 2000, avec une proportion de nédes7 %. A titre
de comparaison, Cars$ al. (1999) ont reporté en Angleterre que 71% des Hite2
étudiés avaient moins de 5 ind/100 m2. Dans le &réfa proportion de males a par
la suite chuté a 58 % (entre 2001 et 2004), endiggt une diminution drastique des
densités (Legaukt al. 2004, Lafailleet al. 2006).
Les conditions estuariennes (ou se trouvent majoginent les males) permettraient
une bonne croissance (Daverat al. 2012) comparativement aux conditions
rencontrées en amont de rivieres (ou se trouverjoritearement les femelles).
Cependant, chez 'anguille de Nouvelle Zélandertéassance augmente a mesure que
la densité diminue en allant vers I'amont (JellymB®97). Cela tient peut étre au fait
que de facon générale, les femelles atteignentailéss a maturité supérieure a celle
des males (Vgllestad et Jonsson,1986, Vgllestad?, 198¢ckstrom et al. 1996,
Holmgrenet al. 1997), et que la lecture d’age par analyse ddilase reste assez peu
précise (+1 an, Daveratt al. 2012). Dans cette récente étude une multitude
d’'informations sur la croissance des anguilles oimbreuses parties de I'Europe (n=
45759) provenant de la littérature ont permis dhest la croissance des individus a

I'échelle annuelle par la lecture des otolithes.
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En faisant abstraction du débat sur I'otolithongttianalyse a mis en évidence une
croissance supérieure en estuaire comparativemedntrigiéres et une croissance

supérieure chez les femelles comparativement alesni@averaet al. 2012).

Néanmoins, les données récoltées en milieu natpesivent étre obscurcies par de
nombreuses autres variables telles que la pécbetisél des grosses anguilles (Naismith et
Knights, 1990 ; Jellyman, 2001), une dispersion aeguilles liece au sexe (lbbotsen al.
2002) et une mortalité sélective (Davey et Jellyn20®5).

(2) Etudier I'impact de la densité et de la cromsa sur le sexe en conditions
expérimentales prend alors tout son sens, en dagddit que pour ces deux variables
des résultats diamétralement opposés sont rapportés
- Les males grossissent plus vite que les fem@laeklmann, 1975 ; Helfman, 1987 ;
Holmgren et Mosegaard 1996 ; Holmgren, 1997)

- Les femelles grossissent plus vite que les m#esle and Reynolds, 1996 ; Degani
et al. 2003 ; Huertas et Cerda, 2006)

- Les fortes densités produisent une majorité déesnfEgusa, 1979, Colombo et
Grandi, 1996, Holmgren, 1996 ; Beullegtsal. 1997 a,b ; Roncaratit al. 1997)

- Les fortes densités produisent une majorité deefles (Huertas et Cerda, 2006)

Compte tenu de la diversité de ces résultats,ghegit clairement que faire la lumiére sur le
véritable facteur influencant le déterminisme dxesest une tache ardue. Il faut cependant
noter que la plupart des études précédemment c&éssnt focalisées sur la croissance apres
la phase de différentiation sexuelle ou ont mesaréroissance moyenne annuelle entre le
stade civelle et le stade argenta(la lecture d’otolithes). Bien que tres informatyees
différentes études ne permettent pas de déternpir@misément le réle de la croissance
précoce sur le sexe. En effet, les conclusionsgide ces différentes expériences ne peuvent
étre interprétées correctement car le fait de gouwme croissance inférieure chez les males
peut étre simplement dd a une plus faible longasymptotique atteinte par ces derniers en
lien avec leur maturation précoce. De plus, laulkectdes otolithes (qui suscite quelques
débats, Holmgren, 1996) ne permet pas d’obtenir infmation fine, car elle se fait a
I'échelle de I'année. L’avantage, et 'avancée magede la présente étude réside dans le fait

gu’elle consiste en un suivi de la croissance aaan individuel des les plus jeunes stades

137



CODE Date Intervalle
et age DATE entre les
approximatif dates (jours)

M = tout D1 - capture 30/03/09 -

Prélévement (P)
Mesures (M)

M = tout D2 -1,5 mois 14/05/09 45
M = tout D3 - 6 mois 20/09/09 129
M = tout Da-lanet  ,g/57/10 291
4 mois
M
P =64 D5 -2 ans 07/02/11 214
M = tout D6 - 2 ans 21/02/11 14
M =444
P=171 D7 - 2,5 ans 12/07/11 141
Tri par taille 26/07/11 155
M* =55
P =21 D8 — 2,5 ans 26/10/11 104
M =217
P = 46 D9 -3 ans 10/02/12 108
M = 155
P=19 D10 -3 ans 26/04/12 76

Tableau 15: Dates des interventions sur les baesukés (M) et préléevements (P) a partir du 26 r2@é® et
nombre de jours entre chaque date. M* = mesuressfaieulement pour les bacs 13 a 16 sur les asguill

mesurant plus de 25 cm.



(recommandé par Holmgren et Mosegaard, 1996). Quri pmsi rapporter le sexe des

individus déterminé apres 30 cm, a leur état adestavelle.

Matériel et Méthode@our les informations générales, se référer aénehet
méthodes partie 11)

Suivi de la croissance et de la survie

Dans cette expérience, des civelles capturéesirtiemps 2009 ont été élevées dans
quatre conditions initiales de densités distiné@s156, 250 et 650 ind/fm chacune en
quadriplat.

Les individus pit-tagués et/ou marqués avec dest¥gfont fait I'objet d’un suivi individuel
sur 2 a 3 ans. Des mesures biométriques ont é&eétedies tout au long de I'expérience
(Tableau 15) ; I'écart entre les dates varie erég@drentre 3 et 6 mois. Dans le but de limiter
le cannibalisme, un tri par taille a été réalispadtir de la date 8 (le 26/07/2011) tout en
respectant les conditions d’élevage a la dateille(des bacs et densité) qui ont évolué par
rapport aux conditions initiales en raison des aiidéls, mais qui ont permis le maintien
(amoindri) des différences initiales. Pour chaqoedition, les anguilles mesurant plus de 25
cm ont été placées dans un méme bac et cellegigifant pas cette taille ont été disposées
dans un autre. A partir de cette date, les indvigont donc élevés dans 8 bacs (4 conditions
x 2 tailles d’anguille). Les nouvelles densités @ate 8 sont : 25, 45, 135, 258 infl/m

En tout, 10 points de mesures (taille, poids) ptdévements ont été réalisés pour
déterminer le sexe. Avant chaque mesure, toustigidus étaient mis a jeun pendant 24
heures. A chaque point de mesure, le facteur ddittmm (CF) était calculé. Dans le but
d’identifier une possible différence entre maleteatelles, le méme coefficient d’allométrie
(b = 3) a été utiliséCF = (10" *P)/L "

Avec P : poids en grammes et L : longueur en métnes.

L’identification du sexe a été effectuée de facarcrscopique pour la plupart des
individus. Toutefois, toutes les gonades femellagposées) ont également fait I'objet
d’'une étude microscopique (pour déterminer le stildéveloppement), de méme que les
gonades pour lesquelles I'identification du sexaténcertaine. Comme vu dans le chapitre
précédent, des individus intersexués ont été dd&tectde nombreuses reprises et il existe

des preuves concordantes permettant de penseougieds individus deviendront males
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par la suite. L’analyse des données est réaliségear parties. La premiére a I'échelle
macroscopique, dans laquelle tous les individus soim male soit femelle (321 individus).
La seconde, dans laquelle seuls les individus saad%istologie sont pris en compte (131
individus). Dans ce cas, les anguilles sont plackes 3 catégories (male, intersexué et
femelle).

Les civelles suivies individuellement depuis le utéthe I'expérience (VIE tag) sont toutes

sexées microscopiquement.
Analyse de données

L’'analyse de la différence de poids, de taille et @F entre sexe macroscopique aux
différentes dates a été réalisée avec un Testsfjuern > 30 et un test de Wilcoxon lorsque
n < 30. Une ANOVA a deux facteurs a été effectusdar pester I'effet du sexe et du temps
sur le poids, la longueur et le CF. LANOVA sur@& a été suivie d’'un test de contraste de
Tuckey. Pour tester le lien entre le comportementmigration des civelles et le nombre

d’individus par bac sur le sexe, le test exactidadr a été réalisé.

Analyse de la croissance

Chez Il'anguille européenne comme chez la plupast pl@issons, le taux de croissance
diminue avec I'age (Holmgreet al. 1997 ; Daveraet al. 2012) et peut ainsi étre modélisée
par des régressions non linéairegg(modele de von Bertalanffy, Mann et Balckburn, 1991

De Leo et Gatto, 1996). Il n’en va pas de méme tbeanguilles endémiques d’'Océanie ou
des modéles linéaires suffisent a estimer correstéta croissance des individus (Jellyman,
1997).

Une des premieres méthodes mise au point pour medé croissance est celle décrite par
Von Bertalanffy (1938) :

— -b(t-t0
I—(t) - I—max'( Lmax'l—min)exp (+10)
L est la longueur au temps tnd« est la longueur maximale du corpssirlest la longueur
minimale a § et b est une constante.

Ce modeéle a ensuite été modifié par Beverton etl Ki957). C’est cette formule qui sera

employée par la suite :
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L(t) = L (1-exp ®'?)

L est la longueur au tempslt,, est la longueur moyenne du corps asymptotique, tees
coefficient de croissance de Brody gtéprésente I'age lorsque la taille moyenne esd de
(c’est un artefact du modele qui n’a aucun senbgigue). K n’est pas exactement un taux

de croissance au sens strict du terme car sonestigxprimée en temps :
K = [Log ((L..- exg®)/ L))/ (t- to)

K est donc une mesure du taux exponentiel d’apgreehs la taille asymptotique (Schnute et
Fournier, 1980). Comme le souligne Francis (19B8)y’a de sens que si la mortalité dans la
population de poissons est assez faible pour paeraix poissons d’atteindre I'age auquel la
longueur moyenne cesse d’augmenter. Ici les donpéesettent d’estimer correctement la
L., des méales, mais moins efficacement celle des femell

Contrairement aux modeles précédemment utilisés g@&timer la croissance en fonction des
comportements (modéles linéaires généralisés, affitk 3), ces modeéles sont non-linéaires
et requierent des méthodes statistiques appropfi@Essdernieres années des packages ont été
mis au point sous R pour permettre d’estimer lalm®ule croissance d’'une populati@g
Package nlstools, FSA, NCStats et fishmethods). precessus de modélisation et

d’estimation des paramétres se fait en deux étapes

1) Estimation des valeurs de départ (starting valaggrtir des vraies données (package
FSA)
2) Ecriture du modéle et estimation des 3 différemsametred. K et tp a I'aide de la

fonction nls (package nlstools)

Il existe différentes paramétrisations du modele peuvent étre mises au point pour

améliorer la rapidité de convergence, bien queptésdictions du modéle restent les mémes.
Ces différentes paramétrisations peuvent égalepemettre d’obtenir des paramétres qui

seront moins auto-corrélés et donc plus stablegen€ipar exemple les paramétrisations de
Schnute (1) et Francis (2):

(1) L(t) = La+( Lz-Ll)((l-eXpK(t'tl))/ (1_eXpK(t2-t1))
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(2) L(t) = Li+( La-Lo) (- “ Sy (1-P) avec 1 = (ls-Lof Ly-Ly)

L1, Ly et Ls sont les longueurs moyennes au temps:tet § Les valeurs obtenues pour ces
différents parametres se trouvent dans I'’Annexe 1.

Ici, le modele utilisé sera celui de Von Bertalgnfhodifié par Beverton et Hold. Huit
modeles seront comparés dans le but de déterminpossible effet des conditions initiales

de densité et du sexe sur la croissance. Pour elragdele la variable X représentera soit :

- Le type de bac (Grand ou Petit)

- Le nombre d’individus (50 ou 125)

- Les Conditions de densité (62 ou 156 ou 250 ouiG&en?)
- Le Sexe macroscopique (F ou M)

- Le Sexe microscopique (F ou | ou M)

Modéle «nul» comportant les mémes estimations cenpetres :
(3)L(t) = L..(L1-exp“""?)
Modéles a 1 paramétre en commun pour la variatdénérét :

(4) L(t) = L [X](1-exp™®)
(5) L(t) = L,(1-exp"trdy
(6) L(t) = L.,(1-exp ¥ 1)

Modéles a 2 paramétres en commun pour la varialdénterét:

(7) L(t) = Lo[X](1-exp™PI9)
(8) L(t) = L. [X](1-exp™ D)
(9) L(t) = L.,(1-exp P10

Le modéle «complet» avec des estimations de parasndifférents pour la variable X
d’'intérét :
(10) L(t) = L, [X](1-exp™TIOXD)
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Nb : Seuls les modéles avec la méme variable d’indé (ex : sexe) sont comparés entre
eux afin de déterminer celui qui est le plus parcimariévec le plus faible AIC).

Résultats

Le test exact de Fisher n’a pas permis de mettévielence de lien entre le comportement de
migration initial des civelles (M+/M-) et le sexeslanguilles (p = 0.21).

Une différence significative de poids et de tadletre méales et femelles a été détectée
seulement a la date 6 (Test T, p-value< 0.05) nm&roette tendance est également observée a
partir de la date 4 (& partir de 1 an et 4 mois). @dbserve également une différence
significative entre le facteur de condition desesat celui des femelles aux dates 6 et 7 (Test
T, p-value< 0.01) (Fig. 62).

Sur I'ensemble de I'expérience on constate un effietexe et du temps sur le poids et la taille
des individus (Tableau 16). En revanche, I'effef’uiéeraction entre ces deux facteurs (sexe
et date) n’est pas significatif (Tableau 16). Csignifie que les males ont un poids et une
longueur supérieure aux femelles sur 'ensembleddéss. L’interaction entre sexe et date est
en revanche significative pour le facteur de cooditCF (Tableau 16), probablement en
relation avec le fait que le CF est légerement segpéaux dates 2 et 3 chez les femelles et
devient inférieur a celui des males par la suitg @2). Le test de contraste de Tuckey ne
permet pas de détecter de différence significaitee sexes sur les 3 premiéres dates (CF des
F>M, p = 0.68) probablement a cause du trop faibembre de femelles suivies
individuellement depuis le début de I'expériencenibre de femelles date 1 = 4, date 2 = 5,
date 3 = 11 ; I'effectif passe a 35 a la daterdljen avec la pose des pit-tags qui augmente le
nombre d’individus suivis individuellement). Le tede contraste de Tuckey devient
significatif par la suite entre LES dates 4 et @& des M>F, p <0.001).

Si I'on excepte les bacs 3 et 10, ou de tres fortedalités sont reportées 80%) a la date 6,

les pourcentages de survies sont relativementanesl entre conditions a cette méme date
(Fig. 63).
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SC DL Valeur de F p-value

Date 1345737 9 233,7 <0.001***

. Sexe 6387 1 10,0 <0.001***
Poids

Date:Sexe 3529 9 0,6 0.79

Résidus 831848 1330

Date 10097815 9 570,0 <0.0071***

Sexe 28034 1 14,2 <0.001***

Longueur

Date:Sexe 18625 9 1,1 0.4

Résidus 2558760 1330

Date 117,8 9 310,2 <0.001***

CE Sexe 2,1 1 50,5 <0.001***
Date:Sexe 1,1 9 2,9 <0.002***
Résidus 54,8 1330

Tableau 16 Résultats de 'ANOVA a deux facteurs.:S¥bmmes des Carrés, DL : Degré de Liberté, CF:

Facteur de Condition.
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Grand/50 Petit/50 Grand/125 Petit/125

Fig. 63. Pourcentage de survie par bac a la dateits2 ans aprés le début de I'expérience.



Ceci implique que les différences de densité entreditions ont été relativement bien
conservées dans le temps. A la date 10 (apresdpl@sans d’élevage), une importante partie
des individus est encore indifférenciée, ce quioterdes différences de croissance assez
conséquentes entre individus (Fig. 64).

En réattribuant les bacs d’origine a chaque indivdda date 10, il apparait que les bacs ayant
contenu 125 individus ont produit significativemghis de femelles (Test de Fisher p-value
< 0.01) que les bacs avec 50 individus. Le bacstCelui qui produit le plus de femelles
(40%).

Croissance et Densité :

En ce qui concerne la croissance par bac (granpdtédac), le modele avec un parametre K
qui differe (modéle 6) entre les groupes (grandfdmit bac) est le meilleur modéle sur la
base du critére d’Aikaike (faible AIC). Ce qui sifiy que ce modéle est celui qui explique le
plus de variance pour la prise de longueur avemimmum de parameétres. En revanche, le
modele nul (modele 3) est le meilleur modéle peundmbre d’individus (50s 125) dans la
mesure ou, ajouter des termes n'améliore pas gigtifement le modéle nul. On peut donc
considérer que le t0, le K et la longueur a l'inf{kh,) sont les mémes pour ces deux
conditions (grand bac/petit bac). En réalisant desdeles différents pour les quatre
conditions : 62 /156 /250/ 650 ind7il s’est avéré que le modéle le meilleur modékt é
celui avec und_,, différente pour chaque condition (modeéle 4), cergusignifiepas que la
L., differe entre conditions, mais qu’uihg, différente en fonction des conditions explique le
mieux I'évolution de croissance en longueur. Lesultdts de la comparaison entre modeles
sont donnés en Annexe 1. Les modeéles avec des @aeandifférents pour chaque groupe

(modéle 10) sont représentés Fig. 65.
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Fig. 64. Sex-ratio (incluant les individus sexésr@r? et 3 ans), pourcentage de total de mort®etcentage
d’'individus non sexés (appelés indifférenciés) adsée 10 en ayant réattribué les individus & leorsditions
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Croissance et Sexe (échelle macroscopique n = 321)

Le modele complet (avec un parameétre différent pbaque sexe) est significativement plus
informatif que le modéle 5 (avec t0 qui differerensexe) et le modéle 8 (avecet L., qui
different) (Annexe 1, Tableau 1bis). Ainsi le maalél(avec un K différent pour chaque sexe)
est celui qui explique le mieux la prise de poititaeprise de longueur (Tableau 17, Fig. 66
a) ; ¢)). Le modele 7 (avec un, et un K différent en fonction du sexe) est égaleanpuns
informatif que le modéle nul (Tableau 17). Lesraations des paramétres pour les modéles 6
et 7 sont données dans I'’Annexe 1 (Tableau 2t8big). Dans la mesure ou les intervalles de
confiance a 95 % sont importants (Annexe 1, Tabl2hais et 3bis, Fig. 66) on ne peut
conclure sur une différence significative entreesegour le K et ld,. Néanmoins, les males
ont un K supérieur a celui des femelles et d'apedsmodeles (7) sur la croissance, les
courbes se croisent entre 3-4 ans et 5-6 ans tespuent, pour la longueur et le poids.

Modéles DL AIC Longueur AIC Poids

10 7 13892,85 12401,46
9 6 13893,9 12399,69
8 6 13895,24 12400,2
7 6 13892,45 12399,78
6 5 13891,91 12398,48
5 5 13896,98 12398,82
4 5 13893,71 12400,77
3 4 13909,81 12411,45

Tableau 17. Valeurs de I'AIC pour les différentsdales de croissance en longueur et en poids

Croissance et Sexe (échelle microscopique n = 131)

La méme analyse a été effectuée sur les indivigantaété sexés a I'échelle microscopique.
Trois groupes ont ainsi été formés se composab?datersexués, 41 Males et 36 Femelles.
La recherche du meilleur modéle permettant d'exgigla croissance en longueur des
individus a mis en évidence que le modele 4 différente entre chaque groupe) était celui
présentant le plus faible AIC (Annexe 1), viennensuite le modéle 6 (avec un K différent
entre chaque groupe), puis le modele nul. La coarpam entre ces modeles a mis en
évidence que le modele nul ne différait pas sigativement du modele 4 et du modéle 6
(Annexe 1). Les paramétres utilisés pour prédireardéssance en longueur chez ces individus
peuvent donc étre les mémes. Les courbes obtemaeseamodele 10 (modele complet) sont
présentées Fig. 67b).
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von Bertalanffy, avec un paramétre K différent pahaque sexe (modéle 6). Estimation de la crotgsan
moyenne en longueur b) et en poids d) des indivédpartir du modéle de von Bertalanffy, avec urapetre K

et une L, différents pour chaque sexe (modéle 7). La cousberdissance des males est représentée en noir et

celle des femelles en gris. L'intervalle de confiam 95% (IC 95%) est représenté en pointillés.
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Discussion

En premier lieu, cette étude permet de confirmez B déterminisme du sexe est sous
I'influence de I'environnement et que les condifod’élevage en aquaculture contribuent
fortement a I'obtention d’'un sex-ratio biaisé, ddmsnesure ou une moyenne de 87 % de
males sont produits dans nos conditions d’élevéipa suggére que les conditions de
densités initiales étaient potentiellement encoop €levées pour obtenir une plus grande
proportion de femelles. Le fait de n’avoir obteruegles males dans la premiére expérience
(Partie 1) ou les conditions de densités étaienilaires (64 ind/M) & la plus faible densité de
cette expérience (62 indfin confirme cette interprétation. Néanmoins, onpeet écarter
I'hypothese d’une mortalité différentielle en foioct du sexe, car dans ces deux expériences
les individus n’ayant pas atteint 30 cm n’ont pre&exés. Dans une récente méta-analyse
(Bevacquaet al. 2011) ont montré que la mortalité des femelle# étgérieure a celle des
males, et ce a tous les poids (entre 2 et 500Bgl)ini (1907) montre également que les
maladies (telles que la « peste rougesemblent affectées préférentiellement les femelles
Les différences de croissance entre conditionseddges (bacs de différentes densités)
paraissent minimes et seule une longueur moyenneighs asymptotique qui differe entre
conditions permet de mieux expliquer la croissaanelongueur. Il a été montré que la
croissance des individus dans de « faibles » dengit kg/m) était similaire & celle obtenue
dans de fortes densités 30 kg/(Deganiet al. 1985). Dans notre étude, les différences de
croissance pourraient étre diminuées par 'ajot loigcs en tant que conditions aléatoires,
dans la mesure ou les réplicas ne sont pas coésid®mme tels dans notre analyse
statistique (ils sont considérés comme un seuléhenbac par condition). La prochaine étape
consistera donc a améliorer les prédictions du heoelé ajoutant un effet bac aléatoire. De
méme, les mesures faites sur les mémes individies daemps différents impliquent une auto-
corrélation pour certaines données (risque d’ertgeutype |) qui pourrait étre corrigée en
incluant un effet aléatoire au niveau de l'individu

Les prédictions faites par les modeles de croissaecmettent néanmoins d’obtenir un bon
apercu de ce qui se passe en condition réelleait d’&jouter un parametre de croissance (K)
différent entre sexes permet de mieux expliquecrlzissance en taille et en poids des
individus uniquement lorsque le K est similaire ptaute la population. Bien que le temps

d’approche (K) vers la taille asymptotique jLne differe pas significativement entre males et

° A noter que nous n'avons pas décelé de maladieans de I'élevage. Les mortalités semblent essiéertient
dues au cannibalisme, qui a eu lieu méme aprésded individus par taille.
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femelles, ce temps d’approche est minimisé chemBiss comparativement aux femelles. De
plus, le modéle 7, avec une taille asymptotiqug ¢lifférente entre chaque sexe associé a un
K différent entre sexe, permet de mieux expliguerctoissance que le modele nul et le
modele complet. Ces deux modeles (6 et 7) perntetecorroborer les modeles théoriques
développés par Helfman (1987), qui prédisent geeréles ont une croissance plus rapide
que les femelles sur les premiéres années catiligent une stratégie « time-minimizing ».
Cette stratégie est basée sur le constat quedesdus partent plus tét que les femelles pour
aller se reproduire en mer. A contrario, les fee®llutilisent une stratégie « size-
maximizing ». Dans leur cas, la croissance est lglie® pendant les premiéres années de vie
en eau douce, mais l'obtention d'une taille maximest favorisée. Les récentes méta-
analyses développées chez I'anguille américAinestrata(Jessop, 2010) et chez I'anguille
européennd. anguilla(Daveratet al.2012) vont a I'encontre de nos résultats et estimpe
croissance moyenne chez les femelles supérieurgllé@ des males (respectivement 44,6
mm/an pour les femelles contre 26 mm/an chez ldestA. rostrataet 53 mm/an pour les
femelles contre 48 mm/an chez les malesAdanguilld. Outre le fait que leurs résultats
reposent principalement sur une estimation de |i@agée sur l'incrémentation annuelle des
otolithes d’anguilles argentées (peu précis etdifice de longueur asymptotique entre males
et femelles non prise en compte), leurs estimatmengeportent que la croissance en longueur
des individus. Dans notre étude (réalisée sur ahelle de temps plus courte et plus fine), les
différences de croissance en longueur entre maleteneelles paraissent minimes. En
revanche, les résultats basés sur la croissanpei@s des individus, sont eux, beaucoup plus
discriminants (bien que restant non significatifdg disposant pas de données sur le futur
sexe des individus pour les individus de moins @er®, De Leo et Gatto (1996) ont estimé
les parameétres de croissance chAeanguillaa partir de modeles semblables. Ces auteurs ont
déterminé que le parametre K était toujours supéribez les males a partir de données
récoltées sur 3 « populations » d’anguille (K mé&te.4, 0.31 et 0.32 et le K des femelles:
0.28, 0.3, 0.2, respectivement dans les 3 papuat Lee (1979) montre que le K des males
provenant du bassin d’Arcachon est deux fois sapéi celui des femelles (K males = 0.28
et K femelles = 0.14).

Ici, bien que nos données ne permettent pas detdétle moment ou les courbes de
croissance se croisent entre males et femellesrfabsle données aprés 3 ans et les individus
sont tués quand la taille minimum de 30 cm estraéte les prédictions basées sur le modele
7 permettent d’obtenir une taille maximale attejpde les méales et les femelles et de déduire

le moment ou les courbes se croisent (soit enéted3ans pour la longueur et entre 5 et 6 ans
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pour le poids). Ces différences de «timing » tiseht bien le fait que I'augmentation du
poids en fonction de la taille est généralemenégapre chez les males comparativement aux
femelles (CF significativement plus faible chezflaselles aux dates 6 et 7).

SiI'on s’en réfere aux comparaisons de poids daile moyenne entre sexes aux différentes
dates, il semble probable que les différences dessance entre males et femelles
apparaissent entre 6 mois et 1 an et devienneptudeen plus marquées au cours du temps
(significatif a~ 2 ans). Par la suite, les différences de tailteceméles et femelles s’atténuent
car la plupart des males cessent vraisemblabledetoitre a partir de 2 ans, ce qui n’est
pas le cas des femelles. Selon Vgllestad et Jor{$886), les males deviennent argentés vers
40 cm et les femelles vers 62 cm. Pour Holmgrewiekstrom, (1993) les méles cessent de
grandir aux alentours de 35-45 cm. Ceci correspmidtivement bien aux longueurs
asymptotiques estimées par le modele de croissatice males= 49 cm etk femelles = 56
cm). Néanmoins, la < est certainement sous-estimée pour les femeligsles plus gros
individus ne dépassent pas 53 cm dans notre andyseemployant les mémes modeles
d’estimation de la croissance, Lee (1979) préseete résultats assez similaires pour les
anguilles du bassin d’Arcachon.(Iméles = 45 cm et.Lfemelles = 69 cm). De Leo et Gatto
(1996) ont aussi estimé les, ldes méles et des femelles, et trouvent des egtimsatie
longueur asymptotique trés variables pour les flEwgll, méales = 42.8-44.9 cm et,L
femelles =59.6-79.4 en fonction des « populatignslb faut noter que ces auteurs ne
disposaient pas d’anguilles pour des tailles <120 mais que la taille des femelles pouvait
atteindre 90 cm.

Holmgren et Mosegaard (1996) qui ont suivi la @aige au niveau individuel a partir
d’individus de 10 g (18-22 cm), montrent que lasgrde poids se réalise en deux phases. La
premiere, ou les males ont une croissance sigtifemaent supérieure a celle des femelles a
partir de 30-40 gr. La seconde, ou les femellegseahtdans une phase de croissance
exponentielle tardivement et ou les courbes dessanice se croisent a partir 100-130 gr en
fonction des températures (Fig. 68, ce qui esticngfpar Kushnirov et Degani (1995). Ces
résultats correspondent parfaitement aux résubtatisnus avec le modele 7 sur la prise de
poids des individus. Les différences de croissarcéongueur entre sexes sont plus ténues
que celles de la croissance en poids dans noswvaltisers ; c’est également ce que montrent
Holmgren et Mosegaard (1996). Dans leurs expérgnieetempérature d’élevage semble
avoir un role prépondérant (Fig. 68), et 'augmeatade cette température diminue les

différences de croissance entre sexes.
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En déterminant le sexe des individus de faconsasénpique et en intégrant les individus
intersexués dans l'analyse de la croissance, iuaiipque le modele avec une différente
pour chaque sexe est le meilleur modéle. Néanmaas modéle n’améliore pas
significativement le modele avec des paramétresnuams (modéle nul). Cela provient
probablement du plus faible nombre d’individus daette étude (n=112). Cependant, les
mémes tendances apparaissent dans le modéle «etormg¥ec un K |égerement inférieur
chez les femelles comparativement aux males. Ds, jlllapparait une longueur moyenne
asymptotique légerement supérieure chez les imdiftdéés comparativement aux males. Dans
la mesure ou il existe une trés forte probabilibkirpque ces individus se développent en
males (CF chapitre 11), tous ces individus ontét&sidérés comme male lors de la premiére
analyse (sexe macroscopique). Ceci pourrait atténaé les différences de croissance entre
males et femelles dans les modeles précédentsui@it pu omettre les individus intersexués
de la précédente étude (sexe macroscopique), masitras individus définis
macroscopiquement comme des « males » auraiergnégial pu étre des intersexués. Il faut
cependant noter que la grande partie des indivitessexués détectés dans cette analyse est
liée au fait que beaucoup de gonades provenaiamedidentification macroscopique

« incertaine » (leur proportion est donc sans dbidesée). L'analyse de la croissance issue
du sexage a I'échelle microscopique permet de eendmpte d’'une croissance plus faible
(non significative) jusqu’a 1 an et 4 mois chezitelividus intersexués comparativement aux
autres individus (Fig. 67a). Par la suite, la @aige en longueur de ces individus intersexués
s’accéléere et devient plus importante que celle métes et des femelles (Fig 67a,b). Ce
développement |égerement plus lent des individiggsaxués durant les premiers mois de vie
en eau douce suggére une dépense énergétiguenplokante pendant cette période peut-étre
en lien avec le développement simultané de celligie®lles et méles. En revanche, chez le
bar Dicentrachus labraxaucune différence de croissance n'a été détemtée individus
intersexués et males purs (Saillabtal. 2003). Il faut cependant souligner, que le pracgss
de différentiation est beaucoup plus long chezgialte (=~ entre 15 et 30 cm) que chez le bar
(entre 8 et 12 cm). Dans notre étude, le développérdes tissus testiculaires devient
progressivement prédominant par la suite et lassavice s’accélére, ce qui pourrait étre dd a

des phénoménes de croissance compensatoire, lniea cbez les poissons (Adt al. 2003).
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4 Discussion générale

Cette discussion a pour but principal de dévelomgenouvelles perspectives a partir des
résultats présentés dans cette thése (Partie drtét P) et de proposer de nouvelles pistes de

recherches.

1. Mortalité

Dans un premier temps, il convient de soulignetres fortes mortalités rencontrées au cours
de ces deux expériences (82 % de mortalité apads 2t demi pour I'expérience de la partie
1 et 66% de mortalité aprés 3 ans d’élevage popatte 2). Dans I'expérience mise en place
dans la premiére partie de cette these, 34 % digidns (43/128 Automne + Printemps)
étaient morts a la fin de I'été 2010. Ces mortalit@portantes ont suivi le sevrage et le
changement de température (bien que progressif)lda 20°C. En effet, seuls 4 individus
étaient morts avant ce changement. De méme, lasfpites mortalités observées lors des
expériences de la partie 2 sont intervenues pendsaimremiers mois d’élevage a 17°C (30%
aprés 6 mois). De facon générale, il a été montedla mortalité des anguilles augmente avec
la température (Bevacquet al. 2011). De plus, chez les civelles d’élevage, lasghde
sevrage semble étre a l'origine des fortes moéwlieportées pendant les premiers mois de
croissance (Degaet al. 1984).

Dans les conditions d’expérimentation, des épisatiégizooties expliquent également ces
fortes mortalités. Pour la plupart des individuss dyndromes externes étaient associés aux
mortalités telles qu’un pourrissement de la qududa présence d’épanchements sanguins sur
les nageoires. En outre, I'autopsie a égalemeriééne hypérémie dans le foie et la rate de
certains individus. Ces syndromes sont caractguie de ceux causés par la bactérie
Aeromonas hydrophileCette bactérie est a I'origine d'importantes ralités chez les civelles
(jusqu'a 80%) et sa pathogénicité augmente aveteragpérature (i.e.17-22°C, Esteve et
Garay, 1991, Estevet al. 1993). En revanche cette bactérie affecte beaucwoips les
anguilles argentées (Estesteal. 1993).

Des virus, notamment EVEX EHerpesvirus anguillagHVA) pourraient également étre a
I'origine de ces fortes mortalités (Jakebal. 2009). HVA est considéré comme la menace
virale majeure chez les anguilles (Lehmaml. 2005) a cause de sa tres forte pathogénicite,
en particulier lors des périodes estivales (Sche&®&aath 2004, 2006 ; Jakad al. 2009).
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Dans la mesure ou des amorces spécifiques ontigés au point pour détecter la présence de
ce virus (Rijsewijket al. 2005), un essai a été réalisé sur 5 anguilles gétarminer si ces
individus étaient infectés. Ce test ne fut pas k@mt et aucune bande indiquant la présence
du virus ne fut détectée sur le gel de migratioesamplification PCR.

Des traitements adaptés a une infection bactérigdesogerme 3A, Laboratoire ACI) avaient
été effectués lors des épisodes d'épizooties réré&orsur I'expérience décrite dans la
premiere partie de cette thése, sans toutefoisilite résultats probants. D’autres causes de
mortalités peuvent étre invoquées, telle que lahémn par le parasite nématodaguillicola
crassusqui est une des causes probables du déclin depalgtion d’anguilles (Kennedy
2007). Néanmoins, aucun nématode ne fut trouvédiessautopsies réalisées sur les anguilles
d’élevage, contrairement aux anguilles sauvagesdimidus sur 34 étaient infectés chez les
anguilles prélevées dans I'Oir). L’'augmentationrdétabolisme associée a I'élévation de la
température, pourrait également étre la cause desilités.

Au vu des risques d’étre infecté (virus et bactrlersque les températures sont élevées, les
conditions d’élevages choisies (17-20°C) pouventip@ risquées. Néanmoins, ces choix
résultent d’'un compromis entre mortalité et craisga En effet, de faibles températures
compromettent sérieusement la croissance des Bgy(phs ou peu de croissance en deca de
9°C, Tesh 2003). De fait, le sexe des individusirdd pu étre connu dans le délai imparti (2

ans et demi), car les anguilles n’auraient puratrei la taille critique de 30 cm.

2. L'allocation sexuelle, I'expression conditionnéd du sexe (CSE)
et le « Size-Advantage » modéele chez I’Anguille

2.1. Cadre Théorique

Bien que l'anguille ne soit pas une espece hernagliler séquentielle, il est possible que
I'allocation sexuelle (dans le cadre de notre étleléait de devenir male ou femelle a partir
d’'une gonade indifférenciée) soit liée aux condisicenvironnementales. On parle alors, de
facon plus spécifiqued’expression conditionnelle du sex¢ECS), un principe dérivé de la
théorie de lallocation sexuelle (Franck et Swimgla 1988) ou encore de stratégie
conditionnelle appliquée au déterminisme du seateCstratégie peut étre vue sous deux
angles, qui se supportent mutuellement dans ldeéanguille :
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(1) Le modele dit « size-advantage » développéiahnael Ghiselin (1969, 1974) prédit que
le sexe qui a le plus grand bénéfice (en termesudeés reproducteur) doit étre celui qui a la
plus grande taille a maturité. Cette théorie sS’mp@ trés bien chez les poissons
hermaphrodites séquentiels qui bénéficient d'urs gitand succes reproducteur en changeant
de sexe a partir d'une certaine taille. Dans lereade I'ECS, le déterminisme
environnemental du sexe serait également une gigat&laptative qui aurait évolué pour
assurer aux plus gros individus de devenir le stez qui la récompense d’étre grand est la
meilleure (Conover, 1984). Dans notre cas, l'ingssiment dans le sexe femelle chez
I'anguille serait donc celui qui rapporterait leuplde bénéfices, mais cet investissement

supporte aussi de plus grands codlts associés lasitopg développement.

(2) Chez les espéces avec un déterminisme envimoemtal du sexe, il a été suggéré que le
sexe qui se développe dans des conditions nondhales est le plus abondane. il y aurait
un biais vers le sexe le « moins codlteux » (Charhe82 ; Bull, 1983). Ces prédictions ont

ensuite été validées sur différentes especes (Fedrgwingland, 1988).

Chez l'anguille, les males et les femelles ont t#yee différentes stratégies d’histoire de vie
lites a leurs tailles, avec comme ligne directride fécondité (Helfmaret al. 1987).
L’anguille constitue donc un modele exceptionnalmpoomprendre I'apparition de I'ECS car
(1) et (2) vont de concert. En effet, chez cetfeees, les individus les plus gros sont les
femelles (trées grand dimorphisme sexuel, mais d&ertiellement a la taille a maturité, voir
Fig. 69) et les individus majoritaires dans desditions estimées comme « non favorables »
(i.e. fortes densités) sont les males (sexe supposénsoolteux », ce que Nous verrons par

la suite).

2.2. Le size-advantage modele chez I'anguille

2.2.1. L'avantage d'étre femelle :

Chez les especes ou l'anisogamie est la reglephebre de spermatozoides est largement
supérieur au nombre d’ceufs produits et le sucg@®decteur des femelles est en premier
lieu limité par leur capacité a produire des ceufs. taille des femelles). Le succes
reproducteur des males est quant a lui, limitélparapacité des males a accéder aux ceufs
(Bateman, 1948).
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Fig. 69. A, B : Dimorphisme sexuel entre le maléademelle au moment de la reproduction. C : jgluss méles

entourent une femelle. D : interactions agressdrdge femelles. D’aprés van Ginneken 2005



Partant de ce constat, on peut dissocier l'investieent parental (en termes d’énergie) chez
les animaux en deux grands compartiments. L’ingssthent direct dans les gamétes et
l'investissement indirect, dans les soins parentatxa compétition. Au vu du mode de
reproduction supposé de I'anguiliee( espece sémelpare), il est peu envisageableygaiil

un investissement indirect dans la progéniture.effat, il est probable que les réserves
énergétiques de la plupart des individus soientptetment consommées au moment de la
reproduction (Clevestarat al. 2011), de sorte qu’il ne reste plus d’énergie lauar a la
compétition intra-genres. Van Ginnekenal. (2005), semblent observer ce qui pourrait étre
des interactions agressives inter-males et inteefies au moment de la reproduction (Fig.
69), mais ses observations avaient lieu en labioeagmaturation artificielle) et les anguilles
n'avaient donc pas effectué de migration. Le grdimorphisme sexuel qui existe chez cette
espece supporte I'hypothése d’un faible (voir nuNestissement indirect, car chez les
poissons, la compétition inter-méle est minimis&esdue ces derniers sont nettement plus
petits que les femelles (Parker, 1992). Il est ipessle considérer que chez I'anguille seul
l'investissement direct caractérise la dépensegétigue associée au succes reproducteur.
Dans ce cadre, le « size-advantage » modele psundées est contre-sélectionné.(faible
gain a étre un gros male). Une réserve doit cegrerétre apportée, car la production d’ceufs
chez I'anguille est considérable (entre 0,7 et 1#lams, Boétius et Boétius, 1980 ; Tremblay,
2009). On ne sait pas dans quelle mesure la géaiditsperme produite dépasse la quantité
d’'ceufs.

Chez la plupart des espéces, le poids des fenesltdseaucoup mieux corrélé au poids
de la gonade, que le poids des males (méta-ansailysé56 especes, Hayward et Gillooly,
2011). L'anguille ne fait pas exception a la régla taille de la gonade augmente de facon
proportionnelle a la taille des femelles, ce qui lesaucoup moins vrai chez les males
(Boétius et Boétius, 1980 ; Vgllestad et Jonss@861 Vgllestad, 1992). Chez une espece
panmictique telle que I'anguille, si I'on considagee trouver un partenaire est difficile (du
fait du « timing » et du peu d’énergie disponibteipla recherche), le succes reproducteur du
male sera limité par la taille de la femelle gu@ncontre (petite femelle = faible succés
reproducteur), tandis que celui de la femelle rra pas limité par la taille du male gu’elle
rencontre (en posant ’hypothése que la quantitgpdeme sera non limitante). De ce point de
vue, il y a un bénéfice supérieur a étre femellenament de la reproduction. Il est en effet
prédit que lorsque la rencontre s’effectue de faaléatoire, le succes reproducteur des males

est limité par l'accés aux femelles (Mittwoch, 1996
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C’est particulierement vrai chez les plantes ocatkété des pollinisateurs (part liee au hasard)
limite le succes reproducteur des males, mais @las a@es femelles (Lloyd et Bawa, 1984).

Si, au contraire, on suppose que tous les indivekiseproduisent ensemble et au méme
moment (ce qui est observé en laboratoire Figapges maturation artificielle, van Ginneken
et al. 2005), I'avantage d’étre femelle n’existe queessex-ratio opérationnel est biaisé en
faveur des males (ou que tous les males n'ont gaéssa une femelle). Compte tenu du cycle
de vie raccourci des males comparativement aux lfesnd’hypothése d’'un sex-ratio male
biaisé au moment de la reproduction est tres ptel{ahuf si la mortalité lors de la migration
génésique est beaucoup plus forte chez les mAléahmoins, dans toutes les situations (sex-
ratio biaisé vers les méales ou vers les femeliegst tres probable que le recrutement des
juvéniles soit conditionné par le nombre de fenseHiar le lieu de reproduction (Astrom et
Dekker, 2007).

2.2.2. Conséquence d'étre femelle : L'avantagael'gtand

L’avantage que peut procurer une grande taillepleis de pouvoir plus investir dans la
reproduction et de rencontrer moins de prédatentengiels, est d’arriver plus rapidement sur
le lieu de reproduction. Chez la plupart des paissoet notamment I'anguille, les
performances de nage augmentent avec la tailleirdbgidus (Ware, 1982). La vitesse
optimale de nage est en effet plus faible chepédttes anguilleg\nguilla anguillaque chez

les grandes (Palstra, 2006) et la consommatiotivield’énergie est supérieure chez les petits
individus (Brett et Groves, 1979). A partir d’'uneéta-analyse, Jessop (2010) montre que la
taille des femelles augmente avec la distanceeaude ponte, ce qui suppose qu’'elles seraient
capables d’estimer ce codt de la migration. Paimales, leur petite taille les contraindrait a
nager en groupe afin de minimiser les codts liés faations (Burgerhouet al. 2010). De
fagcon générale, une grande taille est souvent égsacune meilleure résistance aux stress
environnementaux et a une meilleure capacité apgenaa la prédation (Taborslet al.
2003 ; Brown et Sibly, 2006).

2.2.3. Colits associés au fait d’étre femelle
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Les possibles bénéfices que peuvent retirer leslfemlors de la phase marine résultent d’'un
compromis entre mortalité et croissance lors dgHase continentale. En effet, les colts
associés a un long développement sont généralecaeattérisés par un risque accru de
mortalité liée a la prédation ou a la rencontrecdaditions non favorables (Roff, 1992).
Abstraction faite du temps de résidence en eau ejolgs femelles ont une mortalité
supérieure aux males pour des poids équivalentsa(Beaet al. 2011).

A partir de modele conceptuel on pourrait s’attenéirce que tous les individus deviennent
femelles, dans la mesure ou, le succés reprodu@ssmcié a ce sexe est en théorie
« supérieur » a celui des méles (dans presquestdese situations). Mais cette stratégie
dépend des conditions du milieu qui vont permattrenon, d’atteindre une taille suffisante
pour que ce succes reproducteur soit maximisé. €iglpose que les individus sont capables
d’estimer la « valeur » des conditions locales.

La théorie développée a partir des éléments préude@at exposés est celle de I'expression

conditionnelle du sexe ou :

La valeur sélective d’'un individu est maximisée d'idevient femelle, mais cette stratégie
n'est possible que si la capacité d'accueil du miu est optimale pour le bon
développement (taille) et surtout la survie de ceege: stratégie « size-maximizing ».
Dans le cas contraire, les individus se développeah males et quittent le milieu le plus

tot possible stratégie« time-minimizing ».

Pour vérifier cette théorie, il faut 1) que le calg devenir femelle pendant la phase
continentale soit effectivement supérieur a cetuddvenir male et 2) que certaines conditions
physiologiques et environnementales soient réypoes permettre aux femelles d’assurer une

croissance plus longue.

2.3. Expression Conditionnelle du sexe chez I'andlai

Peu d’éléments de la littérature, tels qu’ils omé @résentés, permettent d’appuyer ce
raisonnement. Mais I'apport de nos données permedélelopper une argumentation qui

tient en deux principaux points :
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(1) Le colt physiologique de devenir femelle est s@péra celui des males
a) Au stade anguille argentée
b) Au stade anguille jaune
(2) Les facteurs déclenchant le « choix » de devemefie sont :
a) Facteur intrinseque : Le statut énergétapgecivelles-anguillettes
b) La capacité d’accueil du milieu.

2.3.1. Le codlt physiologique de devenir femelle est swuéra celui des males

Estimer le colt énergétique du développement dgpiede est une tache ardue car il faut
dissocier la part énergétique liée au développerdesttissus somatiques de celle liée au
développement des tissus reproductifs. Ce typepdeance a par exemple était possible chez
les huitres, car les individus triploides ne segépisent pas et le développement des gonades
est limité. En comparant des huitres diploidesigibides Saccostrea glomerataHonkoop
(2003) montre que 27% de I'oxygéne consommeé estssaire pour la mise en place et le
maintien du tissu reproducteur. De plus, chez cetspece les colts associés au
développement de la gonade sont 84% supérieursditzs alloués a l'accroissement et au
maintien du tissu somatique.

En ce qui concerne les differences males-femelleg récente méta-analyse a permis
d’estimer le colt énergétique de la production a@métes chez 656 espéeces dont 98 especes
de poissons (Hayward et Gillooly, 2011). Les awgeorontrent qu’'une partie fixe du
métabolisme est allouée a la production en biomdssgamétes. Les males investissent
environ 0.1% de I'énergie utilisée pour le métadok de base~(standard) dans la
production en biomasse de gametes, tandis queeteslles en utilisent 300%. Les auteurs
déduisent de leur étude que le colt de la produdiceufs est approximativement d’'un ordre
de magnitude 3.5 fois supérieur au colt de la ptiolu de sperme (Hayward et Gillooly,
2011).

a) Au stade anguille argentée

Tout d’abord il convient d’établir que le déclenofent de la maturation et de la migration est
lié au statut énergétique des anguilles. Le condep&hulman (1974) propose qu’un taux
minimal de lipides doit étre atteint par les porssavant que le processus de maturation soit

enclenché. L'anguille ne fait pas exception a e @t il semble que le contenu lipidique
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détermine le moment de la prise d’argenture (Larstoal. 1990 ; Svedang et Wickstrom
1997, Clevestanet al. 2011), bien que d’autres auteurs ne soient pasi @asegoriques
(Durif et al. 2005). Cette prise d’argenture a lieu quelquesagss/mois avant la migration
(Fontaine, 1994). Les lipides sont essentiels enilgration, puisqu’ils constituent I'apport
énergétique principak(80%) lors de cette phase (van Ginnekeral. 2005). Les codts en
lipides ont été estimés a 11-17 mg de lipides/kg/kour la migration (Palstra et Van den
Thillart, 2010). Belpairest al. (2009) ont estimé que 67 gr de lipides sont néessa une
anguille de 860 gr pour parcourir les 6000 km guséparent du lieu de ponte, ce qui est
proche de l'estimation précedente (66-102 gr). d@mset al. (1990) vont plus loin, et
proposent que la métamorphose ne puisse avoigliane fois le seuil critique de 28% de
lipides, atteint. Ce seuil semble en effet corresipe aux seuils évalués par d’autres études
(Clevestamet al. 2011). Ces auteurs posent I'hypothese que cestanguilles pourraient
sur-évaluer ou sous-évaluer la quantité d’énergieessaire pour rejoindre le lieu de la
reproduction (selon cette étude, 20% des angullesgient sous-estimé la quantité de réserve
nécessaire). Chez les saumons également, la dedsidéclencher la maturité semble liée a
la quantité de lipides accumulés (Roeteal. 1991). D’autres auteurs ont émis I'hypothése
gue la quantité de protéines accumulées serattedr principal déclenchant la maturation et
I'argenture (Heinsbroekt al. 2007).

Le facteur de condition est un tres bon indicatéerrla quantité de lipides présent chez
I'anguille (Belpaireet al. 2009). A partir d’'une étude portant sur 387 argsimigrantes,
Clevestanet al. (2011) ont montré que la variation du coefficidatcondition entre anguilles
migrantes était tres faible (K = 2 + 0.2). Quelsgod le scénario (lipide, protéines, taille ...),

il apparait clairement que la condition de I'indiviest un proxy bien corrélé a la décision de
devenir mature et de migrer. Cette décision poud@nc étre retardée chez les femelles, dans
la mesure ou l'investissement d’énergie dans I'@vdépasse largement l'investissement dans
le testicule. En effet, chez les individus argenté masse du testicule atteint rarement 15%
du poids sec final alors que la masse de |'ovagngt ptteindre 60 % du poids sec final chez
les femelles (Boétius et Boétius 1967, 1980 ; larss al. 1990).

b) Au stade Anguille Jaune

Etant donné le fait que I'énergie investie dansdéveloppement des gonades est plus

importante chez les femelles que chez les malem(anis au stade argent€), on peut supposer
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gue le timing d’allocation d’énergie dans les tsssautres que la gonade, different entre males
et femelles i(e. les males deviennent matures plus tét, car isigatent le seuil d’énergie
nécessaire pour partir plus tot: time-minimizingategy). C'est ce que suggérent nos
résultats. On a pu observer que les differencesalssance en taille étaient tres faibles entre
males et femelles, mais semblent plus importantas fa croissance en poids, si I'on
considére que les individus ont le méme indicenadtvique (b=3) (cf chapitre 8). En effet, le
facteur de condition des femelles est significatieat plus faible que celui des males a partir
de 1.5 an et cette différence s’accentue parita pour devenir significative a partir de deux
ans d’élevage (cf chapitre 8, Fig. 71). Des rétalanilaires ont été obtenus par Holmgren et
Mosegaard, (1996) (Fig 71b) qui ont suivi la crais=e individuelle d’anguilles a partir de
18-22 cm. Ces auteurs constatent que des 28 crfertesdles ont un poids inférieur a celui
des males, pour une longueur équivalente (n coefficient de condition plus faible). Ces
différences s’accentuent jusqu’a au moins 35 cnirfigcen et Mosegaard, 1996).

De facon générale, seule la quantité de lipidesnam¢e au cours du développement,
passant de 37 a 60% du poids sec de l'anguillee datstade anguillette (9 gr) et le stade
argenté (420 gr) (Degamt al. 1986). Les quantités des autres composants dealgrm
séche, que sont les protéines et les cendres, wimtiren proportion (Degaet al. 1986). En
effet, & mesure que les individus croissent, lasmagaisseuse remplace progressivement
'eau contenue dans les anguilles (Degetnal. 1986 ; Holmgren et Wickstrom, 1993). Ce
remplacement est plus rapide chez les méales quelehdemelles (Boétius et Boétius, 1985 ;
Holmgren et Wickstréom, 1993) (Fig. 70). D’autreseauws ont abouti aux mémes conclusions
(Appelbaum et Kugler, 1990 ; de Boer et Hagel, 199ushnirov et Degani, 1995).
Kushnirov et Degani (1995) ont montré que les diegujaunes (33-47 cm) femelles avaient
un facteur de condition significativement plus failmue celui des males et ont ainsi pu
discriminer les sexes avec une grande certitudeo)3fur cette simple mesure. Les auteurs
proposent que la perte d'énergie accumulée soit #é développement de l'ovaire et
constatent que cette différence de poids entre smétefemelles n’'est ni liée a une
consommation différentielle de nourriture ni a ustiac de conversion différentiel de
nourriture. Bien que le poids de I'ovaire ne repri#e pas une grande proportion du poids
total, il est néanmoins 7 fois plus important gei@dids des testicules au stade anguille jaune
(RGS des males = 0.05 et RGS des femelles = 0.34l@efemelles, Durif, 2000).

Pour conclure cette partie, on peut considérerggmtle colt de devenir femelle est
plus important que celui de devenir male (ce gquggsarent Kushnirov et Degani, 1995), ce

qui se traduit par un investissement plus faiblesda gain de masse, soit que les femelles
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investissent dans la longueur plutdt que dans idspdNos résultats associés a ceux de
Holmgren et Mosegaard (1996), supportent la preamidpothese, car dans nos conditions
d’élevage, la croissance en longueur est égalesugrdrieure chez les males pendant la phase

anguille jaune.

2.3.2. Les facteurs déclenchant le « choix » de devemefke

a) Facteur intrinseque : Le statut énergétapgecivelles-anguillettes
Bellini (1907) fut, a notre connaissance, le prenai@voir réalisé des expériences portant sur
la taille initiale des individus en formant 3 Iqen quintuplat) placés dans des conditions de

densité similaires et trés faibles (0,3 iné@ym

- 56-61 mm (Groupe I)
- 65-73 mm (Groupe II)
- 78-84 mm (Groupe Il

Il note cependant que toutes les civelles étaikns dransparentes (en insistant sur ce fait
pour les individus classés dans le groupe Ill). Béans d’élevage il constate la prise
d’argenture chez les individus du premier groupeuretgrossissement des yeux. Sur 360
anguilles disséquées du groupe 1, 99% etaient déssmLes anguilles du groupe Il sont
devenues argentées a partir de 4 ans et cellesodpalll, entre 6 et 7 ans. Selon l'auteur,
toutes les anguilles des groupes Il et Il sontedees des femelles (Le tableau 18 issu de son
étude résume les résultats de croissance). Onr@e@irquer que la croissance des individus
du groupe Il (Femelles) est supérieure en poidmdhille a celle du groupe | (males), pour
des mortalités finales similaires (4%, Tableau 19). Cela peut étre di aux conditicds
favorables de densités dans le milieu (0.3 ifylmi ont permis de compenser la potentielle
perte de poids observée dans des conditions d’atjuse (dans notre expérience 62 et 650
ind/m?). Dans des riviéres trés eutrophes, avec uneefaibmpétition intraspécifique, la
proportion de femelles dépasse tres largement dedemales (entre 88 et 98% de femelles,
Bark et al.2007).

En 1966, Vladykov propose également que les @sdllestinées a devenir femelle seraient
plus grosses que celles destinées a devenir malse dasant sur le simple constat que la
taille a maturité des femelles est supérieure la dels males. Une étude menée par la suite en

collaboration avec Liew (1982), lui permit d’étayer thése.
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Dans cette étude ou 9000 civelles130 mg) dAnguilla rostrataavaient été placées dans un
lac artificiel (densité 2.25 indf)) une plus grande proportion de males avait étéctiée
(71%) comparativement a une autre expérience ctisndans le méme lac (entierement vidé)
3 ans plus tard. 7000 individus 220 mg) avaient été placés (densité 1.75 ifdfroduisant
seulement 27 % de males (Vladykov et Liew, 1982¢laCsuggéere que 1) le nombre
d’individus pourrait avoir un impact sur le sexiwafinal (bien que les densités aient été
relativement similaires) et 2) qu’un fort poidstial pourrait conduire au développement de
femelles.

Notre étude suggéere que le facteur de conditior) 88Fait un des éléments clefs de la
décision de devenir femelle (Chapitre 8, Fig. 62pdtentiellement en lien avec un
développement futur plus colteux et plus long. @Gdpet, le faible nombre de femelles
suivies individuellement pendant les premiers nad@id'expérience n°2 (n = 4, puis 5, puis 11
entre 0 et 6 mois) ne permet pas de conclure. apsemiére partie de I'étude, on a pu
remarquer qu'un faible CF initial était corrélé aeuforte croissance en poids (Geffroy et
Bardonnet, 2012). La deuxieme partie de I'étudgysteyégalement qu’un faible CF initial est
associé a une plus forte croissance. Ce phénonag@pelé croissance compensatoire, est
également connu chez de nombreuses autres espéxzes (le Aliet al. 2003) telles que la
morue, Gadus morhua(Pedersen et Jobling, 1989) et le saumon Atlaatlgalmo salar
(Reimerset al. 1993). Ainsi, a partir de I'expérience 2, il esispible d’émettre I'hypothese
gu’'un faible CF initial conduit a une forte croiesa compensatoire et au développement
male. Cependant cette stratégie de croissance cmamoire engendre des codts a long terme
(Stamps, 2007) et pourrait contraindre les malee\genir mature le plus tét possible. Au
contraire, un fort CF initial pourrait permettreeucroissance plus lente au début, mais de plus
longue durée.

Le fort coefficient de condition initial peut égalent expliquer les différences
d’habitat entre males (zone aval) et femelles (zament) dans le bassin versant. En effet,
Edelineet al. (2006) montrent que les individus avec un fortfitoent de condition migrent
préférentiellement vers I'eau douce plutdt queu’salée lorsque le choix leur est donné. A
l'inverse, les civelles avec des coefficients daditton plus faibles ont une préférence pour
I'eau salée (Edelinet al. op. citation).

Par ailleurs, la période d'arrivée est associéea utilisation différentielle du bassin
versant. Dans la mesure ou les individus qui antigel’automne ont un facteur de condition
et des réserves énergeétiques supérieures a ceuxrriqpgnt au printemps (Guérawdt al.

1995 ; Briancket al. 2003a ; Geffroy et Bardonnet, 2012), on peut sappque ces individus
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Fig. 72. Evolution de la survie dans le bac 10r(e®) et le bac 3 (en bleu) pendant les deux premannées de
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Fig. 73. (a) Evolution de la survie moyenne (n=a84) par condition de densité initiale (le nombiedividus
est représentatif des plus fortes = 12000 iAd/nplus basses = 3000 indidensités). Aprés 755 jours d’élevage
a 26°C, 11,4 % des individus sexés étaient femelles la condition de faible densité initiale eD%0de
femelles dans la condition initiale de forte dedsfb) Agrandissement de la premiére partie devagje. * Une

partie des individus est utilisé pour une analyiselbmique. D’apreés Huertas et Cerda (2006).



possédent un avantage pour la colonisation durbasssant (Edelinet al. 2006 ; Sullivaret
al. 2009) et l'utilisation de niches écologiques vdeance qui semble étre corroboré par
I'étude de Briancet al.(2003).
Au vu de ces résultats, il semble évident que tesiie, seule, ne peut expliquer la production
différentielle de males et de femelles. Le conténeargétique des individus lors des premiers
mois de croissance en eau douce pourrait donccipartia la détermination du sexe des
individus par deux voies non exclusives :
- Un facteur de condition élevé peut orienter le tly@ement vers la différenciation du
sexe femelle (plus colteuse en énergie).
- Un facteur de condition élevé permet ['utilisatidiun habitat moins compétitif et
donc plus favorable a des individus qui ne sont ggagagés dans un processus de

croissance compensatoire.

b) La capacité d’accueil du milieu.

Il est également possible que les individus sotapiables d’estimer la « qualité » du milieu.
C’est ce que suggérent nos résultats. Dans le tohapion a pu se rendre compte que les
conditions réunissant le plus d’individus produgsaisignificativement plus de femelles ; ce
qui peut paraitre paradoxal. En effet, seuls Issltd@ts de Huertas et Cerda (2006) montrent
que de hautes densités conduisent a une sex-rats@d vers les femelles. Néanmoins, leurs
données sont entachées par les fortes mortalitgésmaées dans leurs conditions de densités
élevées.

Dans la seconde partie de cette these, deux bag®e dimension (bac 3 et bac 10) ont
présenté de tres importantes mortalités apres 2I'étevage £ 80%, Chapitre 8). Le bac 3
qui réunissait le plus faible nombre d’individus d@épart (50) a produit significativement
moins de femelles (13 %) que le bac 10 (40%), quienait initialement 125 civelles. Dans
ces deux bacs, tous les individus ont été sexéfagom intéressante on a pu constater que les
plus importantes mortalités n'avaient pas eu lieur&me stade de I'ontogénese des anguilles
en fonction des bacs (Fig. 72). En effet, le poot@ge de mortalité est nettement plus
important dans le bac 10 (38%) que dans le bac2%)2pendant les 6 premiers mois
(Fig. 72). Il convient de mentionner que la digitibn de nourriture (chironomes) représentait
10% de la biomasse totale pendant les 6 premiers edaue la nourriture ne pouvait étre
ajustée au jour le jour, au nombre d’individus alest L'ajustement de la quantité de

nourriture se faisait au moment des pesées. A lEsen@gale, le bac 10 a pu recevoir jusqu’a

161






1.7 fois plus de nourriture que le bac 3, durast@&@remiers mois. La plus forte proportion
de femelles trouvée dans la condition 125 indivigosrrait donc étre liée a de meilleures
conditions de croissance dues aux plus fortes Mtégalurant les 6 premiers mois dans ces
bacs (mortalité moyenne bacs 125 individus = 35&6)nparativement aux bacs de 50
individus (moyenne = 25%).

Aprés avoir reconstruit les courbes de survie desrconditions faibles et fortes densités
initiales de Huertas et Cerda (2006), on constgiédeénent une trés forte mortalité dans les
conditions de forte densité durant les 6 premiesssrtFig. 73). Ce qui n’est pas le cas de la
condition de faible densité. La forte densité ai@ia produit 100% de femelles, contre 11.4%
pour la faible condition de densité initiale.

Dans ces deux études, les conditions de croissmesent brusquement ameéliorées pour les
bacs contenant de fortes densités initiales. Gejgese que la densifger sene serait pas le
facteur qui régule la proportion de males et deeléea, mais plutdt I'estimation faite par les
individus de la qualité de I'environnement localn Effet, nos résultats suggérent que
I'amélioration soudaine des conditions pendant pgode critique (ick 6 mois), conduise
au développement femelle. On remarque égalementlauyeeriode durant laquelle ces
changements ont lieu, correspond a la période metalguelle les femelles semblent avoir un
coefficient de condition supérieur aux males (F).

Il semblerait en tout cas, que les anguilles adusi@ient capables d’estimer la qualité du
milieu et d’y répondre par I'ajustement de variabpdysiologiques. En effet, dans le cas ou
des femelles viennent a se trouver dans des zanésrteé densité, ces dernieres deviennent
matures le plus tét possiblee( elles adoptent la méme stratégie que les malede®@et
Gatto, 1996). Selon ces auteurs, les conditionaldscs’appauvrissent et rester une année

supplémentaire augmente les risques de mortalité.

2.4. Conclusion sur I'expression conditionnelle deexe

2.4.1. Chez l'anguille

La théorie développée ici ne vaut que si le sucepsoducteur des femelles est supérieur a
celui des males et que si le déterminisme envinmeméal du sexe chez I'anguille est une

stratégie évolutivement stable. Les conditions egps par Charnov et Bull (1977), pour

expliqguer I'émergence d'un déterminisme du sexe ssdiinfluence de facteurs

environnementaux, paraissent réunies chez cetézesp
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- L’habitat affecte la valeur sélective de chaqueesix facon différente

- Les géniteurs n'ont pas ou peu de contréle suvifennement dans lequel entrent
leurs progénitures.

- La reproduction se réalise entre individus qui pFoment de différents

environnements.

Au vu du cycle de vie de I'anguille, il semble pawbable que le déterminisme du sexe sous
I'influence de I'environnement soit supplanté par déterminisme strictement génotypique.
En effet, si les méles pouvaient se développer darenvironnement « bon » ou « mauvais »
et atteindre le lieu de reproduction, ce ne seraisemblablement pas le cas des femelles, qui
ne peuvent pas accumuler I'énergie nécessaire lpamigration et la reproduction dans un

environnement « mauvais » (a moins de produiredmgumoins d’ceufs).

Dans ce cadre théorique, tous les individus essai@r de devenir femelles et ne
deviendraient males que lorsque les bonnes conditie sont pas réunies. Cela suppose que
les individus soient capables d’estimer la qualitémilieu au temps t, mais également de
prédire cette qualité du milieu au tempst +1.

De facon générale, les fortes densités sont assoc# dimportantes mortalités,
spécifiguement chez les juvéniles de poissons (MgeCadigan, 1993). Chez les civelles, les
taux de mortalité augmentent a mesure que les tdsnaugmentent (Degani et Levanon,
1983 ; Huertas et Cerda, 2006, cette étude). D& phez de nombreux poissons et agnathes
la croissance diminue lorsque la densité augmeiiten( 1974 ; Trzebiatowsket al. 1981 ;
Murdochet al. 1992 ; Docker et Beamish, 1994). La densité pdutanc étre assimilée par
les individus a de mauvaises conditions de crowsat/ou de fortes mortalités [risque de
transmission de pathogénes, stress (Barton, 2@@2neibalisme accru, (Degani et Levanon,
1983)]. Ainsi les individus chercheraient a quitter milieu défini comme peu favorable a
long terme, pour se sédentariser dans un milieulaoiccompétition serait minimisée.
Cependant, seuls les individus en bonne condifmm CF) auraient la capacité de quitter ce
milieu non favorable a long terme. Si les individus peuvent quitter ces zones, alors ils
deviennent males. Chez les adultes, il a été monuré les males se trouvaient
préférentiellement dans des rivieres proches des leapacités maximales d’accueil, ce qui
n'est pas le cas des rivieres dans lesquelles @jerité de femelles sont capturées (Bark

al. 2007). Un bon facteur de condition pourrait égaempermettre linitiation de la

différenciation ovarienne, sexe plus colteux a kemme. Dans les conditions d’aquaculture,
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les densités sont telles, qu’une bonne croissarioag termene peut étre envisagée pour la
majorité des individusA court terme, en revanche, les conditions sont optimales paur |
croissance compensatoire des petits individusnditton gu’ils accedent a la nourriture.

Nous avons montré que les petits individus éta@ntx qui se nourrissaient le plus (et
chapardaient le plus de chironomes) et avaientddlaure croissance durant les premiers
mois (Geffroy et Bardonnet, 2012). Il est intére¢sde noter que les études qui mettent en
évidence une croissance légerement meilleure pesinmales sont réalisées en condition
d’élevage (Kuhlman, 1975 ; Kushnirov et Degani, 39Holmgren et Mosegaard, 1996 ;
cette étude). Ainsi, le colt de devenir femellerpes civelles-anguillettes en conditions de
croissance rapide (élevage), serait plus impodaet celui de devenir male. Ceci se traduit
par des croissances similaires entre sexes, vopérieure pour les males. En revanche dans
les conditions naturelles, la croissance est géméemt plus lente qu’en condition d’élevage
pour tous les individus, et ce sont les femellesatprs présentent la meilleure efficacité de
croissance (Bellini, 1907 ; Poole et Reynolds ;6. ®arket al. 2007 ; Jessop 2010 ; Daverat
et al. 2012, mais voir chapitre 8 pour I'estimation decl@issance a partir d’otolithes).
Cependant, cette croissance légerement meilleusefaiaelles en conditions naturelles a
récemment été remise en question par I'étude deaddeaet al. (2012) qui montrent que
I'exploitation par péche, en éliminant préféremgéiglent les individus a forte croissance,
pourrait donner une image faussée des performalecesissance par sexe (a I'avantage des
femelles).

L’estimation de la qualité du milieu par les indius pourrait donc étre le mécanisme
clef de la différenciation du sex®i le milieu est considéré comme favorable ou s’atigre
brusquement et que les réserves énergétiques soniffsantes, alors la différenciation
ovarienne peut s’engager (Fig. 74)Cependant I'estimation de ce que peut étre unn« bo
environnement » est susceptible de varier en fonctes individus, de méme que leur
réponse a cet environnement. Ceci fait appel ati@mde « norme de réaction » qui est liée a
la variabilité génétique des individus. Ces diffimes d’estimation et de réponse (en termes
de sexe phénotypique) a I'environnement peuvenlicuigr le fait que des densités similaires
produisent des sex-ratios différents en fonctiors @tudes. De plus, ces différences
d’estimation pourraient expliquer la présence diilis intersexués. Ces derniers auraient
tout d’'abord engagé un développement femelle (awecenvironnement apparemment
propice), avant d’initier un développement tesana@ (faisant suite aux changements du

milieu). Comme I'anguille est considérée comme es@ece panmictique, la variabilité
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génétique en un lieu donné ne devrait pas, en ithédifférer d'un lieu a l'autre. Ainsi,
I'anguille constitue un modéle exceptionnel powstee I'expression conditionnelle du sexe,
car dans des environnements similaires en toustgoies sex-ratios devraient étre

comparables.

2.4.2. Chez d’autres especes ?

Un déterminisme environnemental du sexe a été tdétdwez d'autres espéces migratrices
amphihalines : les lamproies. Cheampetra aepypterat Ichthyomyzon gageles fortes
densités d’individus sont également associées frties proportions de males (Beameash,
1993 ; Docker et Beameash, 1994). Chez ces de@cespes femelles sont plus grosses que
les méles pour toutes les classes d'age (apresfémedtiation sexuelle). La fécondité des
femelles augmente avec leur taille, ce qui est mworai pour les males (Beamish et Thomas
1983 ; Docker et Beamish, 1991). En outre, les Ime#s conditions de croissance sont
rencontrées lorsque les densités sont faibles. eD&it, ces espéces pourraient également

constituer d’excellents modeles pour tester 'ECS.

2.4.3. Cas d'intersexualité tardive chez I'anguilleermaphrodisme simultané ?

Dans I'étude portant sur la différentiation sexaiele I'anguille, 2 individus avec des gameétes
males et femelles a des stades tres avancés deoggmese, ont pu étre trouves (Geffedy
al. sous presse). D’autres individus intersexués fr@iaient été identifiés chez le genre
Anguilla. Cela pose la question de I'évolution de I'herntapgisme chez les Anguilliformes.
En effet, La plupart des Murénidés sont protogymesermaphrodites simultanés. (Fishelson,
1992). On peut donc considérer ces cas d'intersigktardive sous deux angles :

- Soit, ils sont révélateurs d’'un ancétre commummiaghrodite simultané (cela suppose que

ce caractere soit transmissible)
- Soit, ce caractére est en train d’apparaitreliean avec le mode de reproduction tres

spécifigue de cette/ces espece(Hnduilla anguilla Anguilla japonica Anguilla
dieffenbachi).
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Il a été montré qu’au sein d’'une méme espéedeytierypnus dalli des populations composées
de femelles pures, de males purs et d’hermaphsoditsultanés pouvaient exister (St Mary,
2000). Les modeles théoriques d’allocation sexymtbelisent que les populations de sexe pur
sont les plus communes a forte densité (car leisghittés de rencontre sont grandes) et que
les populations d’hermaphrodites simultanés sanples communes lorsque les densités sont
faibles (St Mary, 1997). Ces prédictions ont emséttient validées chez plusieurs espéces du
genreLythrypnus(St Mary, 2000). Si I'on considéere que trouverpantenaire dans la mer des
Sargasses est difficile, ce type de stratégie degraerger, surtout dans la mesure ou la
population d’anguille atteint des seuils critiqyoesir la survie de I'espéce (Dekker, 2003a,b).
L’hermaphrodisme simultané pourrait également coedu I'autofécondation. Bien que tres
rare, cette stratégie assure la transmission dessgeéans le cas ou trouver un partenaire
s’avere tres difficile. Cette stratégie reproduetiva cependant été décrite que chez un petit
poisson ovipareRivulus marmoratysd’Amérique (Tayloret al. 1995 ; Daviset al. 1995).
L’autofécondation est également supposée chez daebmenix chlorophtalmidés car les
individus sont hermaphrodites simultanés et viverdtivement éloignés les uns des autres,
dans une obscurité totale (Meetdal. 1964 ; Sulak, 1977).

3. Perspectives

3.1. ROle des Phéromones ?

Bien gu’aucune expérience n’ait été effectuée 'mftdence possible des phéromones sur la
différenciation sexuelle de I'anguille, certaingeaus ont souligné le rdle que pourrait avoir la
communication chimique entre individus. Dans laune®u les capacités olfactives semblent
plus importantes que les capacités visuelles cheguille (Huertaset al. 2008), il est trés
probable que la communication entre individus g&ffie majoritairement par cette voie. En
effet, il a été montré que le mucus d’anguille afart pouvoir attractif intraspécifique
(Saglio, 1982 ; Sola et Tongiorgi 1998 ; Huerasl. 2007). Concernant le role possible des
phéromones sur la différentiation du sexe, auctungeén’existe jusqu’a présent. Néanmoins,
il a été suggéré que la présence de grosses ferpellerait inhiber la différenciation sexuelle
des futurs males (McCleave et Jellyman, 2004). IDg, pHuertaset al. (2006) ont montré que
la maturation des méales immatures pouvait étreudfienpar les males et femelles matures.

Ainsi, les phéromones émises par les individus reatdans la riviere pourraient avoir un
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réle dans la différentiation sexuelle, compte tehwufait que la gonade indifférenciée des
poissons est, en générale, extrémement labilest I[Eg@alement possible que la quantité de

phéromones émise dans I'’eau constitue une sourderthation sur la densité de congéneres.

3.2. Réle du Cortisol dans la détermination du sexée I'anguille ?

Les fortes densités sont généralement associéeg amportante production de males. Ce
constat m'a poussé a essayer de comprendre quehipdtre le rble du stress dans le
déterminisme du sexe de l'anguille. Bien que noagans réalisé aucune expérience sur le
sujet, la publication récente de nombreux artidass ce domaine (sur différentes especes)
ouvre une éventuelle voie de recherche sur le méteame du sexe chez I'anguille.

Il est bien connu que les conditions de fortes i&nsgénéralement rencontrées en
élevage, constituent des situations de stresautldependant différencier le stress chronique
du stress aigu. Le stress aigu est généralemerbneg lors d’'un changement brutal
d’environnement ou, par exemple, lors d’'un confiraim(revue de Gampeel al. 1994). Le
stress chronique, caractérise davantage les fdemsités. De nombreux exemples de stress
chroniques densité-dépendants sont reportés datsbliagraphie (Iwamaet al. 1992 ;
Barcelloset al. 1999 ; Olivottoet al. 2002).

Cependant, il semble que chez de nombreuses espeqasssons, et notamment I'anguille
(Seymour, 1984) le nombre d’agressions par indiyatudonc le stress) tend a diminuer avec
la densité. D’autres études montrent au contraire lg stress chronique est associé a une
augmentation de la densité chez I'anguille (Fig.Ghibaet al.2002).

Kushnirov (1994) a étudié l'effet de I'élevage enupe (8 individusyersussolitaire,
sur la production de cortisol par des individus ples de 30 cm. L’auteur montre que
I'isolation conduit a des niveaux de cortisol plasigue tres faible (en deca de la limite de
détection de 22 nmol/l de sang) comparativemel@evhge en groupe (de 22 a 344 nmol/l).
De récentes études meneées sur des poissons présentieterminisme du sexe température-
dépendant ont mis en évidence que le cortisol @agable d’inhiber I'expression de
'aromatase, ce qui en retour se traduisait parmarité de males produits (Hattai al.
2009 ; Yamagushet al. 2010, Fig. 76). L'inhibition de I'aromatase a égaknt été corrélée
au nombre d’attaques recues (indicateur de stcbeg) une espéce hermaphrodite séquentielle
protogyne, le gobie rouge a bande bleue (Bktckl. 2005). De fagon plus surprenante, il a
été montré chez une espéce présentant un détemaigiénétiqgue du sexe, le medaka, que la

température pouvait induire la masculinisation idds/idus a travers I'augmentation du
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cortisol (Hayashet al. 2010). Chez la truiteS@lmo gairdnel)i I'ajout de cortisol dans I'eau
au moment de la différentiation sexuelle est égaldgmapable d’induire le développement du
testicule et de biaiser le sex-ratio en faveurrdékes (92% males produits contre 51% dans la
« condition témoin », van den Hurk et van Oordt83)9 Il a également été montré que le
cortisol pouvait induire la masculinisation du cartement et de la morphologie des
femelles gambusigSambusia affinigknappet al. 2011).

Chez languille, les fortes densités pourraientdtore a une augmentation du cortisol
plasmatique et du cortisol libéré dans I'eau esiaagir sur I'expression de lI'aromatase.
Méme dans le cas ou les agressions diminuent av@enisité d’individus, cela ne signifie pas
que la quantité totale de cortisol émise dans l@isinue. A partir de prélévements sanguins
sur des anguilles élevées en bac commun, Kushiiif®94) montre que la concentration
moyenne en cortisol plasmatique des males estisup&i(81 nmol/l) a celle des femelles (41
nmol/l). Compte tenu du faible nombre d’individuslisés lors de son étude (12 males et 6
femelles), l'auteur n'a pu conclure sur une différe statistique de la concentration en
cortisol entre sexes. La seule étude permettatiedi cortisol et la production de stéroides
sexuels chez I'anguille montre que la concentragantestostérone plasmatique, apres une
injection de cortisol, est 4 fois supérieure aealks témoins (Khan, 1983). De plus, la
concentration en 11-ketestosterone plasmatique éibtr 13 fois supérieure a celle des témoins
dans les mémes conditions (Khan, 1983).

Dans la premiere partie de cette these, le sexta deajorité des individus n’a pu étre
déterminé. Néanmoins, I'étude de la croissancentides et des femelles lors de la seconde
partie de la thése peut permettre d'attribuersere hypothétiquea chaque individu de
I'expérience 1. Ceci dans le but d’étudier le palsseffet des interactions interindividuelles
sur le sexe des individus. Bien que trés spécaagtdonc placée en annexe (Annexe 2), ce

travail permet de formuler des hypothéeses de tragaivant stimuler de futures études.

4. Conservation et mesures de gestion

La dynamique de la population est en partie camieapar le sex-ratio opérationnel, car |l
influence la variance du succes reproducteur (Nynt@93). Lorsque le nombre d’individus
d’'une population chute dramatiquement, la capatatéésilience de I'espéce augmente si les
femelles prédominent et diminue lorsque les maksigminent (Caughley, 1994). Or, il

apparait que la plupart des modeles développésgstinter la dynamique de la population
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d’anguilles ne prennent pas en compte le potehbigés du sex- ratio continental et océanique
(Dekker, 2003a ; Astrom et Dekker, 2007). Le manag@ du sex-ratio de la population
d’anguilles pourrait apporter de nombreux avantagesurt terme.

Généralement, le sex-ratio d’espéces en voie deaudli®n est tres déséquilibré. Un tel
déséquilibre peut accroitre 'effet négatif de feefAllee et des événements stochastiques,
conduisant a I'extinction de I'espéce (Wedekindl20 Chez les espéces, comme |'anguille,
ou la croissance de la population est limitée pandmbre d’'oocytes produits, un sex-ratio
biaisé vers les males réduit la croissance de palption. Par exemple, chez le perroquet
kakapo 6trigops habroptilus de Nouvelle-Zélande, la population en dangeriqeré
d’extinction présente un sex-ratio trés biaisées viels males. Chez cette espéce ou la
croissance démographique est limitée par le nomtleeaifs produits, la manipulation du sex-
ratio vers une production de femelles est trésdéeenue une priorité pour les gestionnaires
(Robertsoret al. 2006).

Chez I'anguille, si I'on considére que le tempspawiver a maturation est 2 fois plus
important pour les femelles que pour les maleent supposer un déséquilibre du sex-ratio
vers les males sur le lieu de la reproduction (skuns le cas d’'une mortalité supérieure des
males lors de la migration). A partir d’un scénafio prend en compte la proportion de males
et de femelles produite et leurs temps respecafgé&hération, il faudrait que le sex-ratio
continental soit de I'ordre de 70% de femelles paltenir un sex-ratio de 54% de femelles
dans la mer des Sargasses (avec un temps de geméleab ans pour les males et 10 ans pour
les femelles, Vélez-Espino et Koops 2009).

Il est possible d'imaginer que le sex-ratio danspdgulation soit régulé par une
sélection fréquence-dépendante négative et quectatement des civelles suive une courbe
ondulatoire. Dekker (2003a) constate que la prodmct’anguilles jaunes et d’anguilles
argentées a commencé a chuter dans les annéel®r80gu@e le recrutement de civelles n'a
commencé a diminuer gu’'a partir des années 80aSippulation est bien régulée par une
sélection fréquence-dépendante négative, celadguplgue le nombre de civelles produisant
les individus adultes des années 60, devait égallas les années 40. C’est effectivement ce
que I'on observe a partir des indices de recrutésnéa Dekker (2003a, Fig 6a). Hahal.
(2009) observent également un recrutement deslesvghnguilla japonicd suivant une
courbe ondulatoire au cours du temps. Ces auteurstatent que méme si ce schéma est
conservé ces derniéres annees, le nombre totalelkes entrant dans le systéme diminue. Le
sex-ratio dans certains lacs semble également @vdkl facon naturelle avec un biais trés

prononceé vers tel ou tel sexe tous les 20 ans (Retsal. 2005). Ainsi, il est possible que ces
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fluctuations soient naturellement liées au searafpérationnel dans la mer des Sargasses.
Dans ce cas, lorsque les densités d'individus sopbrtantes sur le continent (faible niveau
de ressources par individu) une grande majorittd@les est produite. Ces derniers sont donc
en nombre plus important sur le lieu de reproduc{® ans plus tard) et le faible nombre de
femelles limite sérieusement la production de jileén Ces derniers sont donc moins
nombreux sur le continent (ressources non limignée une grande proportion de femelles
est produite. Les femelles deviennent alors plumbreuses que les males sur le lieu de
reproduction et le nombre de juvéniles produits dstfait, plus important. Puis la boucle
recommence (Fig. 77). Bien que trés théorique, odabe souléve la question de I'impact
d’'un sex-ratio déséquilibré sur le lieu de reprdituc Compte tenu du temps de génération
des males, il est fort probable que ce sex-ratity Isoplupart du temps, biaisé vers les males.
Ainsi, le sex-ratio ne peut raisonnablement pas &noré lors de la paramétrisation des
modeéles démographiques.

Paradoxalement, le déterminisme du sexe sousuénfie de I'environnement pourrait
donc étre le meilleur atout de I'anguille pour pgrmettre de revenir a son état pristine, dans
une échelle de temps trés courte (si les bonnesiregesle gestion sont prises). A I'heure
actuelle, la diminution du stock s’accompagne d'wies forte production globale de
femelles. Le sexe rare est donc le sexe male.o8i permet a un plus grand nombre de
civelles d’'atteindre les estuaires, le nombre déesnéera en théorie plus important que le
nombre de femelles sur le lieu de reproduction,usigr courte échelle de temps. En revanche
si la pression de péche s’accentue et que le sexdans la mer des Sargasses est trop
déséquilibré en faveur des femelles (tous les oaufseuvent étre fécondés), le déterminisme
environnemental du sexe deviendra une contrainis gu’'un avantage, car seules des
femelles seront produites dans tous les environntame.es réintroductions de males
d’élevage pourraient permettre d'obtenir un seieraplus équilibré sur le lieu de
reproduction. Cependant, les individus d’élevages@ntent des caractéristiques spécifiques,
qui pourraient les empécher d’atteindre la mer Sagjasses. Des tests de réintroduction
d’anguilles délevage (environ 25 cm) ont été dfiés au Danemark dans I'espoir de
contrebalancer la diminution observée des effe@dtdersen 2000). Ces auteurs ont montré
qgue la survie d’individus provenant de I'aquacudtétait nettement plus faible que celle des
individus transplantés d’un lac a un autre (respectent entre 42-57% et 55-75%). En outre,
la biomasse finale des individus transplantés dibis supérieure a celle des individus
provenant de l'aquaculture. Il semble donc quedddtion a de nouvelles conditions soit

plus difficile pour les anguilles d’élevage. Ceulést est & moduler si I'on considére que la
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décision de devenir male ou femelle se déclenchda les 6 premiers mois de vie en eau
douce, cette réintroduction ne concernait que daesnL’élevage induirait également une
diminution de la proportion de lipides chez les wlgs argentées, comparativement aux
anguilles sauvages (Limbumg al. 2003). Ces auteurs suggérent qu’une grande padete
individus ne pourrait pas atteindre la mer des &sgs. Outre I'impact de la pécherie sur la
quantité d'individus, il apparait que cette pradigeonduit a une sélection des individus a
faible croissance (Bevacqu al. 2012). 1l est possible que les plus téméraires é&velus
forte croissance soient ceux péchés en premienneoc’est le cas pour la truite (Biro et Post,
2008). De plus, la diminution actuelle de la popala d’anguilles s’accompagne d’une
diminution de la quantité de lipides chez les iidlig. En effet, entre 1977 et 2004, le
pourcentage de lipides contenus dans le muscleydilées jaunes prélevées aux Pays-Bas a
diminué de moitié (Belpairet al. 2009). Seuls les plus gros males et femelles pmnt
atteindre leur lieu de reproduction (Belpagteal. 2009). Les prédictions démographiques
actuelles sont alarmantes. Pour certains autedsiensi I'interdiction totale de la péche était
mise en place, il faudrait plus de 80 ans pourlgusock revienne a son niveau des années
1980 (Astrom et Dekker, 2007). De multiples aufeeteurs semblent accentuer cette chute
drastique, tels que la pollution, les barrage® gidrasitéAnguillicola crassusA partir d’un
modeéle démographique fréquence-dépendant négasiéx-ratio devrait tres vite évoluer vers
une population exclusivement femelle (qui plus ed#, mauvaise qualité). Le risque

d’extinction deviendrait donc considérable.

Les résultats obtenus dans cette thése permettentdahner de possibles
recommandations sur la production de males et ohelfes. Si I'objectif est d’obtenir des
femelles, il est alors préconisé d’introduire dégeltes avec un fort indice de condition
(arrivées a l'automne plutdt qu'au printemps) dieecent aprés la péche dans une zone
eutrophe avec une faible densité de civelles (ty@sd bassin ou lac). Si I'objectif est
d’obtenir des males, les conditions d’élevage emisxtensif par empoissonnement a forte
densité peuvent étre préconisées. L’élevage erumititensif peut aussi étre admis dans la
mesure ou il pourrait limiter les attaques parguillicola crassustout en sachant que les
risques de mortalité pour ces individus serontwdans le milieu naturel.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette oeseegalement permettre de limiter
les incertitudes sur les estimations de croissdg@@e a un suivi unique a long terme) et
ainsi d’améliorer les mesures de gestion. En efles erreurs d’estimation de taux de

croissance peuvent avoir des conséquences impestaritamment en termes d’estimation
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des taux de captures et des rendements. Par exeam@eaugmentation artéfactuelle de
I'estimation de croissance de 20% chezDieffenbachiipeut entrainer une surestimation du
nombre d’individus a pécher de 69% (Graynoth angdora2004).

5 Conclusion générale

La sensibilité aux facteurs environnementaux loesla différenciation sexuelle est trés
répandue chez les especes de vertébrés poikilake(en particuliers les reptiles, les
amphibiens et les poissons). Compte tenu des d@iffeérphylums concernés, il semble que
cette caractéristigue soit assez ancestrale etsgu@ersistance chez des espéces plus
« évoluées » soit due a un manque ou a un faibbe ¢t mutation comparativement a
d’autres espéeces ayant évolué vers un détermirdsnsexe strictement génotypique. On peut
considérer qu’il existe chez ces espéces un camtinueprésentant les différentes situations
de labilité sexuelle en fonction du développementbgénique, dans lequel I'anguille aurait

une place a part (Fig. 78).

Il est probable que I'hétéromorphisme des chrome@sosexuels soit un caractére
récemment apparu (Pieaai al. 1989), car la plupart des especes sensibles aig&ufa
environnementaux ne présentent pas ce dimorphismedrticulier la plupart des poissons).
En revanche, des analyses de croisements ont pdemisettre en évidence I'existence de
chromosomes sexuels homomorphiques chez de nomprssons (Devlin et Nagahama,
2002). Chez l'anguille, tant que la reproductionseea pas complétement maitrisée, ce type
d’expérience de croisement ne sera pas réalis@bld. un séquencage complet du génome,
associé a des expériences d'inhibition et/ou deexguession de certains géenes clefs
(détermination du sexe poly-factorielle), pourgérmettre de faire la lumiére sur la part des
facteurs génétiqgues et environnementaux dans lerndiéisme du sexe de cette espéece
(Minegishi et al. 2012). Dés lors il sera possitideplacer I'anguille dans le continuum allant

du déterminisme génétique pur au déterminisme emv@mental pur.

Nos expériences ont permis des avancées sur lgeotte 'espece et permettront peut-étre
de participer a sa protection. Le terme de « bieseevice de I'écosysteme » a été introduit
récemment pour rendre compte de la valeur éconamigu’écosystéeme et des capitaux qu'il
permet d’économiser (Ruffo et Kareiva, 2009). L'exxde le plus connu est celui des abeilles

qui, de par leur réle dans la pollinisation, pertnagtnt d’économiser plus de 153 milliards de
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dollars (Gallaiet al. 2009). Ce domaine émergent de recherche qui ermdmpte la place
et le r6le de I'anguille dans I'écosysteme, permagieut étre de donner un nouveau souffle a

la protection de cette espéce.
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Annexe 1

Estimation des parametres pour tous les individdéthode de Francis

Avec L1 a 0,3 ans
L2a1,5ans
L3 a2,7 ans

Formula: L ~ vbFrancis(Année, L1, L2, L3, t1 = gdést2 = ages[2],
t3 = ages[3])

Parameters:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
L1 116.999 2.630 44.49 <2e-16***
L2 269.228 1.839 146.38 <2e-16 ***
L3 359.796  2.615 137.57 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 ***'(0.001 **' 0.01 *' 0.050.1"'"'1
Residual standard error: 46.9 on 1317 degreegeflém

Number of iterations to convergence: 3
Achieved convergence tolerance: 1.561e-06

Estimation des parametres pour tous les individdéthode de Schnute
Formula: L ~ vbShnute(Année, L1, L2, K, t1 = 032.7)

Parameters:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
L1 116.99920 2.62986 44.49 <2e-16 ***
L2 359.79604 2.61539 137.57 <2e-16 ***
K 0.43274 0.03834 11.29 <2e-16 ***

Signif. codes: 0 "***' 0.001 **'0.01 *'0.050.1"''1
Residual standard error: 46.9 on 1317 degreesefitrm

Correlation of Parameter Estimates:
L1 L2

L2 -0.09

K -0.18 -0.69

Number of iterations to convergence: 4
Achieved convergence tolerance: 1.291e-06

192



Comparaison des modéles de croissance en fonctiom sexe Macroscopique :

Modéles  sc F p-value Modeles sC DL F p-value
4 2857533 3 2896993
<0,001
10 2847032 2,42 0,09 4 2857533 1 18,17 ***
5 2864635 3 2896993
<0,001
10 2847032 4,06 0,017** 5 2864635 1 14,87 ***
6 2853638 3 2896993
<0,001
10 2847032 1,52 0,22 6 2853638 1 19,99 ***
7 2850497 3 2896993
<0,001
10 2847032 1,60 0,21 7 2850497 2 10,73 ***
8 2856529 3 2896993
<0,001
10 2847032 4,38 0,036* 8 2856529 2 9,31 ***
9 2853636 3 2896993
<0,001
10 2847032 1 3,05 0,08 9 2853636 2 9,99 *x*

Tableau 1bis Comparaisons des modéles de croissantzlongueur des individus. SC : Sommes des€ar
DL : Degré de Liberté.

Model 6 Estimation 1C25% I1C97,5% tvalue P>t
Loo 499,87 462,01 551,94 21,96 <0,001 ***
N K femelles 0,39 0,32 0,46 11,11 <0,001 ***
Parametres
K méales 0,43 0,35 0,50 11,08 <0,001 ***
t0 -0,33 -0,40 -0,27 -9,78 <0,0071 ***

Tableau 2bis Estimation des parameétres K et t0 pour le meilleur modéle (6) selon le citérAikaike (AIC).
IC, Intervalle de confiance

Model 7 Estimate IC 2,5% IC97,5% tvalue Pr(>[t])
Lo femelles 562,09 461,53 764,00 8,25 <0,001 ***
Lo males 492,15 454,67 543,75 21,81 <0,001 ***
Parametres K femelles 0,32 0,21 0,45 5,25 <0,001 ***
K males 0,44 0,36 0,52 10,92 <0,001 ***
t0 -0,32 -0,39 -0,26 -9,74 <0,001 ***



Tableau 3bis Estimation des paramétrgsk_ et tO pour le modéle (7) selon le critere d'ailke (AIC). IC,
Intervalle de confiance

Comparaison des modéles de croissance en fonctiomsd4 conditions de densité initiales :

AIC (mod10,mod9,mod8,mod7,mod6,mod5,mod4,mod3)

df AIC
mod10 13 14288.53
mod9 10 14287.73
mod8 10 14287.01
mod7 10 14284.11
mod6é 7 14282.79

mod5 7 14288.96
mod4 7 14282.38
mod3 4 14296.68
summary(mod4)

Formula: L ~ Linf[Cond] * (1 - exp(-K * (Année - }))

Parameters:
Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)

Linfl 478.70272 19.66387 24.344 <2e-16 ***
Linf2 474.93527 19.61003 24.219 <2e-16 ***
Linf3 489.89694 19.81647 24.722 <2e-16 ***
Linf4 465.18064 18.68466 24.896 <2e-16 ***
K 0.47159 0.03924 12.019 <2e-16 ***
t0 -0.29637 0.03143 -9.428 <2e-16 ***

anova(mod3,mod10)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf[Cond] * (1 - exp(-K[Cond] * (Anneé - t0[Cond])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 1348 3100573

2 1339 3041132 9 59441 2.908 0.002053 **
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Comparaison des modeles de croissance en fonction
du sexe déterminé a I'échelle microscopique :

AIC (mod10,mod9,mod8,mod7,mod6,mod5,mod4,mod3)

df  AIC

mod10 10 6762.499
mod9 8 6760.024
mod8 8 6760.020
mod7 8 6759.206
mod6 6 6756.496
mod5 6 6758.758
mod4 6 6756.368
mod3 4 6757.276

Comparaison des modeles 2 a 2:

anova(mod4,mod10)

Model 1: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K * (Année -Q)))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 630 1523925

2 626 1519446 4 4479.3 0.4614 0.7641

anova(mod5,mod10)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - tO[HISTY))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 630 1529671

2 626 1519446 4 10225 1.0531 0.379

anova(mod6,mod10)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K[HISTO] * (Année -Q)))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 630 1524232

2 626 1519446 44786.2 0.493 0.7409

anova(mod7,mod10)



Model 1: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - t0)))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTOY])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 628 1521140

2 626 1519446 2 1693.6 0.3489 0.7056

anova(mod8,mod10)

Model 1: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K * (Année -a[HISTO])))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 628 1523089

2 626 1519446 2 3642.9 0.7504 0.4726

anova(mod9,mod10)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K[HISTQO] * (Année -a[HISTO])))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - tO[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 628 1523099

2 626 1519446 2 3652.9 0.75250.4716

anova(mod3,mod4)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K * (Année -Q)))
Res.Df Res.Sum Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 630 1523925 2 11824 2.4441 0.08763 .

anova(mod3,mod5)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - tO[HISTY))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 630 1529671 26078.7 1.2518 0.2867

anova(mod3,mod6)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf * (1 - exp(-K[HISTO] * (Année -Q)))
Res.Df Res.Sum Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 630 1524232 2 11517 2.3802 0.09336 .

anova(mod3,mod?7)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

194



Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K[HISTO] * (Amée - t0)))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 628 1521140 4 14610 1.5079 0.1982

anova(mod3,mod8)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf[HISTO] * (1 - exp(-K * (Année -aQ[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 628 1523089 4 12661 1.3051 0.2667

anova(mod3,mod9)

Model 1: L ~ Linf * (1 - exp(-K * (Année - t0)))

Model 2: L ~ Linf * (1 - exp(-K[HISTO] * (Année -Q[HISTO])))
Res.Df Res.Sum Sqg Df Sum Sq F value Pr(>F)

1 632 1535750

2 628 1523099 4 12651 1.304 0.2671



Annexe 2

Les courbes de croissance en fonction des sexegténtalculées a partir du nombre de
degrés-jour (au lieu du nombre de jours seul dar@Ghapitre 8) afin de comparer les études
entre elles. Ainsi, il est possible de connaitredre qu’auraient pu avoir les individus morts a
partir de leurs courbes de croissances. Dans |'pkemi-apres, seul les individus pour
lesquels I'erreur d’estimation de taille n'excedes 20% ont été pris en compte (Fig .1bis).
Dix femelles et treize méales remplissaient ce®@f. Tous les méales estimés par le modéle
étaient de vrais males (déterminé par I'analyséoloigigue des gonades). En revanche, 2
femelles « prédites » étaient en réalité des malesartir de ces prédictions basées sur la
taille des individus a un certain nombre de degréas{lors de la mort des individus), on a pu
déterminer que les femelles prédites (FP) étaikrg grosses et plus grandes que les méles
prédits (MP) (respectivement de 30 mg et de 3,5aurdébut de I'expérience). Le nombre de
contacts chez les FP est supérieur a celui desoMtRat long des 7 premiers mois (effet sexe
significatif, glm avec loi de Poisson, Fig. 2bi€es derniers sont en revanche globalement
plus agressifs que les FP pendant les 7 premieis (@itet sexe significatif, gim avec loi de
Poisson, Fig. 2bis). Les MP, plus petits en débexpmerience ont pu devenir agressifs afin
d’accéder a la nourriture, et avoir ensuite undlewee croissance. Chez I'anguille jaune (30-
100 gr), un statut énergétique faible (associé@adwfétre privé de nourriture) peut déclencher
la sécrétion de cortisol (Caruso et al. 20¥% la production de corticotropin-releasing
hormone, qui en retour stimule la production d’homes de croissance (Rousseau et al.
1999). Les FP, ont pu avoir un niveau de stressndiénpar le fait d’avoir un comportement
plus grégaire et une plus grande taille initiale des méles. Chez I'esturgeoAc{penser
fulvescenk la cohésion du groupe est associée a une dimindu stress (Allen et al. 2009).
Ainsi, les individus tres stressés (haut niveawcaoeisol), de part leur faible niveau initial
d’énergie et leurs participations actives aux éwgr@s agressifs auraient pu devenir males.

Ceux moins stressés (peu de cortisol), car plugaines, auraient pu devenir femelles.

Allen, P.J., Barth, C.C., Peake, S.J., Abrahamsy.MAnderson, W.G., 2009. Cohesive social behaviour
shortens the stress response, the effects of cafispeon the stress response in lake sturglkoipenser
fulvescensJournal of Fish Biology'4, 90-104.

Caruso, G., Maricchiolo, G., Micale, V., Genovedsg,Caruso, R., Denaro, M., 2010. Physiologicapeses to
starvation in the european eélnguilla anguillg Effects on haematological, biochemical, non-sfeci
immune parameters and skin structufkésh Physiology and BiochemistBg, 71-83.

Rousseau, K., Le Belle, N., Marchelidon, J., Dufcir 1999. Evidence that corticotropin-releasingione
acts as a growth hormone-releasing factor in aipvienteleost, the European edlnguilla anguillg.

Journal of Neuroendocrinologyl, 385-392.
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Déterminisme environnemental du sexe chez I’Anguille
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Résumé :

Contrairement a la majorité des mammiferes, la afudes poissons ne possedent pas de
chromosomes sexuels hétéromorphes (type XY/XX).zQhe grand nombre de poisson la
labilité du sexe est extrémement prononcée. Cetendait par le fait que le déterminisme du
sexe peut étre sous l'influence de variables enniementales. C’est le cas chez I'anguille ou
la proportion de méale augmente avec le nombre Widas présents en un lieu donné. Cette
these a pour but de mieux comprendre les facteurgégissent la destiné sexuelle des
individus. Ainsi, les relations inter-individuellest la croissance ont été étudiées afin
d’évaluer leur possible role dans le déterminismesexe. Les résultats acquis au cours de
cette these suggerent que la dengde sene serait pas le facteur primordial influencant le
déterminisme du sexe, mais plutét I'estimationefgiar les individus de la qualité du milieu.

Mots clefs Anguille, différenciation sexuelle, croissancensdité, comportement, aromatase.

Environmental sex determination in the European eel
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Résumé :

Contrarily to most mammals, the majority of fishedno't have heteromorphic sexual
chromosomes (type XY/XX). In most fish, the gonayelopment is extremely labile and for
some of them, the sex can be influenced/determimgdenvironmental factors. This is
observed in eel, where the proportion of maleseases with the number of individuals at a
given location. The goal of this thesis is to bettaderstand processes that act upon sex
determination in eel. Thus, inter-individual reteiships as well as the growing potential of
each fish were studied to evaluate their possible m sex determination. The findings
gathered throughout this thesis support the hypahaf a metagametic (environmental) sex
determination and also suggests that the estimafitre quality of the environment, made by
juveniles’ eels, is one of the key factors influgigcsex determination.

Key words: Eel, sex differentiation, growth, density, belani aromatase.



