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Resumé:

L’anguille européenne Anguilla anguilla est une espéce catadrome avec un cycle de vie
complexe incluant des migrations entre la mer de Sargasses et 1’Europe et I’ Afrique du Nord. On a
noté une baisse drastique de sa population depuis les 30 ans et on la considére aujourd’hui comme ‘en

danger critique’. Une des causes principales de ce déclin est la fragmentation de 1’habitat.

Nous avons étudié si les obstacles aquatiques peuvent exercer un pression de sélection sur les
jeunes anguilles en migration. On a utilisé une approche sans a priori, ou une large liste des génes a été
analysée dans trois tissus de chaque poisson provenant des zones amont/aval de 1’obstacle (article 1).
On a détecté les différences de transcription des geénes du cerveau des poissons, ces genes ¢tant liés a
la plasticité neuronale. On a également trouvé que ces différences se maintiennent a long terme (article
2). Finalement, on a étudié la relation entre le comportement d’escalade et la transcription des genes
(article 3). Les anguilles provenant des zones amont possédent une tendance d’escalade la plus forte.
De plus, certains poissons classés comme ‘leaders’ d’escalade présentaient des niveaux de
transcription de geénes liés a la cognition plus faibles que les ‘suiveurs’. Ces résultats peuvent étre
associés au concept de coping style et de la personnalité animale. En effet, on suggére que les leaders
agissent comme des individus proactifs et téméraires, contrairement aux suiveurs, plutdt réactifs et

timides.

L’implication des notre étude est discutée dans le contexte €cologique, car la présence des

obstacles peut modifier les patterns de distribution de phénotypes dans les réseaux aquatiques.

Mots clés : Anguille cerveau transcription comportement barrages
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Abstract :

The European eel Anguilla anguilla is a catadromous fish with a large scale migration loop
including the Sargasso sea, Europe and North Africa. In the last 30 years, drastic declines of
abundance have been observed and the species is currently considered as critically endangered. One of
the main causes of species decline is habitat fragmentation, which prevents migrating fish accessing

growth zones.

We studied whether aquatic obstacles can enact selectively on migrating young eels. We
applied a no a priori approach to detect any traits involved in the process of obstacle passage. We used
a microarray analysis for gene expression screening in three tissues (brain, liver, muscle) of young eels
sampled in different sections of an impounded watercourse (article 1). The only differences detected
between groups of fish concerned the brain tissue, and the detected genes were related to synaptic
plasticity. We also found that transcription levels of genes related to neural activity, oestrogen and
thyroid metabolisms were different after two months of common garden (article 2). Finally, we studied
the relationship between the gene transcription and climbing behaviour (article 3). Upstream fish
showed the highest climbing tendency. Moreover, we found that the ‘climbing’ leaders showed lower
transcription levels of cognition-related gene than fish following them. We suggest that leaders can

enact as bold and proactive individuals, in contrast to reactive followers.

The implication of our results is discussed in an ecological context, where the presence of
water obstacles can modify the distribution of different phenotypes in the upstream and downstream

parts of the water axis.

Keywords: Eel brain transcription behaviour dams
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Lexique des mots :

Adaptation'locale (/ocal adaptation): Processus par lequel I’environnement local exerce des
pressions spécifiques sur une fraction de la population (sélection locale), qui se traduira par
une modification du pool génétique a la génération suivante. La descendance issue de
I’adaptation locale posséde une aptitude phénotypique plus forte que 1) les individus issu d’un
milieu non soumis a la sélection locale, 2) les individus d’un milieu soumis a une autre
adaptation locale ou encore 3) la descendance des parents soumis a la sélection locale sur les
traits non héritables. Parfois confondue avec le processus d’acclimatation et généralement

mise en évidence lors des expériences de common garden ou de translocation.

Approche descendante (top down approach): Principe de fonctionnement d’une démarche

procédurale, utilisée, entre autres, dans la biologie des systémes. Cette méthode examine les
niveaux de complexité faibles dans le fonctionnement d’un systeme biologique plus
complexe. Elle peut mettre en évidence des interactions entre les genes et protéines ou des
traits plus complexes. Peut étre associée a des études « -omiques ». S’oppose a 1’approche

ascendante (bottom-up).

Aptitude phenotypige. (fitness ou individual fitness): Capacité d’un individu (ou capacité

moyenne d’un phénotype) a produire des descendants matures, relativement aux autres

individus de la méme population et au méme moment (voir aussi valeur sélective).

Dépression consanguing (inbreeding depression): Reproduction entre les individus

apparentés (endogamie). Diminue la valeur sélective des génotypes portés par la descendance

car augmente le taux d’apparition des caractéres récessifs déléteres.

Dérive génétique (genetic drift) : est 'évolution d'une espéce causée par le hasard. Clest la
modification de la fréquence d'un allele, ou d'un génotype, au sein d'une population,

indépendamment des mutations, de la sélection naturelle et des migrations.

Effet fondateur (founder effect) : a lieu lorsqu'un nombre réduit d'individus se sépare d'une
population plus vaste, pour aller coloniser un nouveau milieu. Ces individus ne vont
"emporter" qu'un échantillon d'alleles du pool d'alleles de la population mére, et ce, de
maniére que l'on suppose aléatoire. La nouvelle population peut donc présenter des

fréquences génotypiques différentes de la population initiale. Cet écart peut changer
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radicalement le profil (allélique, génotypique et phénotypique) de la population fondatrice,

par rapport a la population initiale.

_ (concept de) (keystone individual concept) : Le concept dans lequel un

petit groupe d’individu ou un individu seul peuvent avoir un effet disproportionnellement
large ou irremplagable dans la dynamique du groupe entier. Ressemble au concept de I’espece
clef de voite (keystone species) (fort impact sur la biodiversit¢é ou fonctionnement de

I’écosystéme d’accueil).

_ : Type d’influence d’un individu sur un groupe, généralement d’une méme espece.
Souvent associé¢ aux déplacements en masse des animaux, déclenchés par un petit groupe ou
un individu unique. Les individus ‘leaders’ peuvent présenter des caractéristiques particulieres
qui leur allouent une capacité a exprimer un comportement ‘au bon moment et au bon

endroit’, qui sera copié par les congénéres.

Norme de'réaction (reaction norm): Ensemble des phénotypes pouvant étre obtenus a partir

d’un seul génotype dans une gamme d’environnements. L’étendue de la norme de réaction

illustre la plasticité phénotypique.

Piege écologique (ccological trap): habitat qu’un organisme trouve plus attractif qu’un habitat

alternatif, méme si I’aptitude phénotypique qu’il génere est plus faible.

Pige &volutif (cvolutionary trap): toute ressource qu’un organisme trouve plus attractif
qu’une ressource adaptative, méme s’il lui confére une aptitude phénotypique réduite. Type

de maladaptation.

Plasticité phénotypique (phenotypic plasticity) : Differents phenotypes expirmés par le méme

genotype sous differents conditions environnementales.

Proximal (proximate): Qui se rapporte aux causes immédiates des comportements (p. ex.
physiologiques et neurologiques), événements ou résultats. Souvent utilisé dans les rapports

de causalité par opposition a distal ou ultime (ultimate).

Recrutement (recruitment): Processus par lequel la fraction la plus jeune de la population (de
I’ceuf au juvénile complétement développé) s’intégre pour la premiere fois a I’ensemble des
poissons accessibles. Chez 1’anguille européenne on parle du recrutement des civelles et de

[’échappement des anguilles argentées.
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_ (processus de) (reinforcement) : Dans le contexte de 1’apprentissage, le terme
renforcement fait référence a I’effet que peut avoir la conséquence d’un geste sur la
probabilité qu’il soit répété. Le renforcement peut étre positif, s’il augmente la probabilité de

répétition; ou négatif, s’il diminue cette méme probabilité.

RBEOtaxie (r:cotaxis) : mouvement d’un organisme en réponse 4 un courant (d’eau ou d’air).
Chez I’anguille, on observe une rhéotaxie positive lors de la migration de montaison et

négative au stade adulte (migration de reproduction).

Sélection fluctuante (/uctuating selection): type de sélection naturelle dont I’intensité et/ou

direction varie sur une courte période de temps et sur le méme phénotype. Peut dépendre
strictement des facteurs environnementaux (alternance des saisons séches/de pluie), ou de la

fréquence dépendente.

Selection spatialement variable (spatially varying selection): Selection locale intrageneration

agissant sur le polymaophisme (homogeneisation a chaque generation).

_ Concept li¢ a la personnalit¢é animale, permettant de situer les

individus en fonction des traits de comportement qu’ils expriment. L.’axe concerne les traits

timide-téméraire, car ces traits étaient les premiers a étre caractérisés dans le contexte de

personnalité/tempérament animal.

Thigmotaxie (thigmotaxis): mouvement d’un organisme en réponse au stimulus de

I’environnement solide (p.ex. la nage des rats pres des parois).

Valeur'sélectivel (cenotypic fitness) : Mesure, absolue ou relative, du succés d’un génotype au

sein d’une population donnée, appréci¢ d’aprés sa variation de fréquence entre deux

générations (valeur adaptative).
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Summary of Chapters

Chapter 1: Context of the study

1. The scope of this study

This study concerns the impact of aquatic obstacles on migrating Anguila anguilla
glass eels/elvers. This study was motivated by the dramatic declineof the population over the
last 30 years. We assessed the impact of fragmentation as it is considered as a one of the

major factors of eel population collapse.

We hypothesized that the distribution of phenotypic patterns can be affected by water
obstacles, as the passage by aquatic impoundments can require particular fish capacities OR

induce specific reaction norms of the organism.

As European eel is considered as panmictic species with random larval dispersal, we
did not expect any local adaptation in fish found upstream vs downstream zones of the
impounded river axis. Indeed, even if water obstacles could enact as artificial selection of
genetically based traits, the event of random mating as well as the random larval distribution

would erase any attempt of local adaptation.

European eel has a very high phenotypic plasticity for many ecologically relevant and
life history linked traits. Thus, we first investigated the presence of gene expression patterns
in fish found in the downstream vs upstream part of the river. We focused on a specific stage
of gene expression cascade; a gene transcription event, sometimes called molecular

phenotype.

To describe better the scope of our study, we proceeded by describing each key-word

of the title of this thesis.
Impact:

The impact of an environmental factor such as water impoundment could be studied
by means of genetic analysis (when fragmentation is expected to enact as artificial selection)

or gene expression analysis (if different reaction norms in fish are selected/induced during
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their passage through the water dams). Ideally, the latter one should be realized on the same

fish before and after the passage through the water obstacles.
Obstacles:

Our study concerns the water impoundments such as dams, but also the fishway
devices built on such structures. Indeed, their main function is to increase the flow of fish
through the impoundment, but their design needs to take into account the ecology and biology

of the targeted fish, as well as the fish ontogenetic stage.
Migration:

The most downstream fish used for the study were caught several kilometers far from
the tidal zone, we need to consider that all the individuals have expressed rheotactic migratory

behaviour, i.e. swimming actively against the freshwater current.
Glass eels/elvers:

Our study focuses on the glass eel stage. More precisely, all the fish caught during this
project were in the transition between the glass eel and elver stage. Indeed, their pigmentation
has started but was not completely fulfilled. In the following text, both terms will be used

(glass eels and/or elvers).
2. Species studied:
European eel characteristics:
Panmictic population / semelparous reproduction / two transatlantic migrations

During the upstream migration (in search for the habitat for the somatic growth
period), fish is thought to depend on its energy reserves (no feeding during migration), to use
the olfactory cues (detecting the ‘freshwater molecules’, following the other fish), to avoid
densely populated areas, and is able to climb vertical walls. The exact moments of the

migratory movement of the whole cohort of glass eels are still hard to predict.

Many studies investigated the presence of genetic patterns according to geographic
distribution or temporal migratory waves. It is believed that the environmental selection can
enact on different scales (i.e. spatially or temporally varying selection), but any attempt of

local adaptation is erased during the following event of reproduction.
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3. Aquatic obstacles and their impact:

Although the impact of water impoundment can be multiple, we considered only the
effect of the presence of water dams as the obstacle for free flow of fish. In case of migratory
fish, this impact can be particularly important, as the access to the specific habitats is often
mandatory for the species to fulfill its whole biological cycle. Different types of fishways are
known, but the one specifically designed for eels at the juvenile eel stage is the “ladder” type,
the glass eel ladder. This device takes advantage of young eels’ ability to go out of the water

and climb vertical slopes.

Chapter 2: Methodology

1. Study site

All the fish were sampled on a freshwater artificial corridor in the South-western
France, close to our laboratory and experimental station. This corridor connects the Lacanau
Lake to the Arcachon Lagoon and is divided by four small or medium water dams. Each water
obstacle is equipped by fishway device. We sampled fish at the end of the migration peak
(June-July) directly on the fishway and/or below the fishway.

2. Material & Methods

During this project, we assessed the gene transcription levels of brain, hepatic and
muscle genes by means of microarray and qRT-PCR analyses. We also run Common Garden
experiment (long term maintenance under homogenous conditions) and Experimental Fish
Ladder (automatic test for climbing tendency and behaviour). During both experiments, fish

were individually identified with mini tags (NONATEC, Lutronics).
3. Neural plasticity: Bibliographical research and the choice of genes

The most common function suggested by the genes detected in the preliminary study
(see Chapter 3) concerned neural activity, such as neurogenesis and synaptic plasticity. This
function is often involved in cognitive processes, such as environmental cues perception,
learning, memorization and decision making process. We investigated scientific literature in
1) cognition related mechanisms such as LTP and 2) cognitive processes in fish in order to
chose new, more specific genes and validate our preliminary hypothesis based on differences

in cognition-related gene expression in fish found in upstream vs downstream part of the
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river. Our choice was also based on the availability of gene sequences in eel (EeelBase), and

the specificity of designed primers.

Chapter 3: Microarray analysis

We performed a microarray study on fish found in different segments of an
impounded water course in order to detect differences in gene transcription levels in brain,
liver or muscle tissues. The preliminary results suggested a difference in brain functioning
among individuals that successfully crossed the water obstacles and those situated on the
downstream part of water dams. These genes are mainly linked to the cognitive function of
the brain. It is not known whether gene expression is induced or selected by the passage
event. Indeed, transcriptomic analysis provides phenotypic data, but also represents an
intermediary step from genotype towards functional phenotype (Fay & Wittkopp 2008). Gene
expression can be therefore interpreted as physiological acclimatation or phenotypic plasticity
(Aubin-Horth & Renn 2009; Giger et al. 2006), whereas other studies would use it clearly as
indicators of adaptive divergence (Derome et al. 2006; Larsen et al. 2007; Roelofs et al.
2009). However, raising relevant conclusions from such data is crucial for conservation
strategies (Hansen 2010; Vandersteen Tymchuk et al. 2010). In our case, all individuals could
present different pre-established transcriptomic profiles before meeting the first
impoundments, as well as they could temporarily differentiate only while crossing the
obstacle. What we call here a temporal regulation of gene expression is more generally termed
as phenotypic plasticity or flexibility (Piersma & Drent 2003), whereas pre-established
molecular phenotypes selected by environmental conditions would stand for spatially varying
selection. In order to assess the persistence of detected gene transcription levels, a long-term

maintenance of fish under homogenous conditions is needed.

Chapter 4: Common Garden Experiment

We ran a Common Garden experiment in order to decipher genetic and environmental
components of variation in molecular profiles detected in the preliminary study. Ideally, the
analysis of gene transcription levels should be performed on the same fish before and after the
experiment. However, brain extraction and analysis being lethal, we needed to consider the
relative differences in molecular profiles of fish from the preliminary study (coming from the
same sampling sites, sacrificed immediately on the field) as the profile differences expected in

fish ‘before’ the Common Garden (je parle bien de ‘differences relatives entre les profils et
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pas de profile eux-mémes). We found that even after two-month rearing under homogenous
conditions, fish sampled in the upstream part of the river expressed higher transcription level
of genes related to cognitive function. These patterns are similar to the differences found in
the preliminary study, which suggest a rather long term mechanism of gene expression

regulation. Indeed, the differences detected can have genetic or epigenetic basis.

Chapter 5: Experimental Fishway Test

We ran an Experimental Fishway study in order to detect differences in climbing
tendency and behaviour of glass eels/elvers sampled along the impounded river axis. We also
measured the transcription profiles of new genes related to cognitive function, as this function
has been detected to differ among upstream and downstream fish groups. Each fish was
individually identified (NONATEC , Lutronics) and tested four times (4 x 300min) in a group
of fish with mixed sampling origin. During our test, we assessed the climbing tendency (i.e.
the total number of fishway ascension), the mean order in which the fish ascended the fishway
for the first time (allowing creation of classes called leaders, followers, finishers and no-
climbers), as well as the repeatability of both climbing tendency and behaviour of each fish.
Fish from the upstream part of the river had higher climbing tendency and behaved in a more
consistent way than the fish from the downstream segments. We also found that the group of
fish form the most downstream part (i.e. naive to obstacles crossing) did not contain any
individual classified as leader. We suggest that during the migration peak, the ‘leader’
individuals are among the first fish to cross the obstacle and reach the most upstream
segments of an impounded water course. Thus, the likelihood of sampling a leader in
downstream zones at the end of migration peak is low. An alternative hypothesis concerns the
experience the fish could acquire during the obstacle passage. Fish become a leader once it
has crossed the obstacle in the field. We also suggest that the ‘leader’ behaviour can be
associated with the coping styles the animals adopt to deal with environmental stress, or with
personality traits the animals express throughout their life. Indeed, proactive and bold fish
would prone to explore a new, potentially risky zone without any social cues, which was the
case of leaders. Alternatively, reactive and rather shy fish would be associated with followers.
These fish spend more time assessing the environment and are able to correctly adjust their
behaviour in front of new conditions by means of behavioural flexibility. Their cognitive
capacities (cues perception, learning efficiency, and memory) are thought to be higher than

those of the proactive fish, which is in agreement with our results. Indeed, the transcription
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levels of cognition related genes were higher in the group of followers in comparison to the

group the leaders.

Chapter 6: Conclusion

Our study showed the differences in climbing behaviour and gene transcription levels
among the fish found in the upstream and downstream parts of the river. Surprisingly, gene
transcription differences do not concern the muscle neither liver tissue, but the fish brain. The
main function of the detected genes involves neural activity such as synaptic activity and
neurogenesis, which in turn can be linked to the cognitive processes, such as cues perception,
learning or memory. Moreover, the fish groups differ in climbing tendency and behaviour.
Glass eels with higher climbing propensity were found in the upstream zones, which could be
explained by the experience of water crossing acquired in the field, but also linked to the
behavioural strategy the fish adopt to deal with the environment. For example, bold and
proactive fish would be more likely to express an exploratory behaviour without any social
cues, thus in a potentially risky situation. This behaviour could be associated to the fish
classified as leaders. In contrast, the followers would express a rather shy and reactive
behaviour, and they would first require assessing the environment before they adjust their
behaviour to the new environmental challenge. Therefore, they could require the cognition
related genes at a higher level than the proactive leaders. Although, gene transcription levels
found in leaders and followers support this hypothesis, further study at the level of the whole

organism (i.e. reversal learning, behavioural flexibility) are needed (Figure 21).

It is noteworthy that the leaders were present only in the upstream segments of the
water course. We suggest that these proactively behaving fish are among the first to climb the
obstacles in the field, and they could enact as ‘keystone individuals” in the whole group of
migrating young eels. In other words, they would initiate and encourage the climbing
movement of the glass eel cohort. We believe that the presence of leaders in the groups of
obstacle-naive fish could be taken into account to predict more accurately the migration peaks

in the future.

Finally, we found that differences in gene transcription levels persist for a relatively
long period, which suggest their genetic or epigenetic basis. In order to assess whether water

obstacles enact as a selective pressure on genetically based phenotypes or induce
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epigenetically regulated reaction norms in climbing fish, genetic and epigenetic analyses are

proposed for further studies.

CHAPITRE 1:

Contexte de I’étude

1. Problématique et mots clés de I’étude

L’étude décrite ici concerne les effets des obstacles le long des cours d’eau sur les
anguilles lors de leur migration de montaison. L’anguille européenne Anguilla anguilla est
une espece catadrome facultative, effectuant deux migrations transoc€aniques, ces
déplacements étant liés d’abord a la recherche d’un milieu propice a la croissance
(colonisation des milieux d’eau douce ou saumatres continentale), puis ensuite a la
reproduction dans la Mer de Sargasses, lieu unique de fraie. Cette étude se justifie par le
déclin drastique de la population de I’espéce et la prise de conscience de I’impact de la
fragmentation des corridors aquatiques sur les espéces de poissons migrateurs. Bien que la
fragmentation du milieu soit considérée parmi les causes principales de ce déclin, peu
d’études portent sur les conséquences des obstacles aquatiques sur la qualité des individus et
la distribution des patterns phénotypiques de I’espece. L’anguille est également un modele
d’étude particulier lorsque l’intérét porte sur la plasticité phénotypique et 1’hétérogénéité
environnementale du milieu. En effet, I’anguille présente une trés large distribution
géographique, mais il s’agit d’une population unique au pool génique homogene a I’échelle de
I’espece enticre, cette caractéristique €tant assurée par la panmixie et la dispersion aléatoire
des larves. Elle peut étre soumise a des facteurs de sélection spatialement variable, mais qui
n’aboutissent pas a une adaptationdoeale. Cependant, dans certains cas ot la sélection locale
est récente, forte (p.ex. piege écologique) et constante, on peut s’attendre a des changements
dans la diversité phénotypique et ainsi du pool génétique ou épigénétique. Notre étude se situe

dans un contexte précis, défini par la description des mots clés du titre du projet (Figure 1).
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Impact] des|obstacleg aquatiques sur lajmigration| des|civelles

Figure 1) Les mots clés du titre de la these.

Impact

L’impact des installations aquatiques sur les espéces migratrices peut étre classé pour
la plupart des études comme indirect (retard dans la colonisation de I’habitat, densité/mortalité
accrue d’une part ou d’autre de l’obstacle, ou encore les modifications des paramétres
physico-chimiques de 1’habitat, impact sur la dynamique metapopulationnelle) ou direct
(franchissabilité ou sélectivité, c'est-a-dire le nombre d’individus ayant franchi 1’obstacle par
rapport au nombre total présent ou nombre total ayant tenté de le franchir) (Castro-Santos
2004; Kemp 2012; Marmulla 2001; Noonan et al. 2012). L’aspect quantitatif de la
franchissabilité¢ de 1’obstacle est généralement le premier a recevoir I’attention, cependant
aucune ¢tude n’a abordé ce sujet sous son aspect qualitatif (Cote et al. 2009). En effet, méme
si la construction des passes spécifiques a 1’espece a été engendrée par la mise en évidence de
la sélectivité interspécifique des installations (Agostinho et al. 2007; Gephard & McMenemy
2004), trés peu d’études concerne les différences intraspécifiques entre les individus ayant
franchi les barrages et ceux restés en aval. La présente étude se veut donc parmi les premieres
a adopter une approche individu-centrée et qualitative de la sélectivité des barrages chez une

espece migratrice, I’anguille.

Dans le contexte de notre étude, I’impact d’une contrainte environnementale peut étre
vu sous deux angles différents. Tout d’abord, comme tout facteur environnemental, une
contrainte a la migration peut, via la plasticité phénotypique, aboutir a une nouvelle variante
du phénotype issue d’un méme génotype. Autrement dit, D’interaction génotype X
environnement peut influencer I’expression génétique de I’individu de maniére a produire un
nouveau phénotype, parfois mieux adapté a I’environnement dans lequel 1’individu se trouve.
Dans ce cas, on s’attend par exemple a ce que le groupe d’individus au pied du barrage
présente, pour un trait quantitatif dont I’expression est susceptible d’étre induite (inhibée ou
stimulée) par le passage par I’obstacle, un nombre de flormes de reaction similaires au groupe
ayant passé 1’obstacle, mais dont la valeur moyenne du trait serait différente. Par exemple, si
le passage par les obstacles est un événement stressant, on pourrait observer une augmentation

du niveau de cortisol sanguin dans le groupe amont, quelle que soit leur niveau initial, par
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rapport aux individus situés en aval. Idéalement, pour détecter le phénoméne d’induction d’un
phénotype par la composante environnementale, on a recours a des méthodes utilisées
traditionnellement en médecine, c’est-a-dire 1’analyse d’un trait chez le méme individu avant
et apres sa soumission au facteur étudi¢ (médicament, pathologie). Ici, la contrainte principale
concerne la technique d’analyse du trait, obligatoirement non-létale. L.’avantage par contre
vient du fait qu’il n’est pas nécessaire d’étudier le génotype de I’individu, mais ses traits

phénotypiques (comportement de 1’individu entier ou expression génétique d’un tissu).

L’impact d’une contrainte environnementale peut étre également sélectif. On parlera
alors d’une sélection anthropique, le facteur étudié étant la conséquence de ’activité humaine.
Trois types de sélection sont possibles : stabilisante, disruptive ou directionnelle. Ici, on
considérera I’impact comme sélectif sensu stricto uniquement si on peut établir une valeur
s¢lective™ (survie X fécondité) d’un génotype dont le phénotype est soumis a la sélection. De
méme, le trait sélectionné sera adaptatif si, a I’issue de cette sélection, il sera toujours présent

dans la descendance et il ne sera pas contre-sélectionné par le méme facteur environnemental

(cas particuliers de Sélection fluctuante).

Obstacles

Notre étude considérera les obstacles uniquement comme une entrave anthropique
empéchant 1’acces des anguilles aux habitats situés en amont. De plus, on s’intéressera aux
dispositifs équipant les barrages, dont le but est d’assurer la continuité de la route migratoire
en présence d’aménagements. Les passes elles-mémes peuvent imposer certaines contraintes
aux poissons avant qu’ils puissent accéder aux segments amont. Une passe a poissons
nécessite tout d’abord que 1’individu, une fois I’entrée de I’installation trouvée, la considére
suffisamment attractive pour I’explorer (Steffensen et al. 2013). De plus, les passes inclinées
de type ‘passe a anguille’ requicrent aussi I’expression d’un comportement d’escalade de
I’individu. Ainsi, notre ¢tude de I’'impact des obstacles a concerné les passages ‘sous
conditions’ imposés par ces installations de franchissement des barrages. Nous nous sommes
intéressés alors a identifier d’éventuelles différences entre les traits individuels des poissons
retrouvés en amont de 1’obstacle par rapport a ceux restés en aval. En d’autres termes, notre
¢tude s’est intéressé¢ a évaluer la transparence des passes a anguilles par une analyse

qualitative des traits individuels.

Migration
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Toutes les civelles en migration n’aboutissent pas au pied de I’obstacle. Une partie de
la cohorte reste pendant toute la période de croissance dans les zones saumatres, dans les
estuaires et dans les zones soumises a marée, et une autre partie se sédentarise tout au long de
la remontée vers I’amont des axes fluviaux. Notre étude concerne uniquement les individus
ayant abouti au moins au niveau du premier obstacle (Figure 13), c'est-a-dire ayant exprimé
un comportement de nage active a contre-sens du courant dans les zones d’eau douce. Il est
difficile d’évaluer quelle est la fraction d’individus a comportement de migration en amont
versus ceux établissant leur habitat de croissance dans les zones saumatres. Aucun outil
n’existe pour évaluer in situ cette tendance migratoire chez les individus. De plus, la pécherie
civeliére, toujours en activité, pourrait agir sur les proportions de migrateurs
amont/sédentaires arrivant chaque année sur le plateau continental. Il est également a noter
qu’auparavant, toute civelle était considérée comme migratrice obligatoire, et ce n’est que
récemment (Daverat et al. 2006a; Marohn et al. 2013; Tsukamoto & Aoyama 1998) que les
analyses microchimiques des otolithes ont mis en évidence la croissance de certains individus
uniquement dans les zones estuariennes. En effet, la montaison de 1’anguille est désormais
considérée comme facultative. Ainsi, les individus concernés par notre étude pourraient étre
classés comme civelles/anguillettes au comportement rhéotactique positif, mais nous ne
pouvons pas savoir s’ils auraient exprimé un comportement nomade ou résident plus tard, lors

de leur période de croissance (Daverat ef al. 2006a).

Civelles/anguillettes

La migration amont le long des axes aquatiques s’effectue au stade civelle et
anguillette. La principale différence visible a I’ceil nu réside dans la pigmentation
tégumentaire. Il est donc facile de sélectionner les individus au stade civelle lors des
¢chantillonnages de terrain. Cependant, certains individus se présentent au pied du barrage
déja a I’état 1égerement pigmenté. Le temps qu’ils mettent & parcourir le trongon de riviere
jusqu’au site d’échantillonnage peut étre variable, il dépendra entre autres de la distance
parcourue et éventuellement de la présence d’autres entraves a la migration en aval du site.
Ainsi, les individus sélectionnés pour notre étude ont ét¢ considérés comme civelles ou en
phase de transition entre le stade civelle/anguillette et présentaient tous un stade de
pigmentation compris entre VIAO et VIB. Notre principal critére était la taille maximale de
I’individu (12cm), considérée comme taille moyenne limite procurant a I’individu la

possibilité d’une escalade de parois verticales (la cohésion au substrat étant assurée par
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I’interaction physique entre le mucus corporel et la couche d’eau du substrat) (Legault 1986,

1988), et donc le passage de certaines parties des obstacles aquatiques.

Tout le long de cette theése, on a adopté une démarche schématisée sur la Figure 2.
Tout d’abord, une étude sans a priori a été effectuée (analyse par puce a ADN), qui nous a
permis de préciser la fonction principalement affectée par les obstacles de notre site d’étude.
Les différences détectées au niveau du cerveau, correspondant aux fonctions liées a I’activité
synaptique et neuronale nous ont conduit a faire une recherche bibliographique sur le theme
de la cognition et du comportement animal. On a également effectué une expérience de
Common Garden afin de vérifier la persistance de différences détectées lors de 1’étude
préliminaire. Ensuite, on a examiné le comportement des individus face au dispositif de
passage (Test de Passe Expérimentale), couplé avec une analyse des geénes spécifiques aux

fonctions précédemment détectées.
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Figure 2) Schéma de la démarche suivie le long de la thése. Les rectangles bleus
correspondent aux analyses effectuées, les rectangles jaunes correspondent aux questions
posées. Les rectangles sont positionnés sur trois zones de couleur de fond différente,
permettant de les situer chronologiquement.
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2. Espéce étudiée
2.1 Cycle biologique et métamorphoses

L'anguille fait partie du superordre des Elopomorphes, un taxon phylogénétique situé
parmi les plus anciens chez les Téléostéens. Les Elopomorphes sont caractérisés par une
phase larvaire dite leptocéphale et leur habitat est généralement marin (Pfeiler 1999). L’un
des quatre ordres des Elopomorphes, les Anguilliformes concerne le genre Anguilla qui
recense une vingtaine d’especes dans le monde, réparties dans tous les océans, excepté

I'Atlantique Sud et le Pacifique Est (Minegishi et al. 2005; Tsukamoto & Aoyama 1998).

L’anguille européenne Anguilla anguilla (Linné, 1758) a un cycle biologique similaire
a toutes les especes d’anguilles « vraies ». La reproduction se fait dans I'océan, et les larves
leptocéphales migrent jusqu'au talus continental pour se métamorphoser en civelles (Schmidt
1923) (Figure 3). Ensuite, la civelle envahit les eaux continentales, et se pigmente
progressivement jusqu'au stade anguillette (petite anguille jaune). Commence alors une phase
de croissance continentale, qui se termine avec le début de la maturation sexuelle (ou
argenture).
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Figure 3) Cycle de vie de I’anguille européenne, adapté de (Geffroy 2013). On observe une
migration entre la Mer de Sargasses et le plateau continental/eau douce dans les phases
précoces de la vie de I’individu et une migration de retour en Mer de Sargasses lors de la
phase adulte. La plupart des individus est confrontée aux mémes obstacles aquatiques(en
rouge) a deux reprises, d’autres jamais (croissance en milieu marin/saumatre). Il existe
¢galement des individus « nomades » (Daverat & Tomas 2006; Tsukamoto & Aoyama 1998),
effectuant un passage multiple dans I’eau douce (tracé discontinu).

Au stade argenté, I’anguille s’engage dans une nouvelle migration vers le site de
reproduction océanique. On observe donc deux grandes migrations transocéaniques au cours
de la vie d’un individu. Chaque migration est accompagnée d’une métamorphose, un
bouleversement profond de la morphologie, du comportement et de la physiologie de

I’individu. En effet, chacune de ces métamorphose prépare 1’individu et lui confére une bonne

adaptation a I’habitat dans lequel il va se retrouver.

Tout d’abord, lors de la phase leptocéphale, I’individu possede une forme aplatie, ce
qui lui faciliterait les voyages océaniques au gré des courants (Kettle et al. 2008) ou la
migration verticale (Castonguay & McCleave 1987; Miller et al. 2015). L’individu au stade
leptocéphale ne ressemble pas a sa forme adulte et a pendant longtemps été considéré comme
appartenant a une espece a part (Leptocephalus brevirostris). Le rapprochement entre ce stade
et A. anguilla a été relativement récent (Grassi 1896). La transparence de son corps lui
assurerait une détection visuelle plus faible par les prédateurs. Sa constitution corporelle est
faible en muscle (Bonhommeau et al. 2009), mais trés riche en glycoaminoglycanes (GAG)
(Pfeiler 1999), des composés qui fourniront des polysaccharides nécessaires a la
métamorphose et a la phase de migration au stade civelle pendant lequel 1’individu ne
s’alimente pas. En effet, bien que la larve leptocéphale se nourrisse tout au long de sa
traversée océanique, elle ne consomme que 50% de 1’énergie assimilée (Lecomte-Finiger et

al. 2004).

Les larves d’anguille européenne arrivent sur la zone qui s’étend sur toute la facade
maritime du Nord de I’Islande au Sud du Maroc et de I’Ouest des Agores jusqu’a la mer Noire
et les bassins versants associ¢s (Schmidt 1923) (Figure 4). Leur arrivée est enregistrée tout au
long de I’année, mais d’importants pics de migrations sont observés d’octobre a mars.
Commence alors 1’un des phénomenes les plus spectaculaires, visible encore il y a 30 ans. Les
individus, une fois métamorphosés en civelles, se rassemblaient en cordon et effectuaient une
nage active a contre-courant (Cantrelle 1984). Cette stratégie, qui ressemble fortement au

peloton des coureurs du Tour de France, aurait pu étre mise en place pour assurer
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I’hydrodynamisme du groupe et donc économiser 1I’énergie nécessaire a la nage. Les civelles
auraient-elles aussi leurs propres « leaders’ », aidés par les « poissons pilotes » et suivis par
les « gruppettos » ? Lors de la premiére métamorphose, la forme de I’individu commence a
ressembler a celle de I’individu adulte. On observe une perte importante de 1’eau corporelle,
le corps s’amincit pour adopter une forme sub-cylindrique dite anguilliforme. La encore, on
observe une adaptation parfaite de I’espéce a une nouvelle phase de vie, cette fois liée aux
contraintes hydrauliques de 1’habitat. Le corps mince et allongé permet a I’individu une nage
active a contre-courant, nécessaire pour atteindre les zones amont des rivicres. Il permettra
¢galement de s’enfouir facilement dans le substrat lors du repos ou de I’inversion des marées.
La capacit¢ d’enfouissement permet a I’individu un transport tidal sélectif, c'est-a-dire
d’utiliser préférentiellement les courants de flot (marée montante) pour traverser les estuaires
(Gascuel 1986; McCleave & Kleckner 1982) tout en économisant de 1’énergie (Hickman
1981). Lors de la phase civelle, d’autres changements ont également lieu. Les fortes capacités

\

d’osmoregulation permettent a 1’individu de survivre dans de 1’eau douce et les
comportements de fligmotaxielct de Fhéotaxie se mettent en place pour assurer a I’individu
une bonne orientation lors de la migration de montaison, face au courant et en direction de
I’eau douce. Chez les civelles, I’estomac se rétrécit, I’individu ne se nourrit généralement pas
((Charlon & Blanc 1983; Desaunay & Guerault 1997) mais voir (Bardonnet & Riera 2005)) et
puise de I’énergie pour la migration dans les réserves stockées lors de la phase larvaire
océanique. La reprise alimentaire se mettra en place plus tard et sera marqué par une
pigmentation avancée, le développement de I’intestin et de la denture (Vilter 1945), ce qui
mettra fin au stade civelle. Il correspond a la pigmentation totale du corps et au passage au
stade anguillette, ou jeune anguille jaune, au cours duquel la croissance reprend, permettant
une augmentation forte du facteur de condition (Tesch & Thorpe 2003). Les anguillettes
peuvent toujours exprimer un comportement migratoire et participer a la colonisation du
bassin versant, probablement a la recherche d’un habitat propice pour la croissance (Feunteun
et al. 2003). Le choix de I’habitat de croissance semble crucial pour [Paptitude phénotypique
de P'individu, car il permettra d’acquérir des réserves énergétiques suffisantes pour la
migration de reproduction et la maturation des gonades (van Ginneken & Maes 2005; Van
Ginneken & Van den Thillart 2000). Des études basées sur la microchimie des otolithes
(Daverat et al. 2006a; Daverat et al. 2005; Tsukamoto & Aoyama 1998) ont montré que

certains individus ne rentrent jamais en eau douce, ils effectuent donc 1I’ensemble de leur

1 . . . , . ..
leaders/poissons pilotes/gruppettos : langage de cyclisme, définissant la position des coureurs dans le peloton
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cycle de vie dans le milieu saumatre. De plus, la croissance d’individus en milieu saumatre est
meilleure qu’en milieu d’eau douce dans la plupart des milieux tempérés. Quel est donc
I’objectif de cette migration facultative en amont ? Serait-elle un vestige d’une adaptation

ancienne?

On observe généralement un gradient de densité décroissant de 1’aval vers I’amont
(Edeline et al. 2009), certains individus pourraient se sédentariser au fur et a mesure de la
migration. Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer cette répartition de Ia
colonisation, comme par exemple la tendance migratoire dépendante de la densité (Ibbotson et
al. 2002), de la condition énergétique des individus (Bureau du Colombier et al. 2007;
Geffroy & Bardonnet 2012) ou des stratégies comportementales majeures adoptées par
chaque individu (Feunteun et al. 2003; Geffroy et al. 2015). D’une maniere générale, les
individus cherchent a éviter des zones a forte densité. La encore, 1’évitement de la
surpopulation du milieu pourrait étre adaptatif, car réduirait la compétition intraspécifique et
le cannibalisme (Degani & Levanon 1983; Domingos et al. 2006) lors de la phase de

croissance.

Pendant la phase de croissance, dont la durée varie en fonction du sexe et de 1’habitat
(Tesch & Thorpe 2003), les anguillettes deviennent progressivement anguilles jaunes, avec
une coloration jaunatre du ventre caractéristique de ce stade. La phase de maturation
(argenture) marque la fin de la phase de croissance. Les males s'argentent généralement plus
jeunes et a une taille inférieure a celle des femelles (Vollestad 1992). La encore, de nouvelles
adaptations se mettent en place pour permettre a I’individu d’entamer une phase de migration
de dévalaison en direction de la Mer des Sargasses, lieu de reproduction unique de I’espece.
La partie ventrale du corps s’argente et devient caractéristique de nombreux poissons marins,
la paroi de la vessie natatoire s’€paissit pour permettre une nage a de fortes profondeurs et les
yeux s’agrandissent (Nowosad ef al. 2014; Van Den Thillart ef al. 2007; Van Ginneken ef al.
2007).
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Figure 4) Carte de répartition de 1’anguille européenne et américaine (Schmidt 1909).

2.2 Facteurs de colonisation continentale

Dans le cycle de vie de toutes les especes animales il existe une étape permettant une
dispersion des individus en dehors de leur zone de naissance. Cette dispersion permet de
diminuer la probabilité de reproduction avec les individus au profil génétique proche, et ainsi
éviter le phénoméne de dEpression consanguine. La dispersion permet également de réduire la
compétition pour des ressources limitées entre les membres de la méme famille. En effet, le
phénoméne de dispersion implique que certains individus restent a 1’endroit que d’autres
quittent. La migration, au contraire, est définie comme le mouvement d’une population enticre
d’un habitat a ’autre. Certaines espéces animales ne migrent qu’une seule fois dans leur vie
(p.ex. les vulcains Vanessa atalanta), d’autres effectuent une migration aller-retour, souvent
liée aux stades de croissance et de reproduction (saumons, anguilles), d’autres encore

effectuent des migrations multiples.

Chez les poissons, on distingue trois types de migration. Les poissons océanodromes
effectuent leur migration tout en restant en eau de mer. Les poissons potamodromes migrent
uniquement entres les zones d’eau douce. Les poissons amphihalins ou diadromes effectuent
une migration entre 1’eau de mer et I’eau douce. Parmi les poissons diadromes, on distingue

trois types de migrateur en fonction de leur milieu de reproduction et croissance. Les
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migrateurs anadromes (p.ex. les saumons), se reproduisent en eau douce, mais effectuent leur
période de croissance en eau de mer, alors que les migrateurs catadromes (p.ex. certaines
anguilles) fraient en eau de mer, mais effectuent leur croissance en eau douce ou saumatre.
Le troisieme type des migrateurs diadromes concerne les amphidromes, effectuant des

migrations entre les deux milieux aquatiques sans qu’elles aient pour but la reproduction.

Concernant 1’anguille européenne, toute civelle arrivée sur le plateau continental doit
étre considérée comme migratrice, car elle a déja effectué la plus longue partie de son premier
voyage. Toutefois, certains individus se sédentarisent plus rapidement que d’autres, car ils
n’expriment pas le comportement de nage active a contre-courant pour coloniser la zone
amont de I’eau douce. De plus, une fraction importante de la population (30 a 41 %) effectue
des mouvements entre milieu d’eau douce et marin plusieurs fois pendant leur cycle de
croissance (Daverat et al. 2006a; Daverat & Tomas 2006). Il convient alors de considérer

I’anguille comme catadrome facultative ou encore amphidrome (Daverat et al. 2006a).

Compte tenu du fait que des nombreux traits caractérisant la civelle auraient pour
objectif d’économiser de I’énergie lors de son déplacement, la quantité d’énergie stockée chez
les individus pourrait étre parmi les facteurs majeurs contrélant le comportement migratoire
des individus. A I’approche de la cote, de nombreuses civelles utilisent le transport tidal
sélectif (Gascuel 1986; McCleave & Kleckner 1982; McCleave & Wippelhauser 1987), mais
certaines civelles auront un comportement de nage a contre-courant méme pendant le jusant
(Creutzberg 1961). Les individus adoptant une nage a contre-courant et un fort comportement
migratoire auraient un facteur de condition corporelle et un niveau d’hormones thyroidiennes

plus élevée que les autres (Edeline ef al. 2005; Edeline et al. 2004; Edeline et al. 2009).

Une partie des individus se sédentariserait dans les zones océaniques ou saumatres,
faute de réserves énergétiques suffisantes pour assurer la nage a contre-courant dans les zones
d’eau douce. Ces individus pourraient bénéficier d’une croissance compensatoire (Geffroy &
Bardonnet 2012), c’est -a-dire une augmentation de leur facteur de condition suite a la
sédentarisation, due d’une part a I’investissement de 1’énergie restante dans la croissance, et a
une abondance des ressources alimentaires d’autre part. En effet, il est généralement admis
que les zones saumatres sont plus productives que les zones d’eau douce (Thibault et al.

2007).

Un autre facteur mis de I’avant pour expliquer la colonisation continentale des civelles

est la densité¢ des individus dans le milieu. La dynamique migratoire de chaque cohorte
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suivrait un modele diffusif (Ibbotson et al. 2002; Smogor et al. 1995), hypothése émise
surtout dans le cas d’étude des mouvements de I’anguille jaune (Feunteun et al. 2003). La
taille du corps est également évoquée (Imbert ef al. 2008; Moriarty 1986; Naismith & Knights
1988; White & Knights 1997), car elle est associée au stade de I'individu. En effet, le
comportement migratoire diminue avec [’augmentation de la taille, et la vitesse de
colonisation de 1’habitat ralentit voire s’estompe chez les individus de plus de 30 cm, au stade
anguille jaune. La taille du corps ne joue pas seulement sur la tendance de nage a contre-
courant, mais pourrait étre vue comme facteur physique limitant lors de la colonisation des
axes ou les obstacles aquatiques sont présents. En effet, pour passer certains obstacles, les
individus expriment un comportement d’escalade sur les parois verticales, en dehors de 1’eau.
L’escalade est possible uniquement dans les parties humides, le mucus secrété par le corps de
I’individu lui permet de se coller littéralement a la surface mouillée. Ce phénomene physique
de cohésion entre le mucus et les molécules d’eau permet de supporter un poids limité,

généralement atteint chez les individus de plus de 12 cm (Legault 1986, 1988).

Le comportement migrateur et ainsi la dynamique de la colonisation peuvent étre
influencés par d’autres facteurs externes tels que la température, la lumicre, la salinité, 1’odeur
de I’eau douce ou I’odeur des individus en amont. Une étude a long terme (13 ans) portant sur
la migration des civelles dans la riviere Imsa (Norveége) a montré une corrélation positive
entre le taux de recrutement et la moyenne des températures annuelles (Vollestad & Jonsson
1988). La température joue aussi sur le comportement alimentaire des individus (Charlon &
Blanc 1983; Edeline et al. 2009; Fontaine & Callamand 1941) qui arrétent de se nourrir aux
températures inferieures a 10°C. Il existerait une température seuil de 5°C (Elie & Rochard
1994) au-dessous de laquelle les individus cessent tout mouvement et rentreraient en
dormance. Entre 5-12°C, les civelles expriment une nage liée au transport tidal sélectif, qui
devient une nage active au-dessus de 12°C (Gascuel 1986). En effet, le comportement de
passage par les obstacles aquatiques peut étre observé également a partir de cette température,
mais les pics d’escalade des barrages se situent plutdt a des températures plus hautes que ceux
des pics de D’activité de nage (Linton et al. 2007). Chez I’anguille, comme tout animal
ectotherme, la température influence les mécanismes physiologiques tels que ’activité des
enzymes ou la fluidité des membranes cellulaires (Johnston & Dunn 1987). Avec la baisse de
la température, on observe également une diminution de 1’activité du cerveau des poissons
(Chaube & Joy 2002), qui pourrait accentuer I’impact sur les capacités de nage (le Bras 1979).

Chez I’anguille, le taux circulant d’hormones thyroidiennes est positivement corrélée avec la
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syntheése de la thyroide (Leloup 1958), or I’activité de I’hormone thyroidienne aurait une
influence sur la propension des civelles & migrer vers I’amont (Bureau du Colombier et al.

2007; Edeline et al. 2005; Edeline et al. 2004; Imbert et al. 2008) .

Quel que soit le stade, I’anguille exprime un comportement photonégatif. Elle
enregistre une forte activité principalement de nuit, méme s’il est possible d’observer des
individus en migration de montaison (escalade des parois) ou de dévalaison durant le jour
(Durif et al. 2003; Tesch & Thorpe 2003). Certaines études ont suggéré que les variations
saisonnieres de la photopériode seraient un signe déclencheur de 1’activité migratoire (Edeline

et al. 2009; Fontaine & Callamand 1941).

La capacité d’olfaction des anguilles est spectaculaire, au stade civelle elle est
comparable a celle d’un chien (Tesch & Thorpe 2003). En effet, 'odeur de I’eau douce
permettrait a la fois de déclencher ’activité migratoire, mais également d’orienter les civelles
soumis aux courants de flot et de jusant vers les zones entrée d’eaux douces (Creutzberg
1959, 1961). Les civelles pourraient s’orienter également a 1’aide d’un gradient de salinité
(déplacement vers les zones a faible salinité), ce facteur étant considéré parfois comme plus

important que les gradients thermiques ou olfactifs (Tosi et al. 1990).

Des études expérimentales ont également mis en évidence que les anguilles sont
capables de s’orienter en fonction du champ magnétique et d’enregistrer la direction de leur
mouvement (Durif et al. 2013; Tesch 1974). Cette capacité serait peut étre utile quand les
voies de migration de retour sont bloquées, mais il n’est pas clair si le champ magnétique est

utilisé et quelle serait son importance lors de la migration de montaison.

2.3 Génétique et plasticité phénotypique de ’anguille Européenne

Le statut de I’anguille européenne en tant qu’une seule et méme espeéce n’a pas
toujours été clair. Les anguilles européennes ont tout d’abord été considérées comme une
descendance de I’anguille américaine, qui aurait été soumise a la sélection écophénotypique
pendant la grande traversée de I’Atlantique (Tucker 1959). Aujourd’hui, les anguilles
européenne et américaine sont deux especes a part entiere, considérées comme fruits de la
spéciation datant de 3 millions d’années, toutes deux issues de 1’anguille japonaise Anguilla
japonica (Lin et al. 2001). Le sujet de débat actuel ne concerne plus le cadre systématique de

I’anguille européenne mais plutot sa structure génétique. La panmixie, due au brassage total
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du pool génétique par reproduction aléatoire des individus et a la dispersion aléatoire des
larves a été remise en cause a plusieurs reprises et ceci pour les deux especes. La variation
géographique de la composition génétique a été proposée, mais cette hypothese souffre d’une
forte instabilité temporelle de la structure (Dannewitz et al. 2005; Pujolar et al. 2005). La
dispersion des larves, considérée comme aléatoire, a ¢galement été questionnée. En effet, une
tendance pour la répartition géographique a été trouvée chez la forme hybride entre 1’anguille
européenne et américaine, qui est principalement trouvée en Islande (Pujolar ef al. 2014a). Par
assurer une panmixie, le mode de reproduction des anguilles doit permettre un mélange
parfaitement aléatoire des alleles. Cependant, une version « non aléatoire » a été aussi
suggérée, ou les femelles philopatriques restent fideles au site, et les males assurent un flux
génique (Baltazar-Soares et al. 2014). Il y a aujourd’hui un consensus général sur le statut
panmictique de I’anguille européenne (Als et al. 2011), car il ne rentre pas en conflit avec les
patterns génétiques spatiaux (Daemen et al. 2001; Maes et al. 2006; Maes & Volckaert 2002;
Pujolar et al. 2006; Wirth & Bernatchez 2001) ou temporels (Maes et al. 2009; Pujolar et al.
2009) retrouvés par différents auteurs. En effet, méme si une sélection spatiale peut avoir lieu,
elle n’aboutira jamais a une adaptation locale de I’espéce (Gagnaire et al. 2012; Pujolar et al.
2014b), car toute rupture des proportions alléliques a une génération donnée reviendra a
I’équilibre lors de la reproduction suivante. L’¢tude de la structure de la population a
¢galement été abordée sous un angle transcriptomique. Une des questions les plus
intéressantes concerne la capacit¢ de I’anguille a survivre dans les conditions extrémement
différentes (p.ex. Maroc vs. Norveége) sans que 1’adaptation locale soit nécessaire (Maes &

Volckaert 2007).

Bien que les séquences génétiques restent relativement homogenes entre les individus
des habitats extrémes, les traits phénotypiques peuvent fortement varier et ceci en fonction
des conditions environnementales ou du statut ontogénétique de I’individu. Ce phénomene est
connu sous le nom de plasticité phénotypique, c'est-a-dire la capacité d’un génotype donné a
produire des phénotypes différents sous 1’effet de I’interaction avec I’environnement
(Pigliucci 2001). 1l est important de remarquer que le terme « phénotype » se référe a une
forme d’expression comprise dans la norme de réaction (Dingemanse et al. 2010) du

génotype, et I’interaction de ce dernier peut se faire avec I’environnement interne ou externe.

Ainsi, on peut parler de la plasticit¢ du phénotype moléculaire, cellulaire (p.ex. neuronal),
comportemental, physiologique ou morphologique. Le terme «plasticité phénotypique» peut

donc étre utilisé sur toute 1’échelle des niveaux de complexité de 1’organisme. Il existe
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différentes catégories de plasticité et 1’utilisation du terme général peut parfois porter a
confusion (Piersma & Drent 2003). Par exemple, la plasticit¢ développementale est
I’expression irréversible du phénotype (Figure 5), elle influence le phénotype d’un méme
individu en fonction de son stade ontogénétique et pourrait méme jouer sur sa personnalité
(Stamps & Groothuis 2010). La plasticité développementale est la plus étudiée et concerne les
jeunes stades de vie de I’individu, la régulation de I’activité des genes se fait chez tous les
individus de la méme espéce de mani¢re peu variable. D’un autre coté, la flexibilité
phénotypique est réversible, elle permet une variation interindividuelle et peut étre exprimée a
court terme. C’est cette derniére qui permet les processus d’acclimatation, c’est-a-dire les
ajustements des traits physiologiques aux changements rapides des conditions

environnementales (Piersma & Drent 2003).

e Figure 5) Différentes
Variability . .
. catégories de la plasticité
occurs Phenotypic he . b s
Phenotypic  within a change is phénotypique ( 1er§rr}a
changeis  single seasonally | Drent 2003). Les criteres
Plasticity category reversible  individual  cyclic de différenciation
— concernent leur
Developmental plasticity  No No No réversibilité, variabilité
Polyphenism No No Yes individuelle et leur
Phenotypic flexibility Yes Yes No fre ;
Life-cycle staging Yes Yes Yes fequence cyctique.

La régulation différentielle de 1’activité des geénes est 1’'un des mécanismes sous-
jacents de la plasticité phénotypique, quel que soit son type (Oliveira 2012; Renn & Schumer
2013). Elle sera donc par définition dépendante du contexte environnemental ou du stade
ontogénétique de 1’individu. Ainsi, pour étudier la plasticité phénotypique des individus, on
peut estimer la quantité d’ARN messager transcrit a partir des génes sollicités. On parle alors
de profils transcriptomiques qui, a la différence des profils génétiques fixes des individus,

peuvent étre variables dans le temps.

L’¢évolution et la plasticité phénotypique sont souvent considérées comme opposées,
mais il existe des liens clairs entre la plasticité des traits soumis a la sélection et le potentiel
évolutif d’une espéce. Bien que I’expression des genes ait un colt (Smith & Chapman 2010;
Wagner 2007), la plasticité phénotypique peut augmenter la valeur adaptative des individus.
En effet, un certain niveau de plasticité serait essentiel pour qu’une population soumise a une

fluctuation environnementale puisse persister (Price et al. 2003; Proulx & Smiley 2010; Roh
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et al. 2013). Les traits phénotypiques présentant de la plasticité pourraient alors évoluer par le
mécanisme d’assimilation génétique (Crispo 2007; Kopp & Matuszewski 2014). Par contre,
un niveau de plasticité trés grand pourrait, tout en assurant la persistance de la population
dans de nouvelles conditions, réduire sa capacité a évoluer par spécialisation (Price et al.
2003). Enfin, dans la mesure ou il existe une variance génétique de la plasticité phénotypique
pour un caractére phénotypique donng, la plasticité phénotypique elle-méme pourra évoluer

pour ce caractere (Pigliucci 2001).

I est généralement admis que la forte plasticité phénotypique de [’anguille
européenne assure a 1’espéce une colonisation trés large des eaux continentales (Daverat ef al.
2006a; Edeline 2007), permettant aux individus de développer une réponse rapide et efficace
face aux changements brusques de I’environnement (Hutchings et al. 2007). L’anguille peut
rapidement ajuster ses fonctions d’osmorégulation aux conditions physicochimiques du milieu
(marin/eau douce) (Kalujnaia ef al. 2007a), la morphologie de sa téte peut nous renseigner sur
son régime (De Meyer ef al. 2015; Ide et al. 2011), son taux de croissance possede une large
gamme de réaction lui permettant d’acquérir des tailles a maturité trés variables, que ce soit
en fonction de I’environnement ou du sexe (Helfman et al. 1987). Ce dernier n’est pas défini a
la naissance et semble d’ailleurs aussi dépendant des conditions environnementales, tels que
la densité des congénéres (Davey & Jellyman 2005; Krueger & Oliveira 1999). Du point de
vue évolutif, la plasticité phénotypique de 1’anguille est considérée comme adaptive (Lande
2009), en particulier dans le cas d’un brassage allélique aléatoire lors de la reproduction et de
la dispersion aléatoire des larves empéchant les pressions de sélection locale d’aboutir a une
adaptation spécifique de I’habitat (Gagnaire et al. 2012). Plusieurs études ont porté¢ sur
I’analyse du niveau d’expression des génes en fonction des caractéristiques abiotiques de
I’habitat (Kalujnaia et al. 2007b), du stade de développement de ’espeéce (Bernatchez et al.
2011) ou de la variation géographique du milieu (Coté et al. 2009). Cependant, aucune étude
n’a comparé les profils génétiques ou d’expression génétique en fonction du comportement
des individus vis-a vis de la migration de montaison active. En effet, 1a ou ’influence de la
marée dynamique s’arréte, les civelles doivent exprimer un comportement de nage a contre-
courant pour progresser en amont du réseau hydrographique. Ce comportement n’est pas
présent chez toutes les civelles, car une part de la cohorte se sédentarise dans les zones
saumatres du plateau continental ou tout le long de I’axe de migration. Ainsi, la distribution
structurée des individus d’aval en amont de I’axe de migration pourrait potentiellement étre

liée a des traits génétiques ou phénotypiques eux-mémes li€s a la capacité ou a la volonté de
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nage a contre-courant, ou encore au comportement d’escalade des obstacles qui fragmentent
le milieu. Certains traits phénotypiques joueraient un rdle important dans 1’expression du
comportement de migration active, comme p.ex. les réserves énergétiques, le facteur de
condition (Bureau du Colombier 2008; Bureau du Colombier et al. 2007; Edeline et al. 2006)
et le taux circulant d’hormones thyroidiennes (Edeline et al. 2005; Edeline et al. 2004).
L’existence de tels profils génétiques ou d’expression génétique favorisant des valeurs
particuliéres de ces traits a cependant été rarement évoquée, méme si I’hypothese de la
selection spatialement variable a été recemment avancée dans le cas de 1’espéce proche,

I’anguiulle americaine (Coté et al. 2014; Pavey et al. 2015).
2.4 Déclin de ’espéce

Une forte baisse d’abondance de 1’anguille européenne a été observée depuis les trois
derniéres décennies. Cette baisse a été rapportée au niveau de 1’abondance des leptocéphales a
proximité des sites de reproduction de la mer de Sargasses (Als et al. 2011), du Fecrutement
des civelles sur le continent, de la capture d’adultes par les pécheurs professionnels
(programme INDICANG). Il existerait plusieurs causes du déclin de I’espece. Parmi elles, on
peut citer la disparition de 1’habitat, la surpéche, les pathologies, la pollution, le
réchauffement climatique ou encore les entraves a la migration (fragmentation des cours

d’eau).

Disparition de ’habitat

Le principal facteur d’altération du potentiel d’accueil de [I’habitat est li¢ a
I’asséchement des zones humides par les activités agricoles. On estime qu’il est a 1’origine de
la disparition de 50 % des habitats exploitables par I’anguille en Europe (Moriarty & Dekker
1997). Quand ce n’est pas ’assechement total des zones ou la création de zones hypoxiques
(dont le taux d’oxygene dissous dans l’eau est insuffisant pour la vie ou survie des
organismes), il s’agit de la réduction des débits d’eau et donc de la baisse d’attractivité des
sites pour les civelles en migration. Ainsi les zones idéales de croissance, méme si

disponibles, ne sont pas toujours atteintes.

La surpéche

La péche de I’anguille concerne tous les stades : civelles (majoritairement sur la cdote

Atlantique francaise et espagnole), anguille jaune (pécherie forte en Méditerranée) et anguille
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argentée (principalement au nord de I’Europe et en Irlande). Les captures de civelles sont
réalisées par des pécheurs professionnels, tandis que pour le stade de 1’anguille jaune, on peut
observer des captures liées a la péche récréative. Bien que les pécheries professionnelles
soient soumises a des quotas stricts, il existe toujours une forte pécherie illégale, motivée par

le prix tres élevé des civelles.

Les pathologies

Parmi les facteurs affectant I’état sanitaire des anguilles, on peut citer tout d’abord le
nématode Anguillicola crassus, qui s’est répandu dans les années 80 a partir de cargaisons
d’Anguilla japonica destinées a I’aquaculture allemande. Ce parasite présente un fort taux
d’infestation (50%-60% en 2002) et réduirait la capacité de nage en profondeur des anguilles
adultes, nécessaire lors de la migration de reproduction (Kirk 2003). Un autre parasite est le
protozoaire Ichtyophtirius multifilis responsable de la maladie d’ichtyophtiriose (maladie des
points blancs), qui n’est pas directement mortel, mais provoque un stress physiologique chez
les individus les rendant sensibles a tout autre stress (Miinderle et al. 2004; Ventura &
Paperna 1985). On peut également noter les infestations par les micro- ou myxosporidies (p.e.
Myxidium giardi) qui provoquent I’apparition de kystes branchiaux ou sur les organes
internes, ce qui causerait par la suite des retards de croissance ainsi que des génes
respiratoires. Il existe également des maladies virales, tels que celle liées au virus EVEX,
provoquant I’anémie et d’importantes hémorragies chez les anguilles (Van Ginneken et al.
2005). L’impact des pathologies est particulierement fort dans les zones de forte condensation

des individus (p.ex. au pied des barrages).

La pollution aquatique

Plusieurs caractéristiques biologiques de 1’anguille tels que sa longue phase de
croissance dans les milieux continentaux, son régime alimentaire varié et carnivore
(carnassier opportuniste), ainsi que son mode de vie benthique et sa forte teneur en lipides
nécessaire a la migration de reproduction font d’elle une espece particulierement exposée et
sensible a la pollution. On classe les pollutions selon la nature des contaminants. Ainsi, on
distingue les pollutions organiques (hydrocarbures, engrais, pesticides etc) ou métalliques
(p-ex. métaux lourds). La contamination des écosystemes aquatiques par des polluants est liée,
entre autres, a I’intensification de 1’agriculture et 1’utilisation massive des produits
phytosanitaires dans les zones proches des plans d’eau (Adam et al. 2008). Le principal

danger vient du phénoméne de bioamplification de certains ¢léments toxiques, car 1’anguille
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se trouve au sommet de la chaine alimentaire (Bach et al. 2007). Parmi ces polluants
organiques, les polychlorobiphényles (PCBs) méritent une attention particuliere (Bodin ef al.
2014; Tapie et al. 2011). En ce qui concerne les contaminants métalliques, on peut
mentionner le mercure avec ses effets neurotoxiques et le cadmium, qui perturbe le
développement des gonades, le stockage des lipides et la phase de vitellogénése chez

I’anguille (Pierron et al. 2007; Pierron et al. 2008).

Changement climatique et variations océaniques

Les changements climatiques peuvent avoir un impact sur les flux de masses d’eaux
telles que le courant océanique du Gulf Stream. Ce dernier est souvent mentionné comme
¢tant le principal convoyeur des larves leptocéphales, assurant le transport passif de ces
dernieres vers les cotes européennes (Bonhommeau et al. 2009; Durif et al. 2011; Knights
2003; Munk et al. 2010). De méme, toute variation des conditions environnementales
rencontrées pendant la migration ou reproduction peut avoir un effet non négligeable sur le
recrutement des poissons marins. Par exemple, la diminution des débits des rivieres pourrait
réduire Dattractivité des zones amont lors de la montaison des civelles. Un phénomene
largement étudié est 1’Oscillation Nord Atlantique (NAO), souvent associé¢ a la fluctuation
d’abondance de ’anguille (Arribas ef al. 2012; Kettle et al. 2008) et des espéces marines

d’une maniére générale (Stenseth et al. 2002).

Les obstacles a la migration

Les dispositifs de régulation des débits d’eau tels que les barrages, les seuils ou les
portes a flots empéchent les civelles/anguillettes d’atteindre les zones de croissance optimale,
et perturbent la migration de reproduction des individus adultes. Les obstacles aquatiques
¢tant le sujet de ce projet de these, leur impact sera décrit en détail dans la prochaine section

du chapitre.

3. Obstacles aquatiques et leur impact

3.1 Description des obstacles

Par définition, 1’obstacle aquatique représente une entrave a la libre circulation de
I’eau et/ou des organismes aquatiques. IIs peuvent étre d’origine naturelle (cascades) ou

anthropique. Les obstacles d’origine anthropique les plus étudiés concernent les imposants
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barrages aquatiques (p.ex. les barrages hydroélectriques), leur construction étant souvent
médiatisée et soumise a des expertises scientifiques strictes. Mais il existe également des
obstacles de petite taille (seuils, moulins), bien plus nombreux mais ayant recu beaucoup

moins d’attention (Figure 6).

Source

Barrage réservoir

Ecluse sur canal

Barrage de prise d'eau

Barrage de navigation

Ecluse sur barrage de
navigation

Embouchure

Figure 6) Exemples d’aménagements d’origine anthropique, implantés sur le méme cours
d’eau. Ici, pour passer de I’embouchure jusqu’au réservoir d’eau, les poissons doivent faire
face aux quatre obstacles (Aigoui & Dufour 2008).

En France, comme dans de nombreux pays européens, les seuils et barrages en riviere
se comptent par dizaines de milliers, la plupart d’entre eux étant installés sur des cours d’eau a
poissons migrateurs. A titre d’exemple, dans les provinces du nord de 1’Espagne, la densité
moyenne des obstacles en riviere d’origine anthropique est de 0.46 obstacles/km (Garcia De
Leaniz 2008). Les premiéres réalisations en Europe remontent au Moyen Age. Elles se sont
ensuite largement multipliées. La France comptait environ 100 000 moulins hydrauliques au
début du XIXe siecle (Dambrine 2006), associés a des activités de meuneries, forges, flottage,
pisciculture et irrigation. Au XXe siecle, ces usages initiaux ont été¢ pour la plupart
abandonnés et les nouvelles réalisations sont destinées a la stabilisation du lit des cours d’eau
suite a ’augmentation des prélévements de granulats en lit mineur, a 1’irrigation, a la
navigation, a l'alimentation en eau des agglomérations, au tourisme, a la protection contre les
crues et surtout a la production hydroélectrique. Aujourd’hui, plus de 2000 centrales

hydroélectriques sont recensées en France (Croze & Larinier 2007).
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3.2 Multitude d’impact des barrages

Plus d’un tiers des poissons européens vivant en eau douce sont touchés par la
fragmentation des axes aquatiques du fait de D’activit¢é humaine; I’impact li¢ aux barrages
aquatiques figure parmi les facteurs principaux dans 40% des cas (Northcote & Lobon-Cervia
2008). Cet impact est également considérable sur d’autres continents (Lucas & Baras 2001).
Les especes a fort potentiel dispersif (Pépino et al. 2012) ou les especes migratrices
diadromes sont parmi les plus touchées (McDowall 1988). En effet, de nombreux bassins sont
rendus inaccessibles aux poissons migrateurs suite a la construction d’obstacles sur leurs axes
migratoires (Larinier 2001; Nicola ez al. 1996). En France, I’installation de seuils et barrages
sur les cours d’eau ou sur les estuaires s’est pratiquement toujours traduite par la raréfaction,
voire la disparition des especes de poissons migrateurs et peut étre considérée comme l'une
des causes essentielles de la diminution de l'aire de répartition de 1’anguille et du saumon
(Larinier 2001). Ces ouvrages exercent en effet des impacts multiples sur la faune piscicole,
non seulement en limitant ou interdisant la libre circulation amont-aval, mais aussi en
modifiant les propriétés physico-chimiques de I’habitat des poissons (Croze & Larinier 2007).
Naturellement, la riviére est parsemée des microhabitats hétérogénes, permettant la création
des niches écologiques diverses et ainsi maintenant un potentiel d’accueil important vis-a-vis
de la biodiversité¢ aquatiques. La fragmentation des axes aquatiques par des ouvrages de
grande taille comme les barrages des centrales hydroélectriques peut aboutir a la création de
deux habitats amont/aval aux conditions « extrémes ».. mais a des conditions homogenes a

I’¢échelle intra-site, pas nécessairement propices a une forte biodiversité locale.

On note une sédimentation plus forte, une augmentation de la profondeur et de la
température, ainsi qu’une diminution de 1’oxygéne dissous dans I’eau des parties situés en
amont des obstacles. Les conditions en amont deviennent plus proches de celles rencontrées
dans des milieux lacustres, plus favorables aux poissons a mode de vie benthique. On observe
généralement le contraire dans les parties aval, ou la courantologie est plus forte et, étant
gérée par ’homme, peut subir des variations temporelles asynchrones avec les variations
saisonni¢res, auxquelles le cycle de vie des organismes aquatiques ¢tait adapté (p.ex.

dissipations des ceufs, acces aux sites de reproduction en amont).
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3.3 Réduction de la libre circulation
a) Réduction du flux génique

La fragmentation de I'habitat peut avoir des conséquences importantes sur la structure
génétique d'une population parce que les barriéres physiques peuvent, dans les cas d’une
espece capable de se reproduire aussi bien en amont et qu’en aval de I’obstacle, entraver le
flux génique entre les deux subpopulations. Les populations bloquées par les obstacles
accueillent moins de migrants que d’autres populations, ce qui réduit le flux de genes et
accroit le danger de consanguinité. D’une maniere générale, si la fragmentation produit une
réduction du nombre de géniteurs cela entraine une diminution de I’hétérozygotie (H) et de la
fréquence d’alleles (Na). Si la fragmentation concerne des populations de petite taille initiale,
le risque d’extinction devient important. Dans le cas de populations de grande taille effective,
la fragmentation peut conduire 4 une baisse de la diversité génétique engendrée par IPeffet
fondateur mais aussi en raison de la éfive genetique. Dans le cas des espéces inaptes a la
reproduction de deux cotés de ’obstacle, on peut observer un phénoméne de piege evolutis.
Dans les cas de I’anguille par exemple, effectuant sa reproduction uniquement en milieu
océanique (= en aval de I’obstacle), le pool génique des individus bloqués en amont sera

perdu.
b) Migrateurs : réduction d’acces aux habitats essentiels

Dans le cas des espéces diadromes, les obstacles aquatiques limitent 1’accés aux zones
essentielles pour accomplir leur cycle de vie. L habitat amont constitue le site de frayere pour
le saumon, alors que les juvéniles d’anguille s’y rendent pour y effectuer leur phase de

croissance somatique.

Dans le cas de ID’anguille, 1’enjeu est double. Les obstacles empéchent les
civelles/anguillettes d’accéder aux habitats de croissance en amont, mais entrainent aussi une
mortalité accrue lors de la dévalaison des anguilles argentées. En effet, la migration de
reproduction nécessite a nouveau un passage par les barrages, mais cette fois il s’agit des
individus de grande taille qui, dans le cas des centrales hydroélectriques, sont attirés dans les
zones ou le fort débit d’eau passe par les hélices des turbines génératrices d’énergie. De

nombreuses études et simulations portent sur le taux de mortalité des anguilles en fonction de
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la taille de leur corps et du type de turbine utilis¢ (Gomes & Larinier 2008; Larinier &
Dartiguelongue 1989).

Les impacts indirects de cette connectivité restreinte entre les habitats de croissance et
de reproduction concernent le retard dans la migration et I’accumulation des individus au pied
des obstacles. Le retard a la migration est souvent lié¢ au temps nécessaire pour franchir un
obstacle, ou, dans le cas des obstacles équipés des dispositifs de franchissement, a la difficulté
de trouver ’entrée du dispositif, au mauvais positionnement de la passe ou encore a la faible
attractivité de celle-ci. Dans tous les cas, quel que soit le type d’obstacle ou sa
franchissabilité, son passage entrainera toujours un certain retard dans la migration des
individus par rapport au temps du passage dans un axe libre d’obstacles. Dans certains cas, ce
délai temporel peut étre crucial pour ’individu, car il risque d’atteindre la zone de frayere en
dehors de la fenétre de reproduction optimale. Ce délai peut également entrainer une
diminution trop importante des réserves énergétiques stockées et non renouvelables et ainsi

compromettre 1’acces des individus aux zones de fraie.

Les seuils et barrages peuvent également avoir un impact néfaste sur les individus en
montaison en concentrant les poissons a leur pied ce qui exacerbe leur vulnérabilité aux
prédateurs. L’aval de barrages constitue également un lieu privilégié pour le braconnage.
Chez I’anguille, la forte densité au pied du barrages aurait d’autres impacts indirects ; la
transmission des maladies serait facilitée, et le sex-ratio, souvent considéré comme dépendant

de la densité, serait modulé en faveur des males (Davey & Jellyman 2005).

4. Passes a poissons

Aujourd’hui, pour protéger 1’environnement de 1’impact potentiel des barrages et
assurer son implantation de maniére optimale, tout nouveau projet d’aménagement doit étre
accompagné¢ d’études évaluant les contraintes fonctionnelles et structurelles qu’il est
susceptible de rencontrer ou de créer a I’environnement. Parmi les contraintes structurelles, on
peut citer des études de topographie et bathymétrie du site, de la nature des sols et de ses
caractéristiques mécaniques, et une étude d’équipements et réseaux implantées dans le futur
aménagement. Concernant les contraintes fonctionnelles, une étude d’hydrologie doit rendre
compte de I’importance d’un transport solide (sédiments), du transport des flottants
(embacles) et estimer les débits caractéristiques des cours d’eau, alors qu’une étude

hydraulique doit rendre compte de la répartition des écoulements et des niveaux d’eau en
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amont et en aval du futur ouvrage, et de I’évolution de la hauteur d’eau en fonction du débit
du cours d’eau. Une dernicre contrainte fonctionnelle concerne la franchissabilité piscicole.
En effet, il est obligatoire d’évaluer les possibilités de franchissement de 1’obstacle par les
especes susceptibles d’emprunter le corridor fragmenté, et de caractériser la dynamique
temporelle de cette franchissabilité (permanente, temporelle) aussi bien pour la montaison que
la dévalaison. Dans de nombreux cas, les dispositifs de franchissement de 1’obstacle seront

proposés, afin d’augmenter la transparence de 1’ouvrage et donc de diminuer I’'impact

fonctionnel de celui-ci.
4.1 Généralités

La prise de conscience de I’impact des barrages sur la connectivité €cologique a
pouss¢ les gestionnaires a construire des dispositifs de franchissement. En France, les
premiers efforts en vue de faciliter le passage des poissons ont été mentionnés au 17° siécle,
ou des tas de branches d’arbres ont était placés sur les zones a fort dénivelé, afin de « casser »
le courant et créer des zones de repos dans les endroits ou le poisson est exposé a la forte
courantométrie. Aujourd’hui, il existe une gamme trés large de dispositifs de passage, dont le
design répond aux caractéristiques de ’environnement, au type d’obstacle aménagé, mais

aussi a la biologie de I’espece visée, repartis sur toute la France (Travade 2005) (Figure 7).

r Ty Nombre I
| vpe de passe . . Proportion
L P de réalisation P
Bretagne - Normandie : 4
Rhin : 1 Passes a bassins 50 66 %
Passes a ralentisseurs 12 16 %
Ascenseurs a salmonides 4 5%
Loire : 15 ——— |
Ascenseurs a aloses 2 3%
B \ . Rhone-Alpes : 11 Ecluses 3 4%
Dordogne : 12 .
Passe a anguille 3 4%
Aouy Station de capture-transport 1 2%
Gaves : 15 \
Languedoc : 3
TOTAL 75 100

Figure 7) Répartition géographique des passes et nombre par type des passes construites sur
les barrages EDF de 1984 a 2004 en France (Travade 2005).
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En effet, il est généralement difficile de construire un dispositif ‘multi-espece’. Le
comportement de chaque espéce, son habitat préférentiel ainsi que ses capacités de nage
doivent toujours étre prises en compte. Les poissons migrateurs en constituent un bel
exemple. Face a ’obstacle, les salmonidés effectueront préférentiellement des sauts en dehors
de I’eau, alors que les anguilles et lamproies chercheront a escalader les parois humides
(Foulds & Lucas 2013; Katopodis 2005; Williams ef al. 2012). L’emplacement du dispositif
dépendra également de I’habitat préférentiel du poisson et de ses capacités de nage. D une
manicre générale, il existe deux principes de fonctionnement des dispositifs de passage
(Travade 2005). Soit il s’agit d’ouvrir une voie d’eau permettant de contourner les barrages
(passe a poissons), soit piéger les poissons avant de les transporter et de les déverser en amont
de I’ouvrage (ascenseur a poisson) (Figure 8). La plupart des passes fractionnent 1’obstacle
infranchissable en ¢éléments compatibles avec les capacités de nage de 1’espece visée, alors
que I’ascenseur a poisson repose sur le principe d’assistance au franchissement de I’obstacle.
Quelque soit le dispositif concerné, il doit répondre a quelques critéres généraux. Il devrait
permettre le passage de tous les individus de I’espéce visée, assurer le passage dans les
meilleurs conditions possibles (sans stress ni blessure), il doit étre suffisamment attractif et
accessible pour que le poisson puisse rapidement explorer ’entrée du dispositif sans que cela
génére un retard important dans sa migration, et il doit étre également construit de manicre a
minimiser les efforts d’entretien, de maintenance et de réglage. On peut classer les passes
dans 5 grands groupes : les passes a bassins ou pré-barrages, les passes a ralentisseurs, les
passes « naturelles », les ascenseurs (ou écluses) et les passes a anguilles. Il existe également
des passes « mixtes », dont I’architecture se base sur deux groupes structurels de passes, de

manicre a multiplier les modes de communication et combiner les avantages de chacun.

I1 existe de nombreux outils d’aide a la conception d’une passe spécifique a 1’espéce et
au contexte environnemental (Alvarez-Vazquez ef al. 2011; Larinier 1987) . Pour estimer la
qualit¢ d’une passe, on se basera sur son « attractivité » (Bunt 2001), « accessibilité » et
« efficacité » (Katopodis 2005; Steffensen e al. 2013; Williams ef al. 2012). Une passe doit
créer des conditions percevables et attirantes pour les individus de 1’espéce visée. Dans la
majorité des cas, il s’agit d’un débit d’eau sortant plus fort qu’a proximité directe du pied de
la passe. La partie aval de la passe doit étre également facile d’acces. Les individus guidés par
des stimuli provenant du dispositif, doivent pouvoir rapidement s’engager dans la passe. Une
attente aurait pour effet de retarder la migration ou d’accroitre le risque de prédation, les

prédateurs ayant repéré les zones d’accumulation des individus. L’efficacité de la passe est
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généralement estimée soit au niveau populationnel, en estimant la proportion des individus
ayant réussi le passage du dispositif par rapport a ceux présents au pied de la passe (Castro-
Santos 2004; Castro-Santos & Haro 2003; Roscoe & Hinch 2010), soit au niveau
populationnel ou individuel, en déterminant la proportion des passages réussis par rapport a la
fréquence des tentatives, cette dernicre étant liée directement a Dattractivité de la passe
(Castro-Santos 2004). Dans les deux cas, la structure de la passe doit permettre a 1’individu le
passage sans effort et sans stress (Katopodis 2005). En effet, certaines études ont mis en
évidence un effort physiologique important voire excessif lors de la traversée des passes
(Burnett et al. 2014; Silva et al. 2015), qui mene parfois a la mort des individus (Hinch &
Bratty 2000; Pon et al. 2012). D’une manicre générale, I’efficacit¢ d’une passe serait
inversement liée a son attractivit¢ (Bunt er al. 2012). Par exemple, les passes naturelles
générent une pente faible, facile a passer, mais la faible vélocité et débit du courant n’attirent
pas les poissons. Compte tenu de la grande diversité fonctionnelle et structurelle des
dispositifs de passage, une description compléte sera faite uniquement sur les dispositifs
spécifiques au passage de la civelle, car seul ce type de passe a fait 1’objet d’études au cours

de cette these.

Figure 8) Quatre exemples des dispositifs de passage a poissons : aménagements « naturels »
(A), ascenseurs (B), passes a ralentisseurs (C) ou a bassins successifs (D). Source :
http://www.dpi.nsw.gov.au/fisheries/habitat/rehabilitating/fishways
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4.2 Passes a anguilles

Des dispositifs visant a améliorer le franchissement des barrages par les anguilles
doivent prendre en compte le stade de 1’espece concernée. En effet, si pour le stade adulte on
pourrait adapter certains types de passes multi-especes (en réduisant par exemple la hauteur
de chute entre les bassins ou ajoutant de la rugosité de fond), pour les jeunes stades d’anguille
(civelle et anguillette) on favorisera un aménagement spécifique basé sur les capacités
d’escalade des individus. Bien que les anguilles de petite taille ne possédent pas de fortes
capacités de nage, elles sont dotées d’une bonne capacité de reptation sur des parois rugueuses
et humides, ce qui leur permet de contourner les zones a fort courant et de franchir des
obstacles de faible hauteur. Ainsi, les dispositifs de passe des individus de petite taille
devraient étre placés préférentiellement en aval des axes. Les passes a civelles sont
composées de deux parties. La partie principale concerne une rampe de montée revétue d’un
matériau permettant a 1’individu des mouvements sinusoidaux tout en assurant une bonne
accroche au substrat continuellement humide. La pente de la rampe se situe généralement
autour de 45°-50° et peut dépendre de la longueur totale du dispositif. La partie inférieure de
la rampe est immergée dans une zone facile d’acces (faible courantométrie, si possible a
proximité des endroits confinés ou pourvu d’abris pour limiter la prédation). La partie amont
de la passe est pourvue généralement d’un bac de récupération ou vivier, ou les civelles sont
piégées puis relachées plus loin en amont. Parfois le bac de récupération n’est pas nécessaire,
la configuration de la passe permettant 1’accés au plan d’eau amont ou les vitesses
d’écoulement sont suffisamment faibles pour éviter le rejet des individus directement vers
I’aval. Il est impératif d’appliquer un débit d’eau sur la rampe (par arrosage ou gravitation),
permettant le maintien d’une humidité permanente du substrat (éviter 1’assechement du corps)
et une meilleure accroche (interaction entre 1’eau et le mucus) des civelles. Le débit d’eau doit
étre suffisant pour étre détecté et pour attirer les civelles situées en aval, sans pour autant étre

une contrainte hydrologique lors de 1’escalade.

Deux types de revétement de rampe sont utilisés en France, le tapis artificiel ou les
plots en béton (Figure 9). Le tapis artificiel est constitué des picots ou des faisceaux de soie et
ressemble visuellement a des tapis de gazon artificiel. L’espacement des faisceaux de soie
dépend de la taille de la civelle/ anguillette visée et varie généralement entre 7 et 14 mm. Le
deuxiéme type de revétement est composé des dalles de béton recouvertes par des rugosités

généralement cylindriques. Ici, I’écartement des plots est plus grand (30-40mm) et est utilisé
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lorsque les individus visées sont au stade anguillette/petite anguille jaune. En effet, la rugosité
de substrat dans les deux cas doit permettre a 1’individu d’avoir a tout moment d’escalade
plusieurs points d’accroche. Ainsi, cette multitude de points d’accroche permet a I’individu de
se reposer mais aussi d’avoir un appui assuré sur une grande surface et sur différentes angles

afin de permettre un nouveau mouvement d’escalade.

Toute la partie aérienne du dispositif est généralement couverte pour éviter
I’ensoleillement trop fort et protégée par une structure métallique pour éviter la prédation

aviaire.

C débt oattrat

Figure 9). Deux types de substrat utilisé pour les échelles a anguilles (tapis artificiel (A),
plots cylindriques (B)) et le schéma du dispositif entier. Source : (Aigoui & Dufour 2008).
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CHAPITRE 2 :

Meéthodologie

1. Site d’étude

Les sites d’échantillonnage ont été choisis selon les critéres permettant la réalisation
de I’étude et une interprétation rigoureuse des résultats acquis. Les principaux critéres de
choix de I’axe aquatique concernaient la faible distance entre les sites et la limite océanique
(présence de jeunes stades d’anguille) et la station expérimentale d’Irstea (possibilité de
transport rapide des individus vivants), son accessibilité, le faible ¢éloignement entre les
obstacles successifs, les conditions physico-chimiques relativement homogenes entre les sites
et la présence de différents types des passes a anguilles. L’axe du Canal du Porge, situé¢ a 50
km de I’institut Irstea Bordeaux, et a 110 km de la station d’expérimentation, fut retenu

(Figure 10).
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Figure 10) Sites d’échantillonnage sur le Cana du Porge (Photos :©FDAAPPMA 33)
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Le Canal du Porge est un axe reliant le lac Lacanau au Bassin d’Arcachon. Il est
considéré comme la partie du sud du Canal des Etangs, qui lui assure la liaison entre le lac de
Carcans-Hourtin (le plus grand lac littoral d’Europe) et le lac Lacanau. Le canal du Porge se
jette dans le Bassin d’Arcachon au niveau de Lége-Cap-Ferret (prés de 6 km en aval), a
environ 15 km de I’océan. Le canal du Porge mesure 18,5 km et, avec les 7,5 km du Canal des
étangs, il représente un réseau de 500 km de crastes et tributaires des lacs. Le Canal du Porge
est un axe d’origine anthropique, d’une vitesse de courant moyenne de 0,5 m/s (réduite en
période estivale), d’une largeur de 35 metres et présentant des conditions abiotiques
relativement stables sur toute sa longueur. Il est peuplé par une dizaine d’espéces piscicoles et
deux especes de crustacés, cette communauté étant représentée principalement par I’anguille
Européenne, la perche soleil, I’écrevisse de Louisiane et 1’écrevisse signal. L’axe du Canal du
Porge est divisé par 4 écluses successives, construites a la fin du XIXeme siecle, dans le but
de maintenir les eaux des lacs a un niveau stable et de gérer au mieux les activités et usages de

I’époque, notamment le transport de bois.

L’écluse du Pas du Bouc constitue la premiere entrave a la migration amont des
civelles et est donc la « porte d’entrée » des lacs et marais médocains pour cette espece. Elle
est située a environ 6 km de la limite du Bassin d’ Arcachon. Cet obstacle a été équipé en 2007
d’un dispositif de passage pour les civelles. La passe a civelles a été implantée sur rive droite
du Canal, sous un abri sécurisé, et est constitué d’une rampe de 4.30 m de long, inclinée a 45°
(Figure 11). Le substrat de la rampe de reptation est un tapis artificiel Fishpass® constitué de
faisceaux de soies en plastique. La rampe est alimentée par une goulotte distribuant de 1’eau
sur la rampe et dans le bac de stabulation/piégeage. Le volume de 450 L du bac de piégeage et
de stabulation des anguilles permet un bon renouvellement ainsi qu’une bonne oxygénation de
I’eau. Un systtme de vannes permet de garder un niveau constant d’eau dans le bac
(évacuation du trop-plein), mais également de diminuer le niveau d’eau lors de la récupération
des individus piégés. Une grille fine présentant une maille de 1mm est installée dans le fond
du bac et scellée avec des joints silicone pour empécher la fuite des civelles dans la
canalisation de sortie de 1’eau. La passe du Pas du Bouc est entretenue et visitée réguliérement
par la Fédération de Péche de Gironde, qui assure un suivi de la migration sur toute la zone du

Canal de Etangs.

Les écluses de la Langouarde, du Joncru et du Batejin, situées respectivement a
2,5/6/8,5 km a I’amont de 1’écluse du Pas du Bouc possédent une structure similaire, le corpus

de I’obstacle étant une dalle métallique verticale de 3 métres de hauteur (Figure 10). Seule la

(39]



profondeur en aval de I’obstacle peut différer entre les écluses. Sur le site de la Langouarde,
tout comme sur le site du Pas du Bouc, la profondeur au pied de I’obstacle reste faible (<Im)
et permet ['usage du matériel de péche électrique. Sur les sites de Joncru et Batejin, la
profondeur au pied de I’obstacle est d’environ 3 métres et la prospection par péche électrique
n’est pas possible. Les trois obstacles sont équipés du méme type de dispositif de passage,

sous forme d’une dalle en béton recouverte par des plots cylindriques.

Toutes les études effectuées durant cette thése portaient sur cet axe, I’échantillonnage
fut réalisé a la fin de la période de migration estivale (début juin —fin juillet) sur trois années

consécutives et la capture flt réalisée par péche électrique ou par récupération directe des

individus escaladant ou piégés (au niveau de la passe du Pas du Bouc).

Figure 11) Ecluse du Pas du Bouc (A), avec son échelle a civelles (B) et le substrat utilisé (C)
(OFDAAPPMA 33).
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Figure 12) L'exemple d’un dispositif de
franchissement inadapté au site de
Langouarde, I'un des sites
d’échantillonnage (segment 2). On
observe un amas de civelles escaladant
les parois verticales afin d’accéder aux
zones amont. Ces individus sont hors de
I'eau et ne peuvent donc pas s’orienter
par le sens du courant. Par ailleurs, les
anguilles mises hors de I'eau ne seraient
pas capables de retrouver une source
d’eau (Rudsinke 1960). Photos : Sébastien
Dufour & Franck Quenault (SIAEBVELG).
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Pour chacun des 4 obstacles il était possible d’échantillonner des individus en train
d’escalader la passe. De plus, pour les deux premiers sites, la profondeur d’eau en aval a
permis un échantillonnage des individus au pied de I’obstacle. Compte tenu de contraintes
liées au statut protégé de I’anguille, il n’était pas possible d’échantillonner tous les sites
durant la méme saison de migration. Bien que I’appellation des groupes échantillonnés puisse
différer entre les articles publiés, on associera a un groupe par une lettre « C » (= Climbing)
ou « R » (=|Remaining, Resting) et par un chiffre correspondant au nombre d’obstacles auquel

les individus ont da faire face (0, 1, 2, 3, 4) (Figure 13).
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Figure 13) Schéma des sites d’échantillonnage. Les groupes d’individus échantillonnés sur la
passe sont appellés « C », et ceux échantillonnés au pied de I’obstacle sont appelés « R ».
Cette appellation du groupe est précédée du chiffre correspondant au numéro du segment dans
I’axe aval-amont.

2. Prélevement d’échantillons et analyse du transcriptome

Les outils de biologie moléculaire tels que la puce a ADN ou la PCR quantitative en
temps réel (RT-qPCR) permettent de mesurer le niveau de transcription des génes rapidement
et avec un colt relativement faible. Dans notre cas, la puce a ADN fut utilisée pour détecter
sans a priori les génes dont le niveau de transcription différait entre les différents groupes de
civelles (prélevés en amont en en aval) et ce, parmi tous les génes connus de I’espéce cible.
Cette approche initiale nous a permis par la suite de sélectionner des geénes d’intérét (i.e.

uniquement ceux présentant des niveaux de transcription différents), dont le niveau de
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transcription a été mesuré par la RT-qPCR sur un grand nombre d’individus, soumis a

différentes conditions.

Dissection et prélévements d’échantillons

Pour chaque étude, un échantillon de civelles/anguillettes d’environ 12 cm a été
prélevé sur différent sites, les mesures de la taille et du poids des poissons ont été
enregistrées. Ensuite, tous les individus ont été soit immédiatement sacrifiés, soit transportés
vivants jusqu’a la Station d’Expérimentation de Saint Seurin (Irstea Bordeaux) pour les tests
(common garden/ passe expérimentale). La méthode de mise a mort était le sacrifice par
décapitation (coupure nette au niveau de la medulla oblongata). En effet, dans le cadre
d’étude transcriptomique, 1’euthanasie par overdose d’anesthésiant n’est pas une méthode
adaptée; elle est plus lente et, comme toute molécule chimique, I’anesthésiant est susceptible
d’induire des changements temporaires dans le transcriptome de 1’individu (Renault et al.
2011). Les prélevements du tissu musculaire, cervical et hépatique (étude pilote) ou du tissu
cervical seul ont été réalisés et les échantillons mis dans 1’azote liquide pour étre ensuite
conservés dans les cryotubes a -80°C, pour une analyse transcriptomique ultérieure.
L’extraction des otolithes (concrétion minérale de ’oreille interne du poisson) fut également

réalisée, permettant 1’estimation d’age de chaque individu.

Préparation des échantillons d’ADNc

L’extraction et purification des ARNm a partir des prélévements de terrain ou des
¢chantillons expérimentaux ont été réalisées a la Station Marine d’Arcachon (UMR 5805
EPOC). Les échantillons ont été broyés individuellement (broyeur a billes), et les ARNm ont
¢té extraits et purifiés a I’aide des kits commerciaux fournis par Agilent Technologies (étude
préliminaire) ou Promega (études suivantes). Ensuite, les ARNm ont été retro-transcrits en
ADNc (brin d’ADN complémentaire) a 1’aide d’une retro-transcriptase (kits
Agilent/Promega). En ce qui concerne le cerveau, la quantité de tissu disponible n’était pas
suffisante pour ’analyse par puce a ADN (étude pilote). Les ARNm provenant de trois
individus ont été regroupés en respectant leur site d’origine. Cette méthode, le pooling, fut
¢galement utilisée pour les autres tissus avant leur analyse par puce a ADN. Dans les cas des

¢tudes réalisées au moyen de la PCR quantitative, une analyse individuelle fut réalisée.
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Analyse du transcriptome par puce a ADN

Pour analyser la quantit¢ d’ARNm et donc le niveau de transcription/activité des
genes, on procede par les étapes de préparation des échantillons (extraction, purification et
rétrotranscription de ’ARNm en ADNCc et labelling) et d’analyse de 1’échantillon par puce a
ADN (hybridation, lavages et lecture de la fluorescence), ces étapes ne seront que briévement
mentionnées, car il existe aujourd’hui une littérature approfondie sur chacun des aspects

techniques de ce type d’analyse transcriptomique (Podgorniak ef al. 2015b) (Figure 14).
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Les séquences individuelles d’ADNc sont regroupées par trois (individus provenant du
méme site d’échantillonnage) et marqués par un fluorochrome vert (Cyanine 3). Le site le plus
en aval fut choisi comme référence. On dépose les ADNc obtenus sur la puce contenant des
fragments d'ADN (sondes) qui vont s’hybrider par complémentarité avec ces derniers. La
fluorescence émise par chaque spot (qui est constitu¢ des milliers des sondes identiques et
complémentaires d’un seul ARNm/geéne) de la puce est analysé individuellement par un
scanner a treés haute résolution. La fluorescence mesurée est directement proportionnelle a la
quantit¢é d’ADNc provenant de 1’échantillon et donc la quantité de transcrits présents dans
I’échantillon. On normalise ensuite l'intensité du signal pour chaque spot de la puce (chaque
gene) en rapportant la fluorescence émise par rapport a celle mise par 10 controles positifs
(spike, one-color microarray) et on en déduit une mesure numérique de I'expression de chaque

gene proportionnelle a la quantité de ’ARNm au moment de son extraction.

Les résultats bruts de ’analyse par puce a ADN ont ét¢ normalisés et traités
statistiquement a 1’aide de 1’Analyse de la Composante Principale (ACP) et Signifiance
Analysis for Microarrays (SAM Pairwise ou Multiclass, avec une False Discovery Rate

(erreur de type II) fixée a 5% au lieu d’une p-value des tests statistiques classiques). D’une
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maniere générale, deux parametres furent pris en compte lors de la comparaison entre les sites
d’échantillonnage. 11 s’agissait du nombre de séquences génétiques différemment régulés (sur-
ou sous-exprimeés par rapport a la valeur du premier site pris pour référence) et leur facteur de
multiplication (‘fold change’), c’est a-dire la proportion d’ADN transcrit présent chez les
individus issus d’un site par rapport a ceux issus du site de référence. Dans cette étude, seules

les séquences génétiques dont le fold change était supérieur a 1,5 ont été considérées.

Chaque séquence génétique d’intérét a ¢ét¢ nommeée grace a la base de données

EeelBase http://compgen.bio.unipd.it/eeelbase/ (Coppe et al. 2010; Pujolar et al. 2012), la

fonction de la protéine associée a été identifiée grace aux bases de données DAVID (Database
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) et KEGG (Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes).
Analyse de la transcription des génes par PCR quantitative

Pour analyser le niveau de transcription des génes d’intérét, on a d’abord eu recours au
logiciel Primer3Plus pour choisir les amorces a partir de la séquence codante du gene, en
respectant leur spécificité, taille, température d’hybridation et leur non complémentarité. Ces
amorces ont ét¢ ensuite utilisées lors de ’analyse par qRT-PCR temps réel (réaction en chaine

par polymérase en temps réel).

La PCR en temps réel utilise le principe de base de la PCR classique (amplification
cyclique d’un fragment d’ADN, basée sur une réaction enzymatique) avec pour différence une
amplification mesurée tout au long des cycles d’amplification, donc en temps réel.
A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADNc (retro-transcrit a partir de I’ARN des
¢chantillons) est mesurée grace a un marqueur fluorescent dont 1I’émission pendant 1’étape de
polymérisation est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons (produits amplifiés
formés). La fluorescence est assurée par 1’ajout d’un agent intercalant (le SYBR®Green), peu
fluorescent a 1’état libre, mais qui augmente en fluorescence lorsqu’il est intercal¢ dans la
double hélice d’ADN. La qRT-PCR permet d’obtenir une cinétique de la réaction et donc de
quantifier ’ADN, la fluorescence émise étant directement proportionnelle a la quantité
d’ADNc et d’ARN présent dans 1’échantillon initial. Dans notre cas, nous avons eu recours a
la méthode de qPCR dite relative, car nous avons rapporté la cinétique d’amplification pour
un couple d’amorces spécifique a un gene d’intérét avec celle d’un geéne de référence

(housekeeping gene, [-actine dans notre cas), c¢’est-a-dire un geéne qui assure les fonctions
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indispensables a tous types de cellules et dont le niveau de transcription est fort mais peu

variable, car soumis a une sélection naturelle stricte.

3. Plasticité neuronale : recherche bibliographique et choix de génes

Bien qu’aucune fonction spécifique n’ait été visée au départ de notre étude, les
résultats de I’analyse préliminaire par puce a ADN ont montré que les différences entre les
individus retrouvés en amont et en aval des obstacles concernaient uniquement le cerveau. De
plus, la fonction commune des geénes détectés concernait la neurogenese et la plasticité
synaptique. Afin de consolider ces résultats préliminaires, une recherche des mécanismes et
des geénes régulant les fonctions détectées a été réalisée. Elle a également permis le choix des

nouveaux genes pour les études suivantes.

3.1 Cognition, cerveau et plasticité neuronale chez les poissons

La cognition se réfere aux trois processus différents, qui permettent a I’animal de
prendre des décisions : la perception, I’apprentissage et la mémorisation (Shettleworth 2010).
Ces processus facilitent [’ajustement comportemental en fonction du contexte
environnemental dans lequel I’animal se trouve. Par exemple, les poissons apprennent a
utiliser les différents stimuli comme la position des références spatiales pour la localisation de
la ressource (Warburton 2003) ou la navigation (Reese 1989), et D’intégration des
informations temporelles et spatiales pour prédire des événements particuliers (Reebs 1996).
En ce qui concerne la mémoire, elle sert entre autres pour la reconnaissance des
conspécifiques, des endroits ou €éléments vitaux pour I’individu. Peu d’études ont été faites sur
les différences intraspécifiques dans la cognition chez les poissons (Brown & Braithwaite
2005; Odling-Smee et al. 2008), ces dernieres étant liées en particulier aux facteurs
écologiques, comme le taux de prédation et la complexité environnementale. En effet, le

poisson n’est pas le modele le plus prisé dans le domaine de la cognition animale.

Les poissons, a la différence des mammiféres, présentent une plasticité et un
développement neuronal trés forts tout au long de sa vie (Zupanc & Sirbulescu 2011) et donc
expriment une capacité¢ extraordinaire de rétablissement fonctionnel du systéme nerveux
central suite a des Iésions cérébrales (Zupanc 2008). Ainsi, les études neurobiologiques,
neuroanatomiques et neurophysiologiques avec un intérét spécifique pour les poissons se

basent la plupart de temps sur le phénomene de régénération suite a 1’ablation des parties
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spécifiques du cerveau (Zupanc & Sirbulescu 2013). Les résultats de ce type d’études peuvent
étre transposables aux mammiferes du fait de I’homologie fonctionnelle du cerveau entre ces

deux groupes (Portavella et al. 2004; Salas et al. 2006) (Figure 15).

BO: Bulbus olfactoris
Tel: Telencephalon

ON: Optic nerve

T: Tectum opticum
TLA: Torus lateralis

LI: Lobus Inferior

Hy: Hypohysis

SV Saceus vasculosus
MO: Medulla oblongata
E: Eminentia granularis
Ce: Corpus cerebelli

Figure 15) Schéma du cerveau de I’anguille adulte (Wullimann et al. 1991) et quelques
fonctions associées: le cervelet (Ce, jaune) est impliqué dans 1’apprentissage associatif, le
pallium telencéphalique latéral (rouge), homologue de I’hippocampe chez les Mammiferes,
est impliqué dans 1’apprentissage spatial et la mémoire, le pallium médian (bleu), homologue
de ’amygdale est impliqué dans le conditionnement émotionnel, et I’hypophyse est impliquée
dans le comportement social du poisson (Bshary et al. 2014; Hurtado-Parrado 2010; Salas et
al. 2006).

3.2 Plasticité synaptique : mécanismes impliqués

Il existe au moins deux formes de plasticité neuronale : modification biochimique et
réorganisation structurale. La premiére concerne la présence des neuromodulateurs
(dopamine, sérotonine, noradrénaline, acétylcholine). Méme si son mécanisme a été étudi¢ en
réponse a un stress chez les poissons (Summers & Winberg 2006; Winberg & Nilsson 1993),
elle ne sera abordée que trés brievement ici. La deuxiéme concerne [’addition et la
suppression des neurones ainsi que la modification de leurs connectivités. Cette connectivité
se fait au niveau des branchements axonaux et dendritiques, en particulier par la modification
de la densité synaptique (connexion interneuronale). On compte deux grands groupes de
plasticité synaptique, plasticité a court terme (short term depression-STD, short term
facilitation-STF, augmentation, potentiation post-tétanique) et a long terme (long term

potentiation —LTP, long term depression — LTD). La plasticité synaptique a court terme

représente une modification trés bréve de la synapse, de ’ordre de quelques centaines de
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millisecondes a quelques minutes, qui ensuite revient immédiatement a son niveau d’activé
initial. La plasticit¢ a long terme bouleverse 1’activité neuronale au-dela de la durée du
stimulus, c'est-a-dire que la modification persiste méme en absence de 1’excitation initiale.
Dans I’hippocampe, la partie du cerveau responsable, entre autres, des processus de
mémorisation et d’apprentissage, les synapses excitatrices utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur, dont la libération active deux types de récepteurs a glutamate, les AMPA
et NMDA (¥-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate N-méthyl-D-aspartate). Leurs
propriétés fonctionnelles permettent le déclenchement de la potentialisation a long terme, la
LTP. La LTP n’est pas le seul mécanisme de plasticité a long terme, mais il sera le seul a étre
décrit brievement ici. La LTP se divise en phases précoce et tardive (E-LTP et L-LTP), cette
derniére nécessitant la transcription de génes spécifiques et la synthése des protéines (Lynch
2004). Durant la LTP, la haute fréquence de la stimulation synaptique génere le renforcement
de la connexion a long terme via, entre autres, la phosphorylation induite par la calmoduline
kinase II (CaMK2) et le recrutement des récepteurs AMPA et NMDA (Liu & Zukin 2007;
Malenka & Nicoll 1999). De maniere schématique, les récepteurs AMPA sont les cibles
principales de cette plasticité : leur nombre s'accroit dans la zone post-synaptique, permettant
une augmentation du signal post-synaptique. Les récepteurs NMDA sont, du fait de leur forte
perméabilité au calcium, essentiels a l'induction de la LTP, mais ne sont pas sujets a
potentialisation. La forte entrée de calcium dans la zone post-synaptique initie les cascades de
transduction du signal, tels D’activation de [’adenylate cyclase sous la dépendance de
Ca?*+/calmoduline, 1’augmentation de la synthése de 1’adenosine monophosphate cyclique
(cAMP) et I’activation de plusieurs protéine-kinases (p.ex. PKA). Ces kinases sont déplacées
vers le noyau, ou la phosphorylation de cAMP responses element biding protein (CREB) a
lieu. Ensuite CREB se lie au CRE (cAMP reponse elements) sur la région régulatrice de
certains genes et ainsi peut stimuler leur transcription. Parmi les protéines phares de la LTP
(conversion de la E-LTP a la L-LTP) régulées par les facteurs de transcription de la famille
CREB, on trouve BDNF (Brain derived neurothropic factor). BDNF peut se lier a des
récepteurs spécifiques tels que la TrkB (Tropomyosin receptor kinase B), ce qui activera les
tyrosines kinases. D’un autre coté, la PKA sera activée par ’augmentation locale du cAMP
(par dissociation des sous-unités catalytiques des sous-unités régulatrices de cette enzyme), ce
qui permettra, via la phosphorylation de la serine-133 du CREB, la régulation de I’expression
génétique. La PKA peut aussi recruter la MAPK (mitogen activated protein kinase) impliquée
dans la régulation de 1’activité des genes (traduction des ARN messagers, phosphorylation des

facteurs de transcription). Une des étapes finales de ces cascades est I’activation des genes
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responsables de la synthese des protéines nécessaires pour la modification des synapses déja
existantes et la formation des nouvelles. La diversité et la complexité des geénes et protéines
impliquées dans tout le processus est trés grande (Kelleher lii ef al. 2004; Sanes & Lichtman
1999; Wolf & Linden 2012) et il est difficile de représenter toutes leurs connexions sur un
seul schéma. En effet, il existe au moins une dizaine de formes de LTP différentes rien que
dans I’hippocampe, et le nombre des molécules impliquées dans ce phénoméne peut
facilement atteindre 100 (Sanes & Lichtman 1999) (Figure 16). Concernant non seulement la
LTP, mais la plasticité synaptique d’une manicre plus générale, la liste de génes d’intérét peut
étre différente (Figure 17). Une attention particuliere a été portée aux génes dont les
séquences nucléotidiques de I’espéce concernée sont connues et pour lesquelles les liens entre
les fonctions d’apprentissage, mémorisation, cognition, activit¢ neuronale ou neurogencse

existent dans la littérature scientifique.
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Figure 16) Liste (non exhaustive) des molécules impliquées dans la LTP de I’hippocampe
(Sanes & Lichtman 1999). Pour certaines protéines associé¢s ou disponibles sur cette liste, la
régulation différentielle de leur niveau de transcription a déja été détectée dans 1’étude
préliminaire (la famille de S100, calmoduline, thy-1) et/ou dont les niveaux de transcription
ont été analysés dans les ¢tudes suivantes (BNDF (bdnf), CaM kinase Il (camk2g), NMDA
NRI1 (grinl), GIuR3 (gria3), CREB (crebp), S100 (s100b)).
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Immediate-Early Response Genes (IEGs): ARC, BDNF, CEBPB, CEBPD, CREB1, CREM, EGR1, EGR2, EGR3, EGR4,
FOS, HOMER1, JUN, JUNB, KLF10, MMPS (Gelatinase B), NFKB1, NFKBIB (TRIPS), NGF, NPTX2, NR4A1, NTF3, PCDHS,
PIM1, PLAT (tPA), RELA, RGS2. RHEB, SRF, TNF.

Late Response Genes: INHBA, SYNPO.

Long Term Potentiation (LTP): ADCY1, ADCY8. BDNF, CAMK2A, CAMK2G, CDH2 (N-cadherin), CNR1, GABRAS, GNAI1,
GRIA1, GRIAZ, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C, GRIN2D, MAPK1, MMPS (Gelatinase B), NTF4, NTRK2, PLCG1,
PPP1CA, PPP1CC, PPP3CA, PRKCA, PRKCG, RAB3A, YWHAQ (14-3-3).

Long Term Depression (LTD): GNAI1, GRIA1, GRIAZ, GRIA3, GRIA4, GRIP1, GRM1, GRM2, IGF1, MAPK1, NOS1, NGFR,
PICK1, PLAT (tPA), PPP1CA, PPP1CC, PPP1R14A (CPI-17). PPP2CA. PPP3CA. PRKCA, PRKG1.

Cell Adhesion: ADAM10, CDH2 (N-cadherin), GRINZA, GRIN2B, NCAM1, PCDH8. PPP2CA, RELN, TNF.

Extracellular Matrix & Proteolytic Processing: ADAM10, MMPS (Gelatinase B), PLAT (tPA), RELN, TIMP1.

CREB Cofactors: AKT1, CAMK2G, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRINZC, GRIN2D, MAPK1 (ERK2), PPP1CA, PPP1CC.
Neuronal Receptors: EPHB2, GABRAS, GRIA1, GRIA2, GRIA3, GRIA4, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C, GRIN2D,
GRM1, GRM2, GRM3. GRM4, GRMS5, GRM7, GRM8, NTRK2.

Postsynaptic Density: ADAM10, ARC, DLG4 (PSD95), GRIA1, GRIA3, GRIA4, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, GRIN2C, GRM1,
GRM3, HOMER1, PICK1, SYNPO.

Others: KIF17, SIRT1.

Figure 17) Exemple de la liste des genes analysés par le kit « Human Synaptic Plasticity PCR
Array » disponible chez QIAGEN (SABiosciences, Cat # PAHS-126Z) (pour plus
d’informations, visiter http://www.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAHS-
126Z.html). Certains génes de cette liste, non mentionnés par Sanes & Lichtman 1999 (Figure

16) et pour lesquels les séquences ont été décrites chez I’anguille (Coppe ef al. 2010), ont été
utilisés lors de notre étude (jun, adamli0, egrl).

3.3 Le choix de genes

Les genes détectés lors de 1’étude préliminaire (Chapitre 3) ont permis de d’orienter et
de focaliser notre recherche vers les geénes impliqués dans plasticité neuronale du cerveau.
Pour les études suivantes, le choix des genes a porté sur la spécificité de leurs fonctions au
niveau cellulaire, mais prenait aussi en compte la disponibilité des séquences et leurs liens
avec les processus cognitifs suggérés dans la littérature scientifique (Salvanes et al. 2013;
Sanes & Lichtman 1999; Wolf & Linden 2012) (Figure 18,19). Nous avons également essayé
d’éviter la redondance dans les fonctions spécifiques aux mécanismes impliqués. Par
exemple, méme si les séquences pour les deux genes étaient disponibles, nous avons choisi
jun au lieu de fos, les deux appartenant a la famille des Early Immediate Genes (IEG) et étant
des facteurs de transcription étroitement liés (Clayton 2000; Maruska et al. 2013; Tischmeyer
& Grimm 1999). En effet, les analyses des niveaux de transcription des génes réalisées a la

suite de I’étude préliminaire (RT-qPCR) sont assez chronophages et ne permettent pas
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d’étudier simultanément une large gamme de génes si le nombre d’individus est important.
Ainsi, I’étude portait sur un lot d’une vingtaine de génes de fonction spécifique connue (9
genes d’intérét détectés par 1’étude préliminaire, 11 génes analysés a la fin du common
garden, 4 geénes analysés lors de I’étude comportementale). Dans ce lot, deux genes ont été
choisis pour une fonction différente de la plasticité neurale. L’aromatase (cypl9al), bien
qu’impliquée dans la neurogenése, est également responsable de la sexualisation du cerveau
des poissons (Diotel ef al. 2010; Garcia-Segura 2008). L’iodothyronine 2 deiodinase (dio2)
est impliquée dans le métabolisme des hormones thyroidiennes, le taux d’hormones

thyroidiennes circulant (notamment T4) étant considéré comme 1’un des facteurs agissant sur

le comportement de colonisation continentale des civelles (Castonguay ef al. 1990; Edeline et

al. 2004).
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Figure 18) Exemple de cascades impliquées dans le processus cognitif. Ici, il s’agit d’une
cascade couplant le Ca2" C, la calmoduline, les facteurs de transcription IEG, les récepteurs &
glutamate (AMPAR), la potentialisation a long terme (LTP) de la synapse, impliquée dans
I’apprentissage et la mémoire spatiale, vues sous perspectives CREB- (facteur de transcription
essentiel) ou CaMK( kinases)- centrées (Wolf & Linden 2012). Les génes utilisés dans notre
¢tude sont entourés d’un trait rouge.
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Nom du gene Fonction Article

family S100 calcium binding 1,2
cofilin/ cfl neural growth,synapse, learning 1,2
thyl surface protein, olfaction, vision 1,2
FABP neural growth 1
ATPase, Ca2+ Ca2+ transport l
calmodulin synaptic signalling l
claudin 4 tight junction 1
(cyto)keratins cell/neuron structure 1
gria3/ AMPA3 synaptic signalling 2
grinl / NMDA1 synaptic signalling 2
jun synaptic signalling, learning 2,3
crebbp synaptic signalling 2
adaml0 synaptic signalling 2
s100b calcium binding 2
neurod] neural growth, learning 2
cypl9al aromatase 2
dio2 thyroid metabolism 2
camk2g memory, learning 3
bdnf IEG, learning 3
egr-1 IEG, learning 3

Figure 19) Liste des génes détectés et/ou sélectionnés pour notre étude. Pour une description
plus détaillée et références, voir I’article correspondant.
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CHAPITRE 3 :

Etude préliminaire : Puce a ADN

1. Introduction Article 1

L’objectif de cette étude pilote était de détecter les différences entre les individus
rencontrés en amont et en aval des obstacles. Quels traits étudier ? Puisque les dispositifs de
passage reposent tous sur la capacité de reptation des individus, 1’analyse du comportement
d’escalade était indiscutable. Ensuite, deux possibilités s’offraient a nous. Le choix des traits
phénotypiques pouvait étre basé sur les connaissances relatives aux facteurs de migration des
civelles. Ainsi, les traits analysés auraient concerné la taille/pigmentation du corps, le taux
d’hormones thyroidiennes (T3, T4), les capacités de nage, le facteur de condition ou la
quantité des réserves énergétiques. Alternativement, nous pouvions analyser une large gamme
de traits en empruntant une démarche sans a priori particulier, de maniére a détecter de
nouveaux traits caractéristiques des groupes amont/aval. L.’analyse sans a priori a été retenue
et fut possible grice au progrés récents dans le développement des outils de biologie
moléculaire. En effet, méme si le profil génétique de la population panmictique d’anguille
reste relativement homogene, certains génes peuvent avoir des profils d’activité différents. Le
profil d’expression génétique, appellé aussi transcriptome ou phénotype moléculaire des
individus, peut varier au niveau intra- (en fonction du stade ontogénétique ou conditions
environnementale du moment par exemple) ou interindividuel (en fonction du profil génétique

par exemple) et pourrait donc étre soit influencé soit sélectionné par 1’environnement.

Dans cette étude pilote, 1’analyse du transcriptome d’environ 15000 séquences
génétiques connues (Coppe et al. 2010; Pujolar ef al. 2012) a été effectuée au moyen d’une
puce a ADN (microarray). Le principe consista a comparer entres les individus amont/aval les
quantités d’ARN correspondant a chacune de ces séquences génétiques connues. Les
séquences comparées pour lesquelles la quantit¢ d’ARN estimée différait significativement
(avec un facteur de multiplication minimal de 1.5) ont été identifiées et labellisées comme
sur- ou sous-exprimées. Une fois les génes a régulation différentielle ciblés, il fut possible de

déterminer les fonctions moléculaires associées et ainsi d’interpréter les résultats
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en termes de différences fonctionnelles a 1’échelle du phénotype de la cellule, de I’organe ou

de I’organisme entier.

Trois sites d’échantillonnage ont été choisis sur I’axe du Canal de Porge. Une dizaine
d’individus a été prélevée au pied du premier obstacle (Pas du Bouc), au pied du deuxiéme
obstacle (Langouarde) et sur la passe du troisiéme obstacle (Joncru). Pour chaque groupe
d’individus, une multitude de fonctions biologiques a pu étre étudiée par 1’analyse du

transcriptome des trois tissus : le muscle, le foie et le cerveau.

2. Article 1
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Abstract

14,913 genes.

fish upstream migration.

Background: European eel is a panmictic species, whose decline has been recorded since the last 20 years.
Among human-induced environmental factors of decline, the impact of water dams during species migration is
questioned. The main issue of this study was to pinpoint phenotypic traits that predisposed glass eels to
successful passage by water barriers. The approach of the study was individual-centred and without any a priori
hypothesis on traits involved in the putative obstacles selective pressure. We analyzed the transcription level of

Results: Transcriptome analysis of three tissues (brain, liver and muscle) from individuals sampled on
three successive forebays separated by water obstacles indicated different gene transcription profiles
in brain between the two upstream forebays. No differences in gene transcription levels were
observed in liver and muscle samples among segments. A total of 26 genes were differentially
transcribed in brain. These genes encode for, among others, keratins, cytokeratins, calcium binding
proteins (S100 family), cofilin, calmodulin, claudin and thy-1 membrane glycoprotein. The functional
analysis of these genes highlighted a putative role of cytoskeletal dynamics and synaptic plasticity in

Conclusion: Synaptic connections in brain are solicited while eels are climbing the obstacles with
poorly designed fishways. Successful passage by such barriers can be related to spatial learning
and spatial orientation abilities when fish is out of the water.

Keywords: Transcripomics, European eel, Water dams, Microarray, Synaptic plasticity, Fish brain

Background

Among anthropogenic environmental alterations, habitat
loss and fragmentation are considered as a major threat to
biological diversity [1] and dealing with these changes is
among the greatest challenges faced by conservation
biologists [2]. Habitat fragmentation of aquatic ecosys-
tems is mainly induced by anthropogenic barriers such as
dams and weirs [3]. Main effects of human-induced
barriers are: (1) modification of abiotic conditions [4],

(2) disruption of population and aquatic community
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structure in subsequent habitats [5- 7] as well as (3) dis-
ruption of gene flow [8] and (4) biodiversity loss [9].

Endemic species as well as migratory species are the
most affected by water impoundment [10,11]. In the case
of migratory species, habitat switch can be sometimes
imperative in order to reach a particular ontogenetic stage.
For diadromous species (i.e. salmonids or eels), growth
and reproduction stages require different salinity environ-
ments and thus free-flowing corridors between habitats
are required to fulfill their life cycle [12]. Therefore,
inves-tigating the effects of fragmentation effects on their
migra-tory behaviour is of great importance.

European eel Anguilla anguilla is a facultative catad-
romous fish species with a particularly complex life cycle

© 2015 Podgorniak et al.; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative

Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the
data made available in this article, unless otherwise stated.
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that includes two trans-Atlantic migrations and two
metamorphoses. European eel spawns in the remote
Sargasso Sea [13]. After spawning, larvae of European
eel drift back towards Europe and cross the Atlantic
transported by the Gulf Stream system to the coasts of
Europe and North Africa. Upon reaching the continental
shelf, larvae metamorphose into glass eels and complete
the migration into continental (fresh, estuarine and
coastal) waters as yellow eels. After a highly variable
feeding period in the continent, yellow eels metamor-
phose into silver eels that migrate back to the Sargasso
Sea in a migration of 5,000-6,000 km. Upon reaching the
Sargasso Sea, silver adults reproduce once and die.
European eel is considered to be critically endangered of
extinction with a 90-99% decline observed throughout the
distribution range of the species in the last 30 years [14].
The drop in population numbers has affected both
recruitment and pre-adult/adult stages and causes of the
decline include both anthropogenic (overfishing, man-
introduced parasites and diseases, pollution, habitat frag-
mentation) and natural factors. Among human-related
barriers, construction of dams and the consecutive frag-
mentation of habitats is one of the possible factors con-
tributing to this sharp decline, mainly because water
impondment preclude (1) the upstream migration of glass
eels to feeding grounds and (2) the spawning mi-gration
of adults from the feeding to the spawning grounds in the
Sargasso Sea.

Studies addressing the impact of migration barriers on
eel upstream migration have mainly focused on quan-
titative aspects such as mortality of glass eels/elvers
downstream of dams due to predation, diseases or intra-
specific competition [15]. Such studies also quantified
barrier permeability by estimating the abundance of eels
on either site thereof. Indeed, many evaluations of single-
species specific fishways accounted for passage and
attraction efficiency and were only based on the
proportion of individuals approaching, engaging and
succeeding to pass designed apparatus [16,17]. Although
several phenotypic traits are expected to be associated
with glass eel upstream migration [18,19], none of them
has been studied in the context of passage by water obs-
tacle. In this sense, large individual size [20], swimming
speed and high energy reserves could facilitate the suc-
cess of passage, whereas activity, exploratory behaviour
and sensibility to environmental cues [21] could increase
the probability to find the fishway entrance.

Several authors have proposed a hypothesis of energy-
or thyroid- dependent propensity to migrate in glass eels
[18,22,23]. According to this hypothesis, the thyroid hor-
mone metabolism is involved in the upstream migration
of glass eels. This is in agreement with previous ex-
perimental studies that showed that thyroxin (T4) is
involved in the migratory behaviour of fish [24,25]. A
role
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of the thyroid hormone metabolism in climbing water-
falls has also been suggested in juvenile American eels
[26]. Thus, the interindividual variations in thyroid hor-
mone metabolism could be responsible for interindividual
variations in “motivation” of juvenile eels to swim against
the current and to climb water obstacles.

The aim of the present study was to investigate the in-
terindividual variation of phenotypic traits involved in the
passage of water barriers. The chosen approach re-lied on
the comparison of gene transcription (mRNA) patterns
among wild glass eels collected below and above
successive obstacles dispersed along the same river
course.

A non a priori approach was chosen to identify individ-
ual traits that could differ between downstream and
upstream fish. Microarray analysis was used to detect
interindividual patterns of gene transcription from a large
and functionally diverse set of genes (14,913 annotated
contigs [27]) from fish sampled above and directly below
the barriers in a river carefully selected for its
homogenous conditions.

Three different tissues were sampled: (1) muscle to pro-
vide information on fish swimming capacities [28], (2)
liver as a proxy for the physiological state of organism
[29], and (3) brain, to provide information on perception
of environmental cues, arousal, motivation, learning and
many other functions involved in behavioural patterns
such as those linked to hormone metabolism [22,23].

Methods

All procedures used in this study were approved by the
Aquitaine fish-birds ethic committee (a committee ap-
proved and registered by the French Ministry of Higher
Education and Research under number 73).

Sampling site

Canal des Etangs, a freshwater corridor in South-Western
France (44.75-44.95 N, 1.1-1.2 W) is a former artificial
canal, built in 1850, linking Arcachon Basin to Lacanau
Lake. The river line is linear, whereas the water flow re-
mains homogenous and controlled by several weirs. Three
successive low-distanced obstacles were built along the
river length. The first weir (1,5 m height) is located at 4
km from the tidal limit and equipped with a fish ladder (6
m length, 45° slope) specifically designed for glass eels. It
determines the upper limit of the most downstream 4 km
section of the canal called segment 1 (Pas du Bouc; +44°
50’ 27.95”, -1° 9’ 8.09”). The second (Langouarde, +44°
517 32.92”, -1° 9’ 5.03”) and the third (Joncru; +44° 52’
57.137, -1° 8’ 11.70”) weirs are different from the first
one, but similar between them; they are larger (2,5 m
height) and equipped with identical fishways (rock ramp).

The distances from the first weir to the an and 3rd one
are respectively 2.3 and 5.3 km (Table 1).
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Table 1 Number of pools of tissue samples from each
segment used for microarray analyses

Sampling site Tissue (number of pools Distance from the
analyzed by DNA 1st segment (km)

microarray analyses)

Brain Muscle Liver
Pas du Bouc (segment 1) 3 3 3 0
Langouarde (segment 2) 3 3 3 2.3
Joncru (segment3) 3 0 3 53

Each pool corresponds to 3 individuals from the same segment. Additionally,
the distance from the sampling site to the first segment is shown.

Sampling

Eels were collected using electrofishing during three con-
secutive days 6—8th of June 2012 under similar climatic
and hydrological conditions. Individuals were sampled
below the obstacle, close to the fishway entry in segment
1 and 2. Fish from the segment 3 were sampled on the
fishway, as water depth before the obstacle,
approximately 2 meters, precluded the wuse of
electrofishing. Ten indivi-duals were selected from each
site according to their body size (between 83 and 155
mm) and health status (no exter-nally visible pathogens)
to minimize the potential bias. Sampled and selected fish
were immediately sacrificed by decapitation and the
whole brain (ca. 3.5 mg), liver (ca. 30 mg) and muscle
tissues (ca. 40 mg, posterior bot-tom body part, skin
removed) were dissected and stored in separate tubes with
RNAlater buffer (1 mL, Qiagen) for gene transcription
analysis. Additionally, individual weight was measured
for relative condition factor (Kn) calculation [30] and
otoliths were extracted for further age analysis.

Otolith analyses

Sagittal otoliths were embedded in glass slides and sub-
merged by a drop of glue. The otolith was then polished
until the core was reached, etched with 10% EDTA,
stained with 5% toluidine blue to enhance the annuli and
observed with optical microscope (Nikon Eclipse 90i,
Japan). For each otolith, age estimation by counting the
annuli around the primordium was performed by two
independent readers.

Microarray analyses

Samples of brain, muscle and liver were homogenized by
measn of a bead mill homogenizer (45 sec at 3000
oscillations per sec, Mixer Mill MM 200, Retsch). Total
RNAs were extracted using the Absolutely RNA RT-PCR
Miniprep kit (Agilent) according to the manufac-turer’s
instructions. A total of 9 fish were used for each sampling
site, i.e. 3 pools of 3 individuals by site. RNA quality was
evaluated by electrophoresis on a 1% aga-rose gel. RNA
purity and concentration was determined using a
NanoDrop spectrophotometry and Agilent 2100
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Bioanalyzer. Samples were considered as of good quality
RNA when showing A260/280 and A260/230 ratios close
to 2 and a minimum RIN (RNA Integrity Number) of 8.

Microarray analysis was conducted using an European
eel-specific array consisting of a total of 14,913 probes
based on a large collection of high-throughput trans-
criptomic sequences [27]. Probe sequences and further
details on the microarray platform can be found on the
GEO database under accession number GPL15124. Sam-
ple labelling and hybridization were carried out follo-
wing the Agilent One-Color Microarray-Based Gene
Expression Analysis protocol (Low Input Quick Amp
Labelling) [31]. For each individual, 100 ng total RNA
were linearly amplified and labelled with the fluorescent
dye Cy3-dCTP. In order to monitor microarray analysis
work-flow, Agilent Spike-in Mix (a mixture of 10 diffe-
rent viral poly-adenylated RNAs) was added to each RNA
sample before amplification and labelling. Labelled
cRNA was purified with Qiagen RNAeasy Mini Kit and
sample concentration and Cy3 specific activity were mea-
sured using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer.

A Cy3 specific activity between 8 and 17 pmol Cy3 per pg
cRNA was considered adequate for hybridization. Prior to
hybridization, a total of 600 ng of labelled cRNA was

fragmented for 30 min at 60°C by adding 5 ul 10X Blocking
Agent and 1 yl Fragmentation buffer, and fi-nally diluted

with 25 pl 2X GE Hybridization buffer. A volume of 40 ul
was dispended into the backing slide, assembled to the
microarray slide (each slide containing eight arrays) and
placed in the hybridization chamber. Slides were incubated
for 17 h at 65°C in an Agilent Hybridization Oven.
Afterwards, slides were removed from the hybridization
chamber, disassembled in GE Wash Buffer 1, and washed for
1 min in GE Wash Buffer 1 followed by one additional wash
for 1 min in GE Wash Buffer 2. Hybridized slides were

scanned at 5 pm reso-lution using an Agilent DNA
microarray scanner. Slides were scanned at two different
sensitivity levels (XDR Hi 100% and XDR Lo 10%) to
increase the power to detect both lowly and highly expressed
genes. The two linked images generated were analyzed
together. Data were ex-tracted and background subtracted
using the standard procedure in Agilent Feature Extraction
(FE) software v. 9.5.1. Data was normalized using a quantile
normalization procedure using R (http://www.rproject.org/).
Normalized fluorescence data from the arrays have been
deposited in the GEO database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) under accession number
GSE56040. Differentially transcribed genes across samples
were identified using the program SAM (Significance
Analysis of Microarrays) version 4.0 [32], with the FDR
cutoff of 5%. Groups (pools of indivi-duals from each of
three segments) were compared using the two-class unpaired
test and up-and-down regulated
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genes were identified. A minimum fold change of 1.5 bet-
ween groups was considered.

In total, 14,913 genetic sequences were analyzed from
brain and liver of 27 individuals (9 pools of three indi-
viduals) and from muscle of 18 individuals (no samples
from the third segment) (Table 1).

Quantitative RT-PCR validation of microarray results

A total of 6 genes showing different transcription levels
among segments (claud4, cfll, s100al, s100a6, s100all,
thyl) were chosen to validate the microarray results by
means of quantitative real-time Reverse Transcription
Polymerase Chanin Reaction (qQRT-PCR). For each gene,
specific primer pairs were determined using the Primer3-Plus
software [33] (see Additional file 1: Table S1). Gene
transcription level was measured by quantitative real-time
Reverse transcribed-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR),

using the p-actin gene as reference. Amplification of cDNA
was monitored using the DNA intercaling dye SyberGreen.
Real-time PCR reactions were performed in a MX3000P
(Stratagene) following the manufacturer’s in-structions (one
cycle at 95°C for 10 min, and 40 amplifi-cation cycles at

95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 72°C for 30 s). Each 25 uL
reaction contained 1 pL of reverse tran-scribed product

template, 12.5 yL of mix including the SyberGreen
fluorescent dye and the enzyme (GoTaq Probe qPCR Master

Mix, Promega), 9.5 uL of sterilized pure-water and 2 yL of
the gene-specific primer pair at a final concentration of 200
nM for each primer. Reaction specificity was determined for
each reaction from the dis-sociation curve of the PCR
product and by electrophor-esis. The dissociation curve was
obtained by following the SyberGreen fluorescence level
during gradual heating of the PCR products from 60 to 95°C.
Relative quantification of each gene transcription level was

normalized according to the p-actin gene transcription.
Hence, during our ex-periment, total RNAs were quantified
and a same quantity was used for reverse-transcription.
During the subsequent qPCR amplifications, the output cycle
corresponding to B-actin was examined. This output was
always obtained around the same output cycle and no
significant variations were observed among conditions,
demonstrating the rele-vance of the g-actin as reference gene
in our conditions.

Statistical analyses

Comparisons among fish groups were performed by ana-
lysis of variance (ANOVA), after testing the assumptions of
normality (Shapiro-Wilk test) and homoscedascity (Bartlett
test) of the error terms. When assumptions were not met, the
non-parametric Kruskal Wallis test was used. If signifi-cant
effects were detected, a Tukey HSD test was used to
determine whether means between pairs of samples were
significantly different from each other. Computations were
performed using R (http://www.r-project.org/).
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Results

Morphometric data

First, no difference in length or weight were observed
among segments (p = 0.548). In addition, no age diffe-
rence was observed among segments (p = 0.497). At the
opposite, the relative body condition was significantly in-
fluenced by sampling site (Table 2) and post-hoc analysis
indicated significantly lower Kn values in fish sampled in
the Srd segment (Joncru) in comparison with those sam-

pled from the 1*" and the 2nd segments (p < 0.001 and p =
0.012 respectively). No difference was observed bet-ween

the 1% and the 2" segment (p = 0.12) (Table 2).

Microarray results

No differences in gene transcription levels were ob-served
in liver and muscle samples among segments. The only
differences were observed in the brain tissue (Table 3).
Only few differences (n = 5 genes, FDR cut-off = 5%)
were observed between segments 1 and 2 (Table 3). A
larger number of genes was differentially tran-scribed
when comparing segment 3 with the other two segments:
50 genes between segments 1-3 and 74 genes between
segments 2-3 (FDR cutoff = 5%)).

A total of 40 genes were common to the comparisons
between segments 1-3 and segments 2-3. Moreover, all
these genes were up-regulated in the most upstream seg-
ment. Indeed, these common genes showed a progres-sive
pattern of expression, i.e. the more upstream the segment
(or distanced), the more the genes were over-expressed.
Differences in regulation of gene expression between the
most distanced segments were up to two times higher
(shown in bold, Table 4) than those deter-mined between
close-distanced segments.

gPCR validation of microarray results

To validate microarray data, the transcriptional level of 6
genes that showed strong variations in their trans-cription
levels among sampling sites was measured by qRT-PCR
method. These two independent measures, by microarray
and qRT-PCR, of transcript abundance gave consistent
results, i.e. similar fold changes were observed (see
Additional file 1: Figure S1).

Table 2 Size, weight, age and relative condition factor
(Kn) of glass eels sampled along the three segments
(mean £ SE, n = 9 per site)

Origin Length (mm) Weight (g) Age (y) Kn

12522 +21.593.39£1.70 1.33+1.18 120+0.13"
116.44 +19.132.32 £ 1.18  0.83+0.72 1.06+0.18"
Segment3 117 +1498 1.81x0.75 150+1.05 082% 0.16b

Segment 1
Segment 2

Means designated with different letters (a,b) are significantly different
(Tukey's HSD test, P < 0.05).
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Table 3 Number of genes with significant transcription
level differences in fish brain sampled along three river
segments separated by water obstacles (SAM Pairwise
comparison; FC > 1.5; FDR cutoff = 5%)

COMPARISON UP-REGULATED DOWN-REGULATED
Segment 2 vs 1 0 5

Segment 3 vs 1 49 1

Segment 3 vs 2 54 20

For each comparison, the most downstream segment concerned was
used as reference.

Discussion

Energetic costs of obstacle passage

Eels sampled in the upstream and downstream segments
of an impounded watercourse did not show any diffe-
rence in terms of age, weight or length, suggesting that
the ontogenetic stage of fish was homogenous along the
river. Indeed, size was previously found to be the best
proxy to assess the ontogenetic stage of glass eels and its
related locomotory behaviour [34]. Thus, in the present
study, even if an effect of ontogenic stage cannot be
completely excluded, it appears unlikely that differences
observed in fish brain could be explained by the life stage
of fish.

In contrast, the fact that relative body condition (Kn) was
lower in eels from the most upstream group in comparison to
those sampled downstream could imply that passage of water
barriers is an energetically and meta-bolically requiring event
[35]. An alternative hypothesis could be that since glass eels
do not feed during their up-stream migration [15], the
distance covered to reach up-stream segments might have
reduced their energy reserves  [36]. Our results are
contradictory to a previous study [37], where tendency to
migrate was associated with higher energy reserves. In the
present study, no diffe-rences in muscle and liver gene
transcription among fish groups were found, which suggests
that energy was not the main cue explaining the difference in
passage beha-vior. However, it is important to notice that
muscle sam-ples from the third segment were missing (Table
3), thus precluding a full inter-segment comparison for this
tissue.

Differences in brain transcriptome profiles associated

with upstream migration

Microarray analysis of brain tissue revealed that some
genes were overexpressed in fish from the most up-stream
segment of the river compared to the two down-stream
sections.

Interestingly, most of these overexpressed genes were
common to the comparisons between segments 1-3 and
segments 2-3. In addition, the fold changes for most of the
genes were found to increase with the number of ob-
stacles crossed by glass eels. The analysis of the bio-
logical function of these common genes can provide
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new insights into the phenotypic traits that are stimu-lated
and/or selected after obstacle passage (Figure 1). Among
the 40 common overexpressed genes, 4 genes encoding
for proteins belonging to the S-100 family pro-teins were
identified.

The S-100 proteins [38,39] are known to control the
intracellular homeostasis of calcium, which is one of
messengers mediating the effects of neurotransmitters
[40]. Moreover, S-100 proteins are also involved in mi-
crotubules and microfilaments synthesis [41,42]. They
contribute to a broad spectrum of biological processes in
the brain including cell migration, gene expression and
neural signaling and activity [43] and even learning and
memory at a higher biological level [44]. Calcium
signaling is indeed an important pathway controlling
neuronal activity, fast axonal flow and memory [45,46].
One of the S-100 members, S1I00A6 (Calcyclin), was
shown to be highly expressed in rat brain neurons [47],
and its suggested functions include cell proliferation, dif-
ferentiation [48] as well as cytoskeletal rearrangements
[49,50] and cellular signal transduction [51]. At a higher
biological level, SI00A6 was shown to be associated with
memory formation in rats [52]. Another S-100 member is
S100A11 (Calgizzarin), involved in regulating growth of
cells [53] such as keratinocytes [54]. Interestingly, both
S100A11 and S100A6 are specific targets of SI00B [55],
which is involved in neural plasticity [56]. S100Al
protein could be associated with synapsin and is involved
in calcium dependent synaptic vesicle trafficking [57].
Moreover, an association between exploratory behaviour
and S100A1 has been suggested in mice [58]. Finally,
S100P protein is involved in cytoskeletal dynamics [59]
and cell proliferation [60].

Another overexpressed gene was the cytoskeletal
Cofilin (or ADF). This gene encodes for a protein that is
in-volved in actin filament destabilization [61], which in
turn allows dendritic development and differentiation, as
well as neural polarization in mammalian brain [62] and
axonal specialization [63]. Cofilin is also involved in
other similar functions, such as axogenogenesis, growth
cone guidance and dendritic spine formation [64]. A role
in synaptic plasticity in rats [65] and asso-ciative learning
has been proposed in both rats and mice [66- 68].

Another up-regulated gene was claudin 4, which is
involved in epithelial tight junction [69] which in turn
allows intercellular communication. Moreover, epithelial
tissue is rich in intermediate filaments and cytokeratins,
which could be linked with other genes overexpressed in
glass eels found upstream. Thus, the genes encoding for
the cytokeratin 1 and keratin 12 were found to be over-
expressed in migratory eels. Keratins are structural pro-
teins found in neurons and glial cells [70]. Keratins are
also known for their transient overexpression during

[60]
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Table 4 Significant fold changes (FC) in gene transcription levels in eels from segment 3 as compared to individuals
from segment 2 (FC 3:2) or from segment 1 (FC 3:1) (SAM analysis, FDR cutoff = 5%)

NAME FUNCTION EelBase number FC 3:1 FC 3:2 FC 3:1/FC3:2
S100P calcium binding eeel2_rep_c5535 12.7 6.1 2.1
S100P calcium binding eeel2_s9035 12.4 6.0 21
S100P calcium binding eeel2_s8956 11.8 6.7 1.8
S100P calcium binding eeel2_s8475 9.8 6.1 1.6
S100A11 calcium binding eeel_rep_c16089 16.1 7.4 2.2
S100A11 calcium binding eeel_rep_c58988 15.1 7.4 2.0
S100A11 calcium binding eeel2_rep_c5969 14.0 7.3 1.9
S100A6 calcium binding eeel2_s6035 14.3 6.5 2.2
S100A1 calcium binding eeel2_rep_c8719 14.2 71 2.0
S100A1 calcium binding eeel_s9222 12.0 9.1 1.3
Keratin 5 cell structure eeel_rep_c59287 29.2 14.5 2.0
Keratin 12 cell structure eeel2_rep_c5249 5.2 4.4 1.2
Keratin 12 cell structure eeel_s8804 7.8 8.3 0.9
Keratin 12 cell structure eeel_c8960 8.0 8.5 0.9
Cytokeratin 1 cell structure eeel_rep_c58375 6.9 7.2 1.0
Cytokeratin 1 cell structure eeel_c10204 7.3 7.7 0.9
Keratin cell structure eeel_c5504 7.7 8.7 0.9
Keratin cell structure eeel_c13622 8.3 9.0 0.9
Non muscle cofilin 1 neuralgrowth eeel2_s5802 4.8 3.3 1.4
Non muscle cofilin 1 neuralgrowth eeel2_s5819 4.0 3.0 1.3
Non muscle cofilin 1 neuralgrowth eeel2_s5889 3.6 3.0 1.2
C59 protein bacterial infection eeel_c3624 9.2 3.0 3.1
Thy1 protein surface glycoprotein eeel_c9925 9.4 3.9 2.4
SH3 protein unknown in brain eeel2_rep_c5904 10.9 5.0 2.2
FABP protein neural growth eeel2_s8168 10.3 5.0 2.1
Mucin 2 unnown in brain defence system 13.5 8.4 1.6
Intelectin 1 defence system eeel2_c833 6.9 4.4 1.6
ATPase, Ca++ transporting unknown in brain eeel_2 rep_c8320 12.3 7.8 1.6
Calmodulin synaptic signaling eeel_c13874 11.5 7.4 1.6
Claudin 4 tight junction eeel2_c529 6.1 4.6 1.3
Unnamed unknown in brain eeel2_c497 4.6 3.7 1.2
L0C100135339 unknown in brain eeel2__rep_c4986 12.6 10.3 1.2
C2A protein unknown in brain eeel_rep_c35338 2.3 2.0 1.2
Zona pellucida-like protein unknown in brain eeel2_s8124 4.6 4.0 1.2
C13antigen unknown in brain eeel_c14624 10.2 8.9 1.2
Proteoglycan 4 unknown in brain eeel2_c3589 2.5 2.3 1.1
Serotriflin unknown in brain eeel2_rep_c5326 3.3 3.2 1.1
BRAFLDRAFT_63199 unknown in brain eeel2_s7960 2.4 2.5 1.0
Epiplakin unknown in brain eeel_rep_c28794 4.1 5.9 0.7
Mucin5 unknown in brain eeel2_c2120 5.3 9.3 0.6

The ratios of fold changes; i.e. FC 3:1/ FC 3:2 equal or superior to 2 are shown in bold. Only sequences with FC = 2 are shown.
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Figure 1 Biological functions of main genes differentially transcribed
among segments 3:1 and segments 3:2. The font size is chosen
according to the ratios of fold changes; i.e. FC 3:1/ FC 3:2 (Table 4).
For more detailed information on each genetic sequence, BLAST
statistics, and gene ontology, please see Additional file 1: Table S1.

neural differentiation from polymorphic cells in rabbits [71].
Calmodulin is a well-studied protein involved in calcium-related
[72] synaptic neurotransmission [73] and calcium-dependent gene
expression [74]. Together with several transcription factors from
the IEG (Immediate Early Genes) family under its regulation,
calmodulin is strongly linked to learning and memory [75- 78], as
found in rats. Indeed, genes belonging to the IEG group are among
the first genes regulated in response to environmen-tal stimuli [79].
They are involved in long term potentiating (LTP) and in the
establishment of long term memory that requires rapid de novo
synthesis of proteins [80]. Among the other overexpressed genes,
Thy! encodes a neural surface glycoprotein that was shown to play
a role in axogenogen-esis in rats [81] and in olfactory system
development in mice [82]. Fatty acid binding protein (FABP) are
involved in sev-eral functions in brain, among which neural
development and cognitive processes appear to be common to the

func-tions of other overexpressed genes in this study [83].

None of the overexpressed genes were related to thyroid
activity, such as iodothyronine deiodinase type I and III.
Thus, the hypothesis of thyroid dependent propensity to
migrate [84] or climb obstacles [26] was not supported by
our results. In contrast, overexpressed genes in upstream eels
were mainly involved in cellular signaling, neural de-
velopment and differentiation, as well as synaptic plasticity.

Water obstacle effects on gene expression
The difference in gene transcription in fish brain bet-ween
the most upstream group and the two others could
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be interpreted either as a difference in brain develop-ment
[85] or as a difference in cognitive, learning and memory
abilities between groups. Fish brain growth is allometric
and development of its various parts is linked to
environmental conditions  [86- 89]. Previous expe-
rimental investigations pointed out the association bet-
ween behavioural flexibility and cognitive abilities [90].
Indeed, personality and coping style concepts were both
related to individual capacities in spatial memory and
learning abilities, where differential regulation of genes
involved in neurogenesis was emphasized [91].
Phenotypic traits highlighted in our study seemed to be
related to cognition. In our case study, passage through
river impoundments would stand for a hard cognitive task
as it involves spatial recognition while climbing the walls
and route choice based on perception of visual cues,
which is rather unusual for juvenile eels [85]. Indeed,
water obstacle passage often requires to climb and to get
out of the water, where the extremely developed olfactive
system of eel could be less useful than in the aquatic
environment, making any behavioural decision
demanding higher cognitive appraisal than relying on
environmental cues. Passing non-natural obstacles such as
water dams could represent a real conundrum for eels and
could impede the upstream migration for those with unde-
veloped or with no ability to develop cognitive functions.

Gene induction by obstacle crossing?

The overall results suggested a difference in brain func-
tioning between individuals successfully crossing the water
obstacles and those situated on the downstream part of water
impoundment. Whether gene transcription was temporarily
induced by the passage event or whether these differences
pre-existed in glass eels before they met the obstacle is
difficult to decipher. Indeed, transcriptomic analysis
provided phenotypic data, but also represented an
intermediary step from genotype towards functional
phenotype [92]. Gene expression could be therefore inter-
preted as a physiological acclimatation or phenotypic plas-
ticity [93,94]. Other studies used gene transcription patterns
as indicators of adaptive divergence [95,96].

Several on European eel
generational local adaptation hypothesis as less likely, all the
more so because of random mating and absence of habitat
choice at least during larval dispersal [97]. Previous studies
failed to reveal a clear inter-location genetic hetero-geneity
of eels across Europe [98], and selection on locally adaptive
traits may be too costly for eel [99]. Instead, phenotypic
plasticity was hypothesized as the best strategy to deal with
habitat heterogeneity in such cases [100,101]. A recent
experimental study on American eel has pro-posed an effect
of both origin and environment (salinity), as well as its
interaction on gene expression [102]. How-ever, differences
in plastic responses were higher between

studies considered trans-
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environments within origin than gene expression variation
between origins for both rearing environments, suggesting
that phenotypic plasticity is not the only cause of pheno-
typic variation in eel, yet its contribution to the process
re-mains overwhelming in front of (epi) genetic
differences related to sampling location.

In our case study, changes in gene transcription pro-
files could be temporarily induced when eels cross the
obstacle. The highest differences in gene transcription in
brain were found for fish sampled at the third most up-
stream group while fish were passing the fishway. The
hypothesis of temporary induction of gene transcription
while crossing the obstacle could be strengthened, not
only by the phenotypic plasticity of eel per se, but also by
the acknowledged and functionally pertaining high
plasticity of the brain [91,103,104].

Conclusion

Our results showed significant differences in gene transcrip-
tion in the brain of glass eels sampled above and below the
water obstacles. Although the influence of swimming dis-
tance on molecular phenotypes has to be taken into account
by further analyses of non-impounded watercourse, brain
plasticity and cognitive function seem to play an important
role in the capacity of glass eels to cross aquatic obstacles.
Two main directions for the further studies could be pro-
posed. First, a comparison between climbing and remaining
eels within the same location would allow focusing on the
climbing event only. Next, the persistence of gene expression
patterns could be tested by a long-term common garden
experiment, thus explaining its proximate cause by separat-
ing the phenotypic plasticity and genetic components.

Availability of supporting data

Probe sequences and further details on the microarray plat-
form can be found on the GEO database under accession
number GPL15124. Normalized fluorescence data have been
deposited in the GEO database (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/) under accession number GSE56040.

Additional file

f Additional file 1: Figure S1. Comparison of fold changes (FC) between
the transcription levels of brain genes encoding for Claudin 4, Cofilin 1,
S100A1, S100A11 and S100A6 proteins and Thy-1, obtained by
microarray (white bars) and RT-gPCR analysis (black bars). Two fold
changes are compared: A) between the segments 3:1 and B) between
the segments 3:2. Table S1. Sequences of specific primers pairs used
in quantitative RT-PCR analyses. Table S2. Details about the genes
that were differentially transcribed in eels from segment 3 as compared
to individuals from segment 2 (FC 3:2) or from segment 1 (FC 3:1).
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3. Conclusion Article 1

L’analyse du niveau de transcription de 15000 séquences génétiques réalisée sur trois
tissus différents a montré que le foie et le muscle ne présentaient aucune différence
significative entre les groupes d’individus provenant des différents segments échantillonnés le
long de ’axe du Canal du Porge. Bien que les échantillons musculaires du 3° segment
n’étaient pas disponibles, I’absence de différences au niveau du muscle entre les poissons des
deux premiers segments suggere que ni la distance de nage entre les sites ni le type de passe
escaladée n’influencent la sollicitation de genes impliqués entre autres dans les métabolismes
aérobies ou anaérobies, qui pourraient nous renseigner sur les capacités de nage des poissons

(Garenc et al. 1998; Martinez et al. 2003).

En revanche, des différences significatives ont été détectées dans le cerveau, en
particulier entre les individus échantillonnés a Joncru et ceux du Pas du Bouc. Un lot de 40
séquences génétiques correspondant a 26 génes uniques a été identifié. Tous ces génes étaient
surexprimés dans le cerveau du groupe d’individus capturés en amont. La fonction commune
de la majorité de ces genes concerne la plasticité synaptique et la neurogenése. Ces fonctions
peuvent étre associées aux processus cognitifs tels que 1’acquisition de la mémoire spatiale, la

perception des nouveaux stimuli ou la prise de décisions.
Ces résultats générent des nouvelles questions :

Peu de différences ont été observées entre les individus échantillonnés au pied du
premier et deuxieme obstacle, généralement cachés dans la végétation ou sous les galets. Les
différences les plus fortes concernent le groupe échantillonné lors du moment d’escalade de la
passe (au niveau du troisieme obstacle). S’agit-il d’une surexpression de genes lie a

I’expression du comportement d’escalade ?

L’échantillonnage, le sacrifice et la dissection de chaque individu ont été réalisés sur
place et de maniére immédiate et standardisée, ainsi le niveau de transcription des génes
mesuré peut refléter les conditions auxquelles les individus étaient soumis au moment de
I’échantillonnage. Cependant, les différents niveaux de transcription pouvaient étre présents
chez les individus bien avant qu’ils rencontrent les premiers obstacles. Dans ce cas, les
obstacles aquatiques agiraient comme filtre écologique sur les phénotypes moléculaires, le
passage étant réservé seulement a des individus surexprimant (=sélection d’une norme de

réaction particuliere) ou capables de surexprimer (=sélection sur la plasticité du trait) les

(66]



genes détectés (Figure 20 B). Alternativement, les niveaux de transcription des génes d’intérét
seraient influencés (=induction) par le passage par I’obstacle (Figure 20 A). Dans ce cas, le
pool d’individus arrivant au pied du barrage pourrait présenter des niveaux de transcription
homogenes, et ’augmentation de la transcription des genes serait induite chez les individus

uniquement au moment de leur passage sur 1’obstacle.

A) Induction B) Selection

Al) A2) B1) B2)

Figure 20) Augmentation du niveau de transcription des geénes induite par les
obstacles via la plasticité phénotypique a partir d’un pool initial homogene (Al) ou
hétérogéne (A2) des profils moléculaires. (B) Sélection sur les profils moléculaires
préexistants (B1) ou sur la plasticité¢ (flexibilité) phénotypique permettant d’atteindre les
normes de réaction plus ou moins larges (B2). Les accolades indiquent la gamme des niveaux
de transcription possibles via la plasticité (flexibilit¢) phénotypique. Bien que les cas Al, A2
et B2 font intervenir la plasticité phénotypique, dans le cas de la sélection (B2), la plasticité
phénotypique est développementale ou posséde une base (epi) génétique qui différe entre les
individus. D’autres cas sont possibles (le niveau de transcription initial homogene, mais la
flexibilité phénotypique différente) ne sont pas présentés.

Quelque soit le mécanisme permettant d’expliquer les différences de niveau de
transcription, la régulation de I’expression génétique peut étre de courte durée ou se maintenir
a long terme. Par exemple, dans le cas ou la sélection s’opere sur des profils moléculaires
préexistants, les niveaux de transcription forts pourraient étre maintenus a long terme, voire
tout au long de la vie de I’animal. Dans le cas ou la sélection s’opere sur la plasticité

(flexibilité) phénotypique, seuls les individus aptes a solliciter I’activité des génes a un certain
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niveau pourraient traverser les obstacles. Ensuite, une fois 1’obstacle traversé, la transcription
des geénes d’intérét pourrait revenir a un niveau d’activité plus faible. Dans le cas de
I’induction également, 1’activité des génes sollicitée sur une courte période pourrait revenir a
son niveau initial une fois I’obstacle pass¢, ou €tre maintenue au méme niveau pour le restant
de la vie de I’animal. D’une manicre générale, pour déterminer si les différences dans les
traits phénotypiques sont le fruit de la flexibilité phénotypique ou ont une base génétique ou
épigénétique, nous avons eu recours a des expériences de Common Garden. Lors du Common
Garden, les individus exprimant des phénotypes différents ont ét¢ maintenus a long terme
sous des conditions strictement homogenes. Ainsi, toute composante environnementale
susceptible de jouer sur la plasticité phénotypique est la méme pour tous les individus. Si les
différences phénotypiques persistent a la fin de 1’expérience, alors leur origine peut avoir une

base génétique ou épigénétique.
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CHAPITRE 4 :
Les différences entre les groupes persistent-elles ? :

Common Garden

1. Introduction Article 2

Suite aux résultats de 1’étude préliminaire de 2012, un nouvel échantillonnage sur le
méme axe aquatique a été effectué en 2013. Les mémes sites ont été¢ prospectés, au pied (en
aval) du premier ouvrage (Pas du Bouc), au pied du second ouvrage (Langouarde), et au
niveau de la passe a anguilles du troisiéme ouvrage (Joncru). L’objectif de cette nouvelle
¢tude était de vérifier si les différences entre les groupes amont-aval observées sur les niveaux
de transcription des génes liées, entre autres, a la plasticité synaptique et a la neurogenese,
persisteraient longtemps apres le moment de passage par les obstacles. En effet, I’expression
des geénes peut étre liée a I’acclimatation physiologique ou la plasticité phénotypique (Aubin-
Horth & Renn 2009; Giger et al. 2006), mais elle est aussi parfois considérée comme
indicateur de la divergence adaptative (Derome et al. 2006; Larsen et al. 2007; Roelofs et al.
2009). Dans le cas de notre étude, tous les individus pourraient présenter des profils
transcriptomiques préétablis, bien avant qu’ils rencontrent les premiers obstacles. Leurs
profils transcriptomiques pourraient aussi é&tre différenciés temporairement ou de manicre
stable, leur régulation étant déclenchée au moment du franchissement de 1’obstacle. La
régulation temporelle de 1’expression des genes sera associée ici a la flexibilité ou plasticité
phénotypique (Piersma & Drent 2003), la régulation stable dans le temps mais déclenchée par
le moment de passage sera associée a la plasticité développementale, alors que les profils
préétablis et stables dans le temps a court terme pourraient étre liés a des différences

génétiques issues de la sélection locale intragenerationelle.

Afin de vérifier une potentielle persistance des profils transcriptomiques, tous les
individus échantillonnés ont été transportés vivants jusqu’a la station d’expérimentation ou ils
ont ét¢ maintenus sous des conditions strictement homogeénes pendant deux mois. Cette

stabulation a long terme permet de niveler toutes les différences de la composante
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environnementale (facteurs biotiques ou abiotiques spécifiques au site d’échantillonnage) qui
pourraient influencer 1’expression des traits étudiées via la plasticité phénotypique. En effet,
I’expérience de Common Garden est couramment utilisée pour tester I’hypotheése de genes vs
environnement comme origine des différences phénotypiques (Dammerman et al. 2015;
Gonda et al. 2011; Hutchings 2011; Juliana & Janzen 2007; Mittelbach et al. 1999; Relyea
2002; Thorpe et al. 2005) et a déja été utilisée dans les cas d’étude d’expression génétique
chez I’anguille (Coté et al. 2009; Coté et al. 2015; Pavey et al. 2015). Ces derniers travaux
chez I’anguille onbt permis de rejeter I’hypothese que la plasticité phénotypique seuele
pouvait expliquer les différences obsrevées entres les anguilles provenant de différents
habitats. Ces différences seraient causées par des différences génétiques provenant de

s¢lection spatialement variable s’exercant de facon intra-générationelle.

2. Article 2
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* The analysis included muscle enzymatic activity and genes transcription in brain.
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abstract
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The European eel is a panmictic species, whose decline has been recorded since the last 30 years. Among human-induced
environmental factors of decline, the impact of water dams during species migration is questioned. In-deed, water
impoundments can be a severe obstacle for young eels trying to reach the upstream freshwater zones, even if they are
equipped with fish-friendly passes. The passage by such devices could be an important event shaping the outcome of the
future life and life history traits of eels. We studied what phenotypic traits were associated with the event of experience of
passage by water obstacles. We analyzed specific enzyme activ-ities and/or gene transcription levels in the muscle and brain to
test whether the obstacle passage is rather a physical or cognitive task. We found that after a long period of maintenance under
homogenous conditions, tran-scription levels of several genes linked to synaptic plasticity, neurogenesis and thyroid activity
differed among the field-experience groups. In contrast, muscle gene transcription levels or enzymatic activities did not show
any differences among fish groups. We suggest that cognitive processes such as learning and memory acquisition rather than
swimming-related metabolic capacities are involved in passage of water obstacles by young eels.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Anthropogenic  activities are often associated with landscape
restructuration for economic purposes. In aquatic ecosystems, land-scape
modifications involve the construction of water barriers such as weirs and
dams. These changes strongly alter the longitudinal connec-tivity of water
corridors and can negatively impact aquatic organisms [1-2]. Movements of
migratory species are constrained by aquatic bar-riers, restricting their access
to feeding or reproductive habitats [3—4]. Aquatic barriers can prevent the
recruitment of fish into upstream freshwater habitats [5], hence forcing them
to settle in the most
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E-mail address: tomasz.podgorniak@jirstea.fr (T. Podgorniak).
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downstream parts at high densities. Depending on the type and height of the
barriers, environmental conditions and species physiology and behaviour,
obstacles may be impassable. Even though barriers are pass-able, they can
delay migration [6], which in turn can lead to suboptimal colonization and
modify life-history traits of animals and in fine impair reproductive capacity
of genitors [7-8].

Many efforts have been undertaken to ease the passage of obstacles by
installing fish-friendly devices such as fishways. However, even if equipped
with fish passes, barriers still have an impact on fish passing through. Indeed,
beyond quantitative effects being widely addressed in the literature [9],
aquatic barriers could also have qualitative effects. Fish passage by fishway
involves energy expenditure needed to find the entrance [10], especially when
the fishway attractiveness is poor [11-12], and to ascend such devices. In
addition, the ascension is often
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performed under harsh hydraulic conditions [13-14]. In this case, inter-
individual variation in phenotypic traits at the intra-specific level could play
an important role in the success of passage of animals through fish-ways.
Among other traits, the capacity of individuals to perceive envi-ronmental
cues as well as their overall activity could play an important role in their
capacity to find the fishway [15]. The success of crossing the fishway could be
also associated with the physiological sta-tus or swimming capacity of fish
[9,16], and the fishway device could hence act as a selective filter or
contribute to the modification of fish bi-ology, physiology and behaviour.

The impact of fishway passage on individual phenotypic traits can be
particularly important in species with high phenotypic plasticity i.e. with a
potential for environmentally induced wide range of reaction norms. One of
the fish species with the widest range of variation in phe-notypic traits is the

European eel Anguilla anguilla [17-18]. The European eel is a catadromous
species occurring in inland and estuarine ecosystems throughout Europe. It
has a complex life cycle requiring two transatlantic migrations. The first
migration from the Sargasso Sea, the unique spawning ground of the species,
is done by a passive transport of leptocephali larvae towards the European

continental shelf [19-20]. Once reached, the metamorphosis of leptocephali
into glass eels occurs, and the colonization of continental waters can begin.
Many young eels migrate upstream in search of optimal growth habitats to
settle down as elvers or yellow eels.

Over the last 30 years, the European eel population has markedly de-
clined throughout its whole repartition area and is considered as ‘criti-cally

endangered’ [21]. Many causes have been proposed (overfishing, man-
introduced parasites and diseases, pollution, climate change), al-though the
impact of anthropogenic barriers at both ontogenetic stages of fish (i.e.
increased mortality during passage by hydropower plants in the case of
spawning migration of silver eels, non-optimal access to freshwater habitats
together with density dependent predation during glass eel upstream
migration) has been suggested as one of the key fac-tors contributing to the
sharp decline of the European eel populations [22]. For eel species, the most
efficient fish pass is ladder-type, based on a natural rheotaxy and climbing
tendency of young eels. Yet, the ef-ficiency of such fishways has been
assessed only from a quantitative point of view. Currently, data are mainly
restricted to the proportions of fish approaching the device and of those
succeeding to pass the obsta-cle [8,23].

Our study aimed at testing whether phenotypic variation of spe-cific traits
in glass eels can be associated with their experiential dif-ferences in passing
water obstacles. We investigated whether fish with different climbing
experiences acquired in the field express dif-ferences in phenotypic traits after
a common garden period. We pre-viously showed that brain gene expression
was related to different behaviours of fishway passage during in situ
investigations [30]. How-ever, these differences were observed in fish directly
analyzed after field sampling, thus preventing the detection of delayed and
long-term impacts on fish. In the present study, we aimed at expanding these
preliminary findings by assessing the relative long-term im-pacts of obstacle
crossing on cognitive abilities, often associated with exploratory behaviour

[24-25] in contrast to swimming perfor-mances [26-27]. Moreover, thyroid
metabolism and body condition were assessed, as they were suggested to play

a role in glass eel freshwater migration [28-29]. We therefore investigated
differences in the gene transcription level and in vitro enzyme activity in two

tis-sues -the brain and the muscle.

2. Material & methods

All procedures used in this study were approved by the Aquitaine fish—
birds ethic committee (a committee approved and registered by the French
Ministry of Higher Education and Research under number 73).

2.1. Sampling

Eels were collected using electric fishing during two consecutive days

(1617 of July 2013) under similar climatic and hydrological con-ditions in
the Canal des Etangs, an artificial freshwater corridor in South-Western

France (44.75-44.95 N, 1.1-1.2 W). The river line is lin-ear, whereas the
water flow remains homogenous and controlled by a series of weirs. Three
successive low-distanced obstacles were built along the river length, all
equipped with a fish pass delimiting three suc-cessive river segments. The
most downstream dam is equipped with a glass eel-specific pass, and the two
other are equipped with an eel pass (Fig. 1). Thirty individuals were sampled
from each of three sites, according to their body size (between 67 and 98 mm)
and health status (no externally visible pathogens). By sampling three linear
dammed sites, we ensure that certain fish have already expressed different
climbing behaviours in the field (with expectedly no climbing event, one
climbing event or two climbing events, hereafter labeled respec-tively as 0C,
IC and 2C). In the two most downstream segments (i.e. 0C and 1C),
individuals were sampled below the obstacle, close to the fishway entry. Fish
from the most upstream segment (2C) were sam-pled directly on the fishway
slope, as water depth below the obstacle precluded the use of electric fishing.
All fish were brought alive to the laboratory for the common garden
experiment.

2.2. Common garden

After a prophylactic treatment (HpOp, 250 ppm, 60 min), eels were
individually marked by inserting a 6 mm long RFID device (NONATEC,
Lutronics) in the peritoneal cavity. Tagging was undertaken under fish
anesthesia (eugenol). After one week recovery, all the fish were placed into
the same tank and reared for two months at low density (1 fish/ 100 L) in the
same controlled conditions of light, food, temperature and water flow (T = 22
°C, pH = 6, 12/12 h light cycle, feed with Chi-ronomidae ad libitum). After
this period, body weight and body length were measured and monthly growth
rates were calculated. Then, fish were sacrificed by severing the medulla
oblongata. The whole brain and a sample of muscle were dissected and stored
in RNALater buffer (Qiagen) for gene transcription analyses. Additional
samples of muscle were dissected and stored in liquid nitrogen for further
enzymatic activ-ity analyses.

2.3. Gene transcription analysis

Gene sequences were chosen to specifically target the cognitive function,
thyroid activity and aromatase activity in the brain and the swimming
capacity of fish muscle (Table 1). A total of 9 genes are asso-ciated with
neurogenesis and synaptic plasticity, both involved in cogni-tive processes
such as perception, learning and memorization [25,30]: Glutamate receptor
ionotropic, NMDAL1 (grinl), c-Jun (jun), cofilin-1 (cfll), CREB binding
protein (crebbp), Thy-1 membrane glycoprotein (thyl), disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 10 (adaml10), protein S100B
(s100b), glutamate receptor 3 (gria3), and neurogenic differentiation factor 1
(neurodl). The gene of iodothyronine deiodinase 2 (dio2) was chosen due to
its implication in thyroid hormone metabolism, and the gene of aromatase
(cyp19al) due to its involvement in neurogenesis [31] and brain sexualization
[32]. Concerning muscle analyses, acrobic and anaerobic metabolic pathways
were targeted and both gene transcription levels and enzy-matic activities of
lactate dehydrogenase (gene = ldh/enzyme = LDH), citrate synthase (cs/CS),
cytochrome ¢ oxidase (cc/CCO) and pyru-vate kinase (pk/PK) were analyzed
(Table 1). The type of metabolic ac-tivity provides insights into physiological
performance of fish during two swimming modes: cruise swimming and burst
swimming [27,33].

For each gene, specific primer pairs were designed using the EeelBase

[34] and the Primer3Plus software [35] and were purchased from Sigma
Aldrich. All primer pairs are reported in Table 1. Samples

[72]
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Fig. 1. Sampling site characteristics. The height and the type of fishway in the first segment are different from the two upstream segments. Fish from the first two segments (0C and 1C) were caught
below the water obstacle, whereas the fish from the third segment (2C) were caught while climbing the fishway.

Table 1

Primer pairs used for RT-qPCR analyses (a = forward, b = reverse). A total of 11 genes were chosen for brain analysis: grinl, jun, cfl1, crebbp, neurodl, thy1, adam10, s100b, gria3, cyp19al, and
dio2. A total of 4 genes were selected for muscle analysis: 1dhb, pk, cs and cco. 8-Actin was chosen as reference gene.

Gene name Sequence 5'to 3’ Function BLAST hit name Species E-value

gria3 CCAGCAAACACCCAGAATTTa Brain: synapse CAD60809.1 GI:27802719 Danio rerio Se-37
AATTCCTGTCCGTGTCTTCGb

grinl CTGAGCTTCCTCCACAAAGGa Brain: synapse XM _010772966.1 GI:736190489 Notothenia coriiceps 2e-163
CTGGCTACAGTGACCCCAATb

jun GATTCGACGTTCACGGTTTTa Brain: synapse JN257262.1 GI:357595814 Carassius auratus 0.0
TGTGGTTGACGCATTTCATTb

crebbp GAAGTGGATGCTGTCCAGGTa Brain: synapse XM_010889456.1 G1:742179578 Esox lucius 0.0
CCTTCCCGTACAGAACCAAAD

adam10 AGACGCAAGTCTGCCTCAATa Brain: synapse XM_011607642.1 G1:768930177 Takifugu rubripes 0.0
CGCAGTAGCCCTTAAAGTCGb

s100b CGTGGCCTGGTCTTTAATGTa Brain: synapse XM_008285887.1 G1:657560810 Stegastes partitus Se—42
CCTCCACTCTCCTCAACTGCb

cfl2 TCCACCACAGAGTTTGGTCAa Brain: synapse NP_998804.1 GI:47174751 Danio rerio 5¢-29
TGTCATCTGGTCAGCTCTGGb

thyl GCACTCCACTGCTTCACAAAa Brain: synapse NP_932331.1 GI:37620192 Danio rerio 9¢-14
GTAACCTTGCTGGGTGGAAAb

dio2 TGCGGTGCTTCTGTACTTTGa Brain: thyroid activity AB199797.1 GI:83758433 Anguilla japonica 0.0
CAGGACAGGCGATGAGTGTAb

neurod] ACGAAGGCTCGTGCTTAAAAa Brain: synapse NP_001133280.1 GI:213514432 Salmo salar Se-15
TACAATGGACAGCTCCCACAD

cypl9al GAGGAGATCGTGATGGAAGCa Brain: synapse, sex KF990052.1 GI:595583444 Anguilla anguilla 0.0
ACTTGTCTGATCGGCTCCAGbH

Idhb GGGCACATTACGCTCCTAAAa Muscle: anaerobiosis QI9YGL2.3 GI:17433151 Anguilla rostrata 2e-109
AAGAGCAGTGGCAGTGTGTGb

pk TCTGTGTGGCACAGGTGATTa Muscle: (an)aerobiosis NM_001140489.1 GI:213513313 Salmo salar 0.0
TTCGATGAGATCATGGATGCb

cs GCATGTTGGTGAAGTTGTGGa Muscle: aerobiosis XP_642824.1 G1:66818329 Dictyostelium discoideum 6e—87
GGCCAAGTACTGGGAGTTCADb

cco TAGAGGCCGGAGCTGGa Muscle: aerobiosis KM286458.1 GL1:697736614 Anguilla anguilla 0.0
GGGGAGTTTGGTACTGTGTAATD

p-actin CAGCCTTCCTTCCTGGGTa Housekeeping gene DQ286836.1 G1:82798415 Anguilla anguilla 0.0

AGTATTTGCGCTCGGGTGb
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of the brain and muscle were homogenized by means of a bead mill ho-
mogenizer (45 s at 3000 oscillations per s, Mixer Mill MM 200, Retsch).
Total RNAs were extracted using the SV Total RNA Isolation System
(Promega) according to the manufacturer's instructions. RNA concen-tration
was determined using NanoDrop spectrophotometry. The gene transcription
level was measured by quantitative real-time Reverse Transcribed-
Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR), using the -actin gene as reference.
Amplification of cDNA was monitored using the DNA intercalating dye
SyberGreen. Real-time PCR reactions were per-formed in a MX3000P
(Stratagene) following the manufacturer's in-structions (one cycle at 95 °C for
10 min, and 40 amplification cycles at 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s and 72
°C for 30 s). Reaction specificity was determined for each reaction from the
dissociation curve of the PCR product and by electrophoresis. Relative
quantification of each gene transcription level was normalized according to
the p-actin gene transcription. Hence, during our experiment, total RNAs were
quanti-fied and a same quantity was used for reverse-transcription. During the
subsequent qPCR amplifications, the output cycle corresponding to B-actin
was examined. This output was always obtained around the same output cycle
and no significant variations were observed among conditions, demonstrating

the relevance of p-actin as a reference gene in our conditions.

2.4. Enzymatic analyses

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich. Muscle samples were
thawed on ice, chopped with a surgical steel razor blade, weighted and
homogenized in ice-cold buffer (pH 7.5; 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 0.1%
Triton X-100) (1:50, w/v) using a tissue homogenizer for 30 s (Mixer Mill
MM 200, Retsch). Enzyme assays were performed at 20 °C using an
ultraviolet and visible (UV/vis) spectrophotometer mi-croplate reader (Epoch,

Biotek). The total assay volume was 200 yL (in-cluding 10 yL of homogenate)
and homogenate dilution factors were 25 for CS (citrate synthase), 1000 for
LDH (lactate dehydrogenase), 200 for PK (pyruvate kinase) and 75 for CCO
(cytochrome ¢ oxidase). Reaction rates were assayed at 412 nm for CS, 550
nm for CCO and 340 nm for LDH and PK. Reactions were measured for 5
min and a linear portion of at least 3 min was used to calculate reaction rates.
Reaction conditions for the various enzymes were as follows:

— CS (EC 2.3.3.1): Phosphate buffer (100 mM, pH 8.0), Tris—HCI1 (100
mM), dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) (0.1 mM), acetyl CoA (0.4
mM), and oxaloacetate (0.45 mM);

— LDH (EC 1.1.1.27): Phosphate buffer (100 mM, pH 7.0), p-nicotin-amide

adenine dinucleotide (B-NADH) (0.16 mM), and pyruvate (2 mM)
(omitted in controls);

— PK (EC 2.7.1.40): Imidazole buffer (imidazole 50 mM, MgCl, 20 mM,

KCI 70 mM, pH 7.5), B-NADH (0.16 mM), adenosine diphosphate (ADP)
15 mM, phosphoenolpyruvate (PEP) (7.5 mM), and LDH in excess;

— CCO (EC 1.9.3.1): Phosphate buffer (100 mM, pH 7.0), cytochrome ¢
(0.07 mM), and 0.33% potassium ferricyanide in blanks.

All assays were run in triplicate and the specific activities are expressed in

IU (pmol of substrate converted to product per min) per g of muscle (wet
weight). Protein concentrations were determined using the Lowry method
[36].

2.5. Statistical analyses

Comparisons among (ANOVA) or between (t-test) fish groups from
different river sections (0C, 1C, 2C) were performed after testing the as-
sumptions of normality (Shapiro—Wilk test) and homoscedasticity (Bartlett
test) of the error terms. When assumptions were not met, the non-parametric
Kruskal-Wallis test was applied. If significant

effects were detected, Tukey HSD or Wilcoxon tests were used to deter-mine
whether means or medians significantly varied between pairs of samples. For
all the statistical results, a probability of p b 0.05 was con-sidered significant.

For each analysis, measurements of fish body mass and length, brain
. . . -1 .
somatic index, brain total RNA concentration (ng-g , ww), relative body

condition (Kn), gene transcription levels, total protein concentra-tion and
enzymatic activities were compared among fish groups.

3. Results
3.1. Fish growth

No difference in body length among field groups was observed be-fore (77
+ 6.8 mm, Chi’ = 5.749, df = 2, p = 0.056) or after (89.29 % 10.8 mm, Chi’ =
1473, df = 2, p = 0.479) the experiment. After the common garden
experiment, the growth rate of animals in terms of body length varied
significantly among groups (F = 5.836, df = 2; 74, p = 0.004), with the growth
rate of fish from the 2C group being significantly lower than that of the two
other groups (Fig. 2). No significant differences among groups were observed
regarding the brain somatic index (BSI) and the body condition factor of
animals (data not shown).

3.2. Eel brain gene transcription analyses

After two months of common garden experiment, the transcription level
of 4 genes (cypl9al, jun, thyl, dio2) was significantly higher in fish that
experienced two climbing events in the field (2C) compared to fish that had
never climbed in the field (0C) (Fig. 3). Three out of these four genes
(cypl9al, thyl, dio2) and an additional gene (cfll) were significantly over-
transcribed in fish from the 1C group than those from the OC group. Thus, a
general pattern of an increasing tran-scription level of genes in the brain was
found in fish with at least one climbing experience acquired in the field.

3.3. Interaction of detected genes

Four out of the five genes with higher transcription levels in the climbing-
experienced  fish  group  were  linked using  GeneMANIA
(http://www.genemania.org) either by co-expression, shared protein domain
or physical interactions (Fig. 4). These associations between jun, thyl, cfll
and dio2 were indirect, and involved many other genes.
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Fig. 2. Mean growth rates (length (t2) — length (t1) / time lapse) of young eels that expe-
rienced different climbing events in the field (OC, 1C, 2C), after a two month period of common
garden. Bars sharing same-case letters do not differ significantly (Tukey tests, p N 0.05).
Significance level of p value is indicated with asterisk (0.001 b **b0.01 b *b0.05). Total
number of fish: 0C =21, 1C = 26, and 2C = 29.
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Fig. 3. Transcription level of genes in brain of all young eels sampled along a river on three successive forebays (0C, 1C, 2C) separated by dams after a two month period of common garden. For
each gene independently, bars sharing same-case letters do not differ significantly (p N 0.05). Significance level of p value is indicated with asterisk (***b0.001 b **b0.01 b *b0.05). Total number of
fish: 0C = 21, 1C =26, and 2C = 29.
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It is noteworthy that jun, thyl and cfll were chosen for analysis accord-ing to
their similar biological function, i.e. for their involvement in syn-aptic
plasticity and neurogenesis. cypl9al was not linked to any of these genes
according to GeneMANIA prediction server.

3.4. Eel muscle gene transcription analyses and enzymatic activities

No differences were observed among the fish groups on the enzy-matic
activities and neither on the transcription levels of enzyme-related genes
measured in muscle tissue (Table 2). However, the total protein concentration
in the muscle of fish from the first (0C) field group was higher in comparison
to fish from the second (1C) group.

4. Discussion
4.1. Importance of the brain tissue in crossing water obstacles

At the end of a two-month period of stabulation under homogenous
conditions, several differences in gene transcription levels were ob-served
among groups of fish with different climbing experiences in the field.
However, these differences concerned only the brain tissue. Neither gene
transcription levels nor enzymatic activities in muscle allowed discriminating
fish with different experiences of obstacle cross-ing, indicating that this
ecological event does not necessarily imply spe-cific swimming performance
traits such as muscle metabolic capacities of fish.

Experienced eel climbers (i.e. fish that experienced at least one ob-stacle
passage) presented higher levels of transcription of neural plastic-ity related
genes such as thyl, jun, and cfll. THY-1 is related to the development of the
neural system involved in olfaction in mice [36] and vision in rats [37]. C-
JUN is closely related to synaptic plasticity, and is involved in memory
formation and learning [38—39]. C-JUN be-longs to the IEG (Early Immediate
Gene) family which is among the first to be regulated in response to
environmental stimuli [40]. This group is involved in long-term potentiation
(LTP) and in the establish-ment of long-term memory that requires rapid de
novo synthesis of

Table 2

Mean and standard error of total protein concentration (pg of proteins per g of muscle, ww),

enzymatic activities (Ul'g 1, ww), transcription levels (a.u.) of genes encoding for 1dhb, ccol,
cs, and pk, as well as the ratio of LDH/CS (enzymatic activities and transcription level) in
muscle of young eels sampled along a river on three successive forebays (OC, 1C, 2C)
separated by dams after a two month period of common garden. Means designed with different
letters differ significantly (p b 0.05).

Variable/site ocC 1C 2C

Mean + se Mean + se Mean + se

Total protein

031 +0.07 (a) 0.23 +0.05 (b) 0.26 +0.06 (a, b)

concentration
PK activity 52574 +156.37 53529+ 150.91 52124+ 156.4
LDH activity 973.59+341.21  1144.97+230.51  1094.07 + 343.29
CS activity 10.17 +3.07 9.11 £3.6 10.08 2.8
CCO activity 6.26 £5.59 5.14 +1.33 6.68 +5.45
LDH/CS ratio 99.9 +36.52 141.04 + 56.45 114.33 + 40.87
[enzyme]
dhb transeription 0.53 +0.24 0.59 +0.23 0.67 +037
level
cs transcription level 0.75 +0.44 0.87 +0.46 1.04 £0.78
ccol transcription 29.26 + 18.03 32,14+ 17.41 443 +28.11
level
1dh/cs ratio [RNA] 0.84 +0.46 0.83 +0.47 1.01 +1.13

proteins [41]. Another gene that showed different transcription levels among
groups was cfll, encoding for cofilin-1. Cofilin-1 is a protein reg-ulated by
NMDA receptors [42] and involved in neural plasticity by reg-ulating the
number and the shape of dendritic spines and synapses [43—44]. Cofilin-1 is
implicated in spatial and associative learning and memory, as it has been
found in rats and mice [45]. Higher transcription levels of this gene were
detected in mature European eels when com-pared to immature individuals
[46]. Moreover, overexpression of cfll and thyl was also found in a similar
group of individuals in the previous study [30]. In the present study, increased
transcription levels of cfll were observed in the fish groups that crossed at
least one obstacle. Alto-gether, these genes suggest that cognitive function of
the brain (mem-ory acquisition, spatial learning) could be implicated during
obstacle

Co-expression
Shared protein domain

Physical interaction

&>
B

& el

Fig. 4. Existing links among genes with higher transcription levels found in the groups of fish with obstacle crossing experience. Four out of the five genes were found to be indirectly linked: thyl,

jun, cfll and dio2, either by co-expression, physical interaction or shared protein domain. Interaction networks were found using GeneMANIA prediction server. The length of the link is proportional

to the importance it gives to construct the whole network.
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crossing in the field. Indeed, successful passage of obstacles could in-volve
different adjustments of behaviour. In the field, each obstacle cross-ing is a
different task, due to different turbulences, water current intensities, social
interactions, predatory presence or steepness and ri-gidity of the climbed
slope. Therefore, it could require from the fish a high behavioural flexibility,
related to better perception of environmental stimuli and their use in decision-
making processes [47]. Compared to obstacle-naive fish, experienced
climbers showed differences in gene transcription levels even after two
months of common garden, implying that experiences acquired in the field
had long-lasting effects on gene expression.

Another gene with a higher level of transcription displayed by expe-
rienced climbers was dio2, encoding for iodothyronine deiodinase 2 (DIO2).
DIO2 is an enzyme responsible for the deiodination of the thy-roxin (T4)
hormone into its biologically active form, the 3,5,3'-triiodo-thyronine (T3).
Our results corroborate with the general consensus that thyroid activity is an
important factor explaining the propensity to migrate in glass eels [29]. High
levels of T3 and T4 hormones were shown to be associated with migratory
behaviour [48—49]. An experi-mental study demonstrated that eels expressing
upstream climbing be-havior presented higher levels of T4 and T3 hormones
in the body [50]. Moreover, wild eels caught while climbing waterfalls had
also higher T4 plasma levels and locomotory activity compared to sedentary
individ-uals [51]. Thyroid hormones have a variety of functions in living
organ-isms, from metabolism regulation to neurogenesis [52]. In addition,
high thyroid activity was suggested to correlate with higher caloric status in
teleosts [53] and more specifically with higher body condition [49]. This is
consistent with our results showing that 2C fish had lower growth rate in size
and in accordance with a physiological trade-off where thy-roid activity
enhances energy allocation to migratory activity (i.e. swim-ming against the
water current, climbing) in detriment to body growth.

Another gene with a higher transcription level in the experienced climbers
was the cypl9al gene, encoding for aromatase. Aromatase can play a role in
neurogenesis and brain sexualization [31,54]. This is in agreement with the
general statement of female-biased proportions encountered in upstream
freshwater zones. However, gene transcrip-tion data in glass eels and young
elvers are not sufficient to suggest an effect of dam passage on eel
sexualization. On the other hand, involve-ment of aromatase in neurogenesis
— a function also implicating other differentially regulated genes — reinforces
the hypothesis of obstacle-induced changes in neural activity of the brain
rather than metabolic ca-pacities of muscle in eels.

Putting these results together we hypothesize that cognitive func-tion of
the brain (memory acquisition, spatial learning) could be impli-cated during
obstacle crossing in the field. Several genes related to neural activity and
synaptic plasticity were highly expressed in fish that experienced one or two
obstacles crossing in the field. Links be-tween activity of genes involved in
synapse remodeling or neurogenesis and cognitive capacities have been found
in many different organisms [55-56] including fish [57-58], rats [59] or
humans [60] and most of them concern physical activity [61—62] or
environmental enrichment [63] as a crucial factor increasing cognition-related
traits. Alternatively, changes in gene transcription levels could be associated
with ontoge-netic changes and brain development of glass eels. As crossing
the ob-stacle could be time-consuming, eels from the most upstream segment
could be older than the downstream group. At a certain stage, they could
engage in a period of higher brain development and morphogenesis of a
particular brain region. For example, juvenile eels have larger relative
volumes of chemo- and mechanosensory regions of the brain than
leptocephalus larvaec [64]. These age- or stage-related changes could
potentially involve the function of neurogenesis and syn-aptic plasticity, and
energy re-allocation necessary for brain develop-ment could partly explain the
lowest growth rates of the upstream group of fish. Little is known, however,
how and which genes are regu-lated during this process, and whether there
exists any size- or age-threshold for a specific brain region development
within the age and

[77]

size range of the studied fish. Moreover, otolithometric measurements from
the previous study on the same size-range eels didn't show any significant age
differences among the fish groups [30], which makes this hypothesis less
likely.

4.2. Fishway passage experience and phenotypic traits

An increased gene transcription level is presented here as a conse-quence
of obstacle passage in the field. In other words, we would sug-gest that the
transcription levels of these genes were related to the experience or event of
obstacle crossing rather than to the intrinsic pro-pensity to climb displayed by
each fish long before they meet any obsta-cle. However, even if sampling
occurred at the end of the migration peak, we cannot rule out the hypothesis
that a part of the fish sampled below the first obstacle, i.e. individuals with no
climbing experience (0C), were individuals presenting a high propensity to
climb, but lacked time to pass the fishway. Determining whether differences
in the tran-scription level are induced by the obstacle crossing or whether
aquatic obstacles act as selective pressure for specific but already existing mo-
lecular phenotypes can be ecologically meaningful. Indeed, water obsta-cles
could be represented respectively as an element of habitat enrichment or
heterogeneity generating different molecular pheno-types via phenotypic
plasticity (environment X gene interaction), or as a factor contributing to
selective repartition of different genotypes. While several studies on
European eels considered the local adaptation hypothesis as less likely, all the
more so because of random mating and the absence of habitat choice at least
during larval dispersal [65—66] a recent study carried out on the panmictic
American eel species showed the presence of genetically different ecotypes in
fish [67]. Thus, the hy-pothesis of phenotypic plasticity should be interpreted
carefully to ex-plain the differences that we observed in a water impoundment
context.

Nevertheless, there appear to be critical periods when the brain is most
plastic and receptive to environmental influences [68]. Early life, with key
transitions from one life stage to the next, such as early postna-tal
development and puberty with heightened neural development, is important
for the development of sensory processes and cognition where the fishes have
to adapt to a range of foraging opportunities, to cope with varying predation
threats and social interactions [69]. Thus, it is not surprising to observe
differences related to activity in neural cir-cuitry at the glass eel stage (i.e. the
post-larval stage). What is the most remarkable is the perseverance of those
environmentally induced mo-lecular phenotypes as well as its relationship
with ecologically mean-ingful behaviour. The arising questions are how those
changes affect the fish in their later stages, and whether they can be related to
life his-tory traits, life-lasting behavioural syndromes such as personality, sex
de-termination or to their individual fitness.
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3. Conclusion Article 2

Les civelles/anguillettes maintenues pendant deux mois sous des conditions
strictement identiques montrent des différences dans le niveau de transcription de génes liés,
entre autres, a la plasticité synaptique et la neurogenése. Ces différences sont similaires a
celles observées chez les individus échantillonnés sur le terrain I’année précédente et analysés
directement apres échantillonnage (cf étude préliminaire, Chapitre 3). Les individus en amont
de I’axe aquatique- ayant franchi un ou plusieurs obstacles aquatiques- présentent une
surexpression des genes d’intérét par rapport aux individus capturés en aval de I’obstacle. Les
profils d’expression génétique persistent aprés deux mois de stabulation et concernent les

genes impliqués dans la plasticité synaptique, la neurogenése et I’activité thyroidienne.

Ces profils transcriptomiques différents auraient une base génétique ou épigénétique.
S’il s’agit d’une base génétique, alors les individus présents au pied du barrage devraient
présenter un pool génétique hétérogene, a partir duquel certains individus seraient
sélectionnés lors du passage par le barrage. Pour vérifier cette hypothése, une analyse de la
transcription des génes simultanément avec une analyse du polymorphisme génétique (via le
séquencage et 1’analyse de SNP, Single Nucleotide Polymorphism) serait adéquate (Laporte et
al. 2015; Pavey et al. 2015). 1l est également possible que les différences d’expression des
genes se maintiennent tout au long de la vie de I’individu sans qu’elles soient liées a des
différences génétiques. En effet, I’expression génétique peut tre régulée temporairement ou
de manicre stable, voire transmise de fagcon héréditaire par des modifications chimiques de
I’ADN qui vont moduler le niveau de transcription des génes (sur ou sous expression et méme
une compléte inhibition dans certains cas). On parle alors de modifications épigénétiques qui
n’affectent pas directement la séquence nucléotidique des genes mais qui agissent sur la
molécule d’ADN par la fixation de groupements chimiques sur les bases azotées de I’ADN ou

sur les histones (protéines autours desquelles I’ADN est enroulée) (Jiang et al. 2013).

Les résultats de I’étude pilote et du test de common garden indiquent que le cerveau
joue un role essentiel lors du franchissement des obstacles. Or ce tissu est responsable en
quasi-totalit¢ du comportement de 1’animal. De plus, la fonction des genes soumis a la
régulation différentielle concerne entre autres la cognition, qui englobe non seulement les
capacités de perception et d’analyse de I’environnement, mais aussi le processus de prise de
décision quant au comportement a adopter. Nos résultats suggerent fortement qu’il peut y

avoir des différences dans certains traits comportementaux entre les groupes d’individus
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¢tudiés. Le comportement d’escalade mérite une attention particuliére, car il doit étre

obligatoirement exprimé chez les individus en amont, i.e. ayant franchi I’obstacle.

Pour franchir I’obstacle, 1’individu devrait d’abord exprimer la volonté d’escalader les
parois (composante volitionnelle du comportement). Face a 1’obstacle, les civelles essayent-
elles toutes d’escalader les parois ? Le comportement d’escalade des individus est-il acquis
ou inn¢ ? Le contexte social (apprentissage social) joue-t-il un réle lors de 1’escalade des
obstacles ? Les individus ayant traversé¢ des obstacles sont-ils plus enclins a exprimer ce
comportement que les individus ‘naifs ¢ aux obstacles ? Enfin, existe-t-il une relation entre la
tendance des individus a escalader des obstacles et 1’expression des génes impliqués dans la

cognition ?
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CHAPITRE 5:
Comportement d’escalade et expression génétique :

Passe Expérimentale

1. Introduction Article 3

Le comportement animal est une réponse continue de I’individu aux conditions
environnementales, et peut refléter aussi bien le statut physiologique de I’individu a un
moment donné que son expérience acquise dans le passé (Snell-Rood 2013). Certains traits
comportementaux peuvent étre modifiés immédiatement et de manicre labile (la flexibilité
phénotypique ou plasticité comportementale ‘activationnelle’ (Snell-Rood 2013)) en réponse
a des défis temporaires, tandis que d’autres sont plus stables et seraient d’avantage liés a la
plasticité développementale. Ainsi, le comportement est présent dans les processus
temporaires tels 1’acclimatation et les réponses d’évitement des prédateurs (Hale et al. 2002;
Snell-Rood 2013; Ward & Azizi 2004), mais il est aussi directement impliqué dans le
« coping style » (concept défini plus bas dans ce chapitre) ou la personnalité de 1’animal (Sih
2011; Stamps & Groothuis 2010). La réponse comportementale est, tout comme n’importe
quel trait plastique du phénotype, dictée par 1’éventail des normes de réaction possibles chez
I’individu. On peut s’attendre alors a ce que, dans les mémes conditions, certains individus
soient capables d’exprimer un trait de manieére plus marquée que d’autres. Dans cette
perspective, nous avons soumis des jeunes stades d’anguille européenne a des tests de

comportement d’escalade, un trait d’importance écologique cruciale dans notre étude.

Les individus provenant des différents segments de 1’axe du Canal des Etangs ont été
placés dans un dispositif de Passe Expérimentale, permettant d’observer et d’enregistrer
automatiquement chaque événement d’escalade de 1’individu. Nous avons mesuré pour
chaque individu le nombre total d’escalades et le nombre d’escalades per test. On estime que
cette tendance a escalader influe sur la probabilité de succes de franchir un obstacle. De plus,

les individus étaient classés en fonction de 1’ordre dans lequel ils escaladaient la passe pour la
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premiére fois au début de chacun des quatre tests’. Ce classement a permis d’attribuer a
chaque individu un comportement de ‘leader’/’follower’/’finisher’/’no climber’ en fonction de
I’ordre moyen de leur escalade durant toute I’expérience. L’attribution de ces comportements
donne une idée de la capacité et de la rapidité avec laquelle un individu va explorer un nouvel
environnement. Par exemple, les premiers individus escaladant la passe au début de chaque
test ne suivent pas de stimuli sociaux (présence de conspécifiques, de molécules d’alarme
etc.). L exploration se fait donc en présence d’une information environnementale moins riche
que dans le cas des individus labélisés comme ‘followers’ ou ‘finishers’. Les individus
‘leaders’ pourraient posséder également une personnalité ‘téméraire’ ou un comportement
proactif dans la nature (Harcourt et al. 2009a; Harcourt et al. 2009b; Jolles et al. 2015;
McCowan & Griffith 2015). Ce dernier est associé au concept de ‘proactive/reactive coping
style’, c'est-a-dire la maniere dont I’individu réagit face au stress environnemental (présence
du prédateur, nouvel habitat etc). Ce concept est particulierement intéressant dans notre
contexte, car il existe également des liens entre la plasticité neuronale et le coping style. En
effet, les individus proactifs sont généralement moins flexibles dans leur comportement que
les individus réactifs, et expriment moins de stress lors des situations a risque. Leur
comportement de routine ne requiert pas une analyse trés détaillée de I’environnement, ce qui
pourrait expliquer que leurs capacités cognitives (apprentissage, mémoire spatiale, processus
de prise de décisions) soient moins développées que chez les individus réactifs (Niemelé et al.

2013; Overli et al. 2007; Sorensen et al. 2013).

Cette hypothese est particulierement intéressante dans le contexte de notre étude, ou
les individus rencontrés en amont des obstacles présentent des différences dans le niveau de
transcription des génes liés a la plasticité neuronale. Dans cette étude comportementale, le
niveau de transcription des génes impliqués (jun, egr-1, bdnf, camk2g) a ét¢ qualifié par RT-
qPCR a la fin de I’expérience, et comparé non seulement vis-a-vis des sites d’échantillonnage
(origine des poissons), mais aussi vis-a-vis du comportement individuel des

civelles/anguillettes pendant le test de la Passe Expérimentale.

2. Article 3

2 NOTA : dans Darticle, le mot « test »= « trial » et « expérience »= « test »
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European eel (Anguilla anguilla) is a catadromous fish species
that received substantial attention as its population has
markedly declined in the last three decades. The possible
causes of this decline include habitat fragmentation factors
such as dams and weirs. In some cases, these obstacles
are equipped with fish friendly passage devices that may
select young eels according to their climbing behaviour.
We tested how individual climbing tendency was related
to the event of fishway passage experienced in the field
and classified fish climbing profiles as climbing ‘leaders’,
‘followers’, ‘finishers” and ‘no climbers’. Moreover, we analysed
the brain transcription level of genes related to neurogenesis
and synaptic plasticity and compared it to climbing profiles. We
found that fish from the upstream segments of an impounded
river had a higher climbing propensity. Their behaviour was
also more repeatable throughout the whole test than the
obstacle-naive fish from the downstream segment. Moreover,
we found that boldly climbing ‘leaders’ had lower levels
of transcription of synapse-related genes than the climbing
‘followers’. These differences could be related to coping
styles of fish, where proactive ‘leaders’ express a routine and
risky behaviour, whereas reactive fish need an environmental
assessment before exploratory behaviour. Our study showed
that differences in climbing propensity exist in glass eels
separated by water obstacles. Moreover, eels could adopt
climbing different strategies according to the way they deal
with environmental stress and to the cognitive abilities they
possess.

(©) 2016 The Authors. Published by the Royal Society under the terms of the Creative Commons
Attribution License http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/, which permits unrestricted
use, provided the original author and source are credited.

(84]



1. Introduction

European eel (Anguilla anguilla) is a catadromous species with a high phenotypic plasticity [1,2],
occupying a wide range of European inland and estuarine ecosystems. This species has a complex life
cycle requiring two trans-Atlantic migrations. Firstly, leptocephali larvae migrate from the Sargasso
Sea, their unique spawning ground, towards the European continental shelf [3]. Once arrived, they
metamorphose into glass eels (i.e. post-larval stage) and many of them continue their migration to reach
the upstream zones of inland waters, where they settle down for their juvenile growth phase. This stage
can last from a few years to more than 20 years and ends with a second metamorphosis called silvering
which prepares the future genitors (silver eels) for their transoceanic reproductive migration.

Owing to its strong population decline, the European eel is nowadays considered as ‘critically

endangered’ [4], mainly because of overfishing, pollution, diseases and habitat fragmentation [5]. Habitat :

fragmentation is of growing concern today, as human-made water obstacles such as dams and weirs,
built for river regulation and energy production are present on 80% of main European rivers [6].
Although eel possess a natural ability for climbing waterfalls, they are generally unable to perform
such ascent on an artificial, dry concrete substrate, sometimes reaching up to 30 m in height. Increasing
consciousness of the negative impact of such artificial obstacles on migratory fishes has led to the
construction of fish friendly devices such as fishways and fish ladders. Fish passage devices are meant to
facilitate fish migratory routes and their design improvements are subject of many ongoing studies [7,8].
However, while the efficiency of fish friendly devices is often assessed quantitatively [9], little isknown
about their impact on fish individual features and selectivity [10]. Indeed, in order to reach the upper
tributaries, migrating eels need first to find the entrance of the pass and voluntarily express a willingness
to climb, i.e. engage into the fishway and go out of the water. Secondly, they need to find the way through
the fishway and be able to reach its upper zone, especially in case of long, steep and potentially energy
demanding fish ladders. Thirdly, the event of climbing fish friendly devices, often performed under
unusual environmental conditions, require from fish a different environmental perception, which could
lead to changes in individual phenotypic traits, such as those related to neural activity [11]. In case
of demographically self-sustaining populations, this selective impact of fish passes would reinforce or
generate phenotypic differentiation within populations [12]. In the case of catadromous and panmictic
eel species, fragmentation by weirs and dams could for instance generate phenotypically different eel
population subsets below and above the obstacle.

Our study aimed at testing experimentally whether juvenile eels found in the upstream parts of an
impounded river express a different climbing behaviour than those found in downstream areas. We
hypothesized that the tendency to climb should be higher in fish from upstream areas because: (i) the
behavioural selection has already operated on them: the upstream group of fish would contain only fish
with innate climbing tendency, and because (ii) fish that have already experienced and succeeded in
climbing across fish passes in the field would more likely climb an experimental fish pass device than
the “untrained” downstream fish. To test this hypothesis, we sampled juvenile eels from four different
zones along an impounded river gradient and tested their climbing behaviour under standardized
experimental conditions, i.e. on an experimental fish ladder. Moreover, as differences in the transcription
level of genes related to cognitive function had already been detected among similar groups of fishes [11],
and their long-term persistence was recently shown [10], we additionally measured the transcription
level of four genes related to long lasting regulation of cognitive function [13,14] and compared it to
experimentally measured climbing behaviour. Indeed, studies combining individual data on the current
state of the fish (i.e. physiological analyses, behavioural tests, molecular profiles) have been recently
proposed as a novel tool in research aimed at assessing the influences of hydropower barriers on fish
populations [7]. We believe that combining these different approaches would help to better address
the ecological and evolutionary consequences of habitat fragmentation on fish populations, notably by
providing integrative responses of organisms to such stresses.

2. Material and methods
2.1. Sampling

Eels were collected using electric fishing during the 16th and 17th of June 2014 under similar climatic and
hydrological conditions in the Canal des Etangs, an artificial freshwater corridor in the southwestern part
of France (44.75-44.95° N, 1.1-1.2° W). The aquatic corridor is linear and the water flow is homogeneous
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Figure 1. Sampling site characteristics. The height and type of the fishway in the first segment are different from the upstream segments.
FishfromthegroupOAand 1Aarefromthe samesegment, but caught when expressing different behaviour (remaining hiddeninthe

substrate (0A) or ascending the fishway (1A)). Sampling size of the studied groups: 0A=11,1A =9, 3A = 15,4A = 14. Owing to the
insufficient sampling size of the 2A group, fish from the second segment were not included in the study.

as itis controlled by a series of weirs (figure 1). Four successive low-distanced obstacles were built along
the main channel, all equipped with a fish pass delimiting three successive river segments. The most
downstream dam is equipped with a glass eel-specific pass, the three other are equipped with an eel pass
(figure 1). A total of 49 individuals were sampled and used during the subsequent analyses. The number
of animals per sampling site was distributed as follows (0A =11, 1A =9, 3A = 15, 4A = 14) according to
their body size (between 75 and 85 mm) and health status (no externally visible pathogens). By sampling
linear dammed sites, we ensure that certain fish have already expressed different climbing behaviour in
the field (with expectedly no climbing event, and from one up to four climbing events, hereafter labelled,
respectively, as 0A, 1A, 3A and 4A). In the two most downstream segments, individuals were sampled
below the obstacle (0A), or caught while climbing the first fishway (1A). Fish from all the upstream
segments (3A, 4A) were sampled directly on the fishway slope. Despite sampling efforts, the sampling
size of the group of fish caught while climbing the second obstacle (2A group) was insufficient (six
individuals of targeted body length), and was therefore not included in the study. All fish werebrought
alive to the laboratory for the behavioural test.

1.1. Behavioural test

After a prophylactic treatment (H202, 250 ppm, 60 min), eels were individually marked by inserting with
a sterile needle (0.23 X 4 mm) a 6 mm long RFID device (Nonatec, Lutronics) in the peritoneal cavity.
Tagging, as well as body weight and length measurements were undertaken under fish anaesthesia
(0.3ml of eugenol, dissolved 1:10 in 95% ethanol and diluted in 10 1 of water). After one week recovery
in the same controlled conditions of light, food, temperature and water flow (T =22°C, pH=6,12L:12
cycle, fed with Chironomidae ad libitum), fish were placed into an experimental fishway (figure 2) and
their climbing behaviour in group was observed during each of four consecutive experimental trials.
Three behaviour variables were taken into account for each eel: the total number of ascensions, the mean
number of ascensions per trial and the mean rank score of their first ascension. The mean rank score
represents how fast each individual climbed for the first time the experimental device during each of the
four trials. For each trial independently, the fish received 1 point of the rank score if its first ascension was
among the fastest fish, i.e. if it climbed in front position within the first 33% of the climbing fish. All the
fish whose first climb was situated within 33 and 66% of all the climbing fish received 2 points of the rank
score and all the remaining climbers of the test received 3 points. If the fish did not climb during the trial,
it received 4 points of the rank score. Thus, the fish that never climbed during all the four trials, received
16 points of the rank score, and their mean rank score was 4. On the other extreme, the individuals that
always climbed in the first third part of the fish during all four trials received 4 points, with the mean
rank score of 1. The mean rank score allows the assigning of each fish to one of four classes of ‘peloton’:
‘leaders’, ‘followers’, ‘finishers” ands ‘no climbers’. A fish became a ‘leader’ if its mean rank score was
less than 2, a “follower’” had the mean rank score within 2 and less than 3, and the ‘finisher” within 3and
less than 4. The ‘no climbers’ class had a mean rank score of 4.

The experimental fishway was specifically built for behavioural analysis, i.e. the climbing behaviour
test, which consisted of four separate 300 min trials. At the beginning of each trial, fish were placed in the
starting box connected to a transparent tube inclined at 50° (figure 2). The transparent tube was equipped
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Figure 2. Schematic representation of the experimental fishway device.

with plastic grass-like substrate, similar to the substrate used for glass eel ladders. The upper part of the
transparent tube was connected to a horizontal opaque tube with holes. The water was flowing through
the tube (water flow on the slope was minimal) to induce fish climbing until the upper zone, where fish
were caught into a fishnet-like collector. Turbulences in the upper zone of the tube were high, leading
to the drop of fish into the trap directly connected to the starting box. During each trial, each climbing
tish is automatically identified using Nonatec™ Arm Reader (Lutronic) connected in the middle of the
climbing slope, before it gets trapped and falls back into the starting box. At the end of each trail, the
water flow was increased to ensure that the climbing fish fall down into the trap while preventing the
others from climbing. The time lapse between each trial was 24 h. The whole experimental device was
cleaned after each trial, to avoid interference with the odours from the previous test [15].

At the end of the experiment, body weight and length were measured, the monthly growth
rates and body condition factors [16] were calculated, then fish were sacrificed by severing the
medulla oblongata. The whole brain was extracted and stored in RNALater ¥ buffer (Qiagen) for gene
transcription analyses.

1.1, Gene transcriptionanalysis

Four genes were chosen to specifically target a potentially long-term cognitive function in the brain
(table 1). Four genes are associated with synaptic plasticity or its long-term effects on neural activity
(long-term potentiation, LTP), i.e. activity-dependent strengthening of synapses [17,18], and some were
also associated with social behaviour, coping styles, memory or learning [10,19-21].

For each gene, specific primer pairs were designed using the PRIMER3PLUS software [22] and were
purchased from Sigma Aldrich. All primer pairs were reported in table 1. RNA extraction and qPCR
analyses were performed as previously described [11]. Relative quantification of each gene transcription
level was normalized according to the B-actin gene transcription. Hence, during our experiment, total
RNAs were quantified and a same quantity was used for reverse-transcription. During the subsequent
qPCR amplifications, the output cycle corresponding to S-actin was examined. This output was always
obtained around the same output cycle and no significant variations were observed among conditions,
demonstrating the relevance of the B-actin as the reference gene in our conditions.
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Table 1. Primer pairs used for RT-qPCR analyses (o =Forward, b =Reverse). A total of four genes were chosen for brain analysis. B-actin
was chosen as the reference gene.

short name primer sequence function BLAST hit name species

camk2g  GACGGAACTAAGGGGTCCTCa memory, synapse,LTP XM_006630861.1 Lepistoseus oculatus 0
AGGTCAACCCAGGATCACAGb G:573886134

jun GATTCGACGTTCACGGTTTTa memory, synapse, LTP JN257262.1 Gl: 357595814 Carassius auratus 0.0
TGTGGTTGACGCATTTCATTb

bdnf GGTCATCACTCTTCCCACCTa  learning behaviour,|EG XM_010793251.1 Nototheniaconiceps 7.0 X 1075
AACCATGCAATTTCCACCATD Gl: 736296403

egr-1 ACCTACTCCAGTGCCAGCTCa  learning behaviour, IEG JN230914.1 Gl: 389566557 Conger conger 0
GAACAGGTAGTCGGGGATCAb

B-actin CAGCCTTCCTTCCTGGGTa housekeepinggene ~ DQ286836.1Gl: 82798415 Anguillaanguilla 0
AGTATTTGCGCTCGGGTGh

1.1. Data treatment and statistical analyses

Comparisons of body length, body weight and body condition factor among fish groups from different
river sections (0A, 1A, 3A, 4A) or from different classes of peloton were performed after testing the
assumptions of normality (Shapiro-Wilk test) and homoscedascity (Bartlett test) of the error terms.
When these two assumptions were met, ANOVA analysis was used. When they were not met, a non-
parametric Kruskal-Wallis test was applied. If significant effects were detected, a Tukey HSD or Wilcoxon
tests (respectively) were used to determine whether means or medians significantly varied between
pairs of samples.

Concerning the behavioural test, the total count of fish pass ascension was compared among groups
using generalized linear models (GLMs) with a Poisson error-term distribution, whereas the frequency
of “peloton’ classes was compared among groups using a X >-test for frequency data (package MASS).
The transcription level of the four genes was compared among the classes of ‘peloton” (Kruskall-Wallis
and Wilcoxon test, as the normality assumptions were not met). In addition, the repeatability of fish
behavioural traits (number of ascensions per trial, rank score of first ascension per trial) was tested using
intraclass correlation coefficient (ICC, package ICC) [23]. The ICC describes how strongly the units of the
same group resemble each other and is based on the variance within versus among groups [23].

For all the statistical results, a probability of p < 0.05 was considered significant.

2. Results

2.1. Body length, weight and condition

No differences in fish initial (80 + 7.6 mm; 23= 1.18, p-value = 0.76), alild final body lengths (80.6 +
7.4 mm; )(32 = 1.13, p-value = 0.77), or weights (initial: 517 + 194 mg; x ; 0.36, p-value = 0.95; final:
554 + 209 mg, % 2-13, p-value = 0.72) of fish were observed among groups.

2.2. Samplingsiteoffish

Significant differences in climbing tendency were detected between 0A and 3A field groups (GLM,
Poisson distribution, d.f. = 48, z-value = 2.82, p-value = 0.005) and between 0A and 4A field groups
(GLM, Poisson distribution, d.f. = 48, z-value = 2.05, p-value = 0.04). Indeed, fish that climbed more
than eight times in total during the whole test originated only from the most upstream groups, i.e. 3A
and 4A (figure 3).

We found moderate to high significant levels of repeatability values for individuals from 3A and 4A
groups and for the two behavioural traits, i.e. the number of ascension per trial as well as the rank score
per trial (table 2). In other words, fish from the 3A and 4A groups kept a similar position in climbing
groups and performed a similar number of ascensions throughout all the trials. Contrastingly, in the

(88]

599051 °€ “0s uado 205y B03unysndAraos(eAorsos;



0.15 -

0.40 - |
E 1
=t B ]
5 0.35- |
£ =
P i
- 0.30 - s
g !
a |
£ 025- :
0 |
f 0.20 1 o 0A
< 0.20 - 1 o lA
%ﬁ M M : 8 3A
'g : m 4A
Q
8 i
g .
=)
(@]
° i
b=
o] 1
)]
g !
2 |
£
S |

|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figure 3. Proportion of fish from different sampling sites and expressing different climbing tendency (i.e. total number of ascensions).
Sample sizes of the fish groups coming from different sampling sites: 0A = 11, 1A = 9,3A = 15,4A = 14,

Table2. Repeatability oftwobehavioural variables, number of climbs pertrialand rank score of thefirst climb pertrial withrespect to
thesamplingsite of fish. (The 95% confidence intervals (Cls) are given for each value. The repeatability values inbold are statistically

significant (lower CI > 0). Sampling size of groups: 0A=11,1A=9,3A=15,4A=14)

climb count per trial rank score per trial

origin (lower Cl) (upper Cl) (lower CI) value (upper Cl)
0A (-0.054) 0.192 (0.575) (-0.170) 0.008 (0.374)
1A (-0.102) 0.149 (0.586) (-0.116) 0.127 (0.564)
3A (0.254) 0.508 (0.759) (0.244) 0.499 (0.753)
4A (0.153) 0.415 (0.707) (0.023) 0.265 (0.590)

groups containing obstacle naive fish (0A and 1A to a lesser extent) repeatability values were low and
not significant for any of the two traits (table 2, the 95% Cl included 0 for the two traits).

1.1, Individual behaviour of fish

The group of fish labelled as ‘leaders’ (fish that climbed among the first third part of the fish during each
trial) expressed the highest number of ascensions during the whole test. This group had also the highest
(although not significant) repeatability value in climbing tendency. At the opposite end, the group of
‘finishers” had the lowest repeatability value in climbing tendency and the lowest average number of
ascensions during the whole test (table 3).

1.2. Distribution of individual behaviours according to the origin offish

The overall proportions of fish of the different classes of variable peloton did not vary significantly
among the sampling sites ()(92 = 8.41, p-value =0.49). Interestingly, we observed that the 0A group was
the only group that did not include any ‘leader’ fish (figure 4).
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4A =14,

Table 3. Mean number of total climbs (i.e. climbing tendency), mean rank score, repeatability of climbing behaviour and number of
individuals corresponding to the different classes of peloton. (Standard errors (s.d.) are provided for the first two variables, whereas the
95% Cls are given for the third one (repeatability).)

peloton variable

mean (s.d./Cl) leader follower finisher no climber
climb count per trial 8.5(2.6) 6.1(3.1) 1.8(0.96) 0
rankscore 1.5(0.27) 2.4(0.26) 3.4(0.29) 4(0)
repeatability of first climb pertrial ~ (-0.09) 0.21(0.70)  (-0.10) 0.08 (0.40)  (-0.22)-0.15(-0.01) (0) 4 (0)
groupsize 6 14 24 5

3.5. Gene transcription levels

No differences were detected in gene transcription levels among sampling site groups.

Significant differences were observed between the peloton group of leaders and followers in the gene
transcription level of camk2g (W = 16, p-value = 0.04), jun (W = 14, p-value = 0.03) and bdnf (W = 17,
p-value = 0.05). Significant higher transcription levels were observed in followers in comparison to
leaders (figure 5). Finishers presented intermediate values. Despite a similar pattern detected for the
gene egr-1 (increased level of transcription in followers compared with leaders), no significant difference
was observed (W = 19, p-value = 0.08).

1. Discussion

This study focused on two behavioural variables of climbing. First, we accounted for the total number of
ascensions, which could be interpreted as a result of climbing tendency and capacity. Second, we studied
the order in which fish climbed for the first time during each trial, which could refer to behavioural traits
such as the propensity to explore the new habitat, and that are often associated with bold personality
types [24,25]. Moreover, the repeatability of this climbing order gave insight on how consistently the fish
behave within the same sampling site group or within the group of similar mean ranking score.
Differences in climbing tendency were significant among sampling site groups, and the fish displaying
extreme behaviour (more than eight climbing events) originated from the most upstream groups (3A
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and 4A). Moreover, we found that the repeatability in climbing tendency was significant and higher in
the two upstream groups (3A and 4A), whereas it was not significant in the two most downstream sites
(0A and 1A) harbouring fish with low or even no climbing experience. In addition, fish from the most
upstream zones had the highest repeatability in climbing order, i.e. behaved in a more consistent way
than the fish from the downstream zones. These behavioural extremes could be somehow associated with
the events of obstacle ascension experienced in the field. Although itis still difficult to tease apart whether
the association between fish distribution and climbing behaviour is due to selection or habituation, we
undoubtedly demonstrate for the first time, to our knowledge, that fragmentation induced by humans
lead to a strong downstream to upstream differentiation in climbing behaviour in eels. In order to
deepen these results and get a new insight, we then investigated more precisely the rank of passage
of individuals. The first fish climbing the pass device are of particular value. Indeed, these individuals
needed to spatially explore the new, potentially hazardous zones and negotiate the passage without any
social or chemical prior information. Their behaviour could involuntarily give insights on how risky the
upstream zone is (by releasing alarm cues such as cortisol hormones into the water [26,27]) and lead
the other fish of the group to follow, this being of particular importance in shaping the dynamics of
the whole group. We thus classified the individuals according to their rank score, without taking into
account their origin. Weidentified four classes called ‘leaders’, ‘followers’, ‘finishers” and ‘no climbers’.
We found that the group of leaders not only expressed the highest number of ascensions during the
whole test but also presented the highest repeatability in climbing tendency. We found that ‘leaders’
were absent in the obstacle-naive group (0A). In other words, the group of the boldly climbing and
motivated fish was found only in the upstream zones of the river axis. This is consistent with the fact
that fish from the upstream zones (3A and 4A) had not only the highest climbing propensity but also a
more consistent behaviour than fish from the obstacle-naive group. Fish with low behavioural flexibility
[28-30] and with lower aversion for risk-taking decisions are usually referred as proactive [31], in contrast
to fish expressing a reactive coping style [19,32,33]. Reactive coping style is characterized by higher
environmental appraisal, information processing and flexible behaviour highly dependent on stress and
social cues, in opposition to proactive coping style, where individuals behave in a stereotypic, rather
inflexible behaviour [28,30,34,35]. It has been shown that many species cope with socially or physically
stressful situations with a simple dichotomy of heritable strategies, i.e. they adopt a proactive or reactive
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response to the environment [31,36-38]. In our study, fish labelled as leaders could be associated with
proactive coping style, as they perform a risky behaviour in climbing a new area without any social
cues, guided only by their rheotactic behaviour. Fish labelled as followers would benefit from these
cues and thus would be able to process the environmental information to assess the situation before
engaging into the fishway. They have developed the ability for cognitive processes to a larger extent
than the proactive leaders. In support of this hypothesis, the transcription level of several genes was
significantly higher in the brain of followers in comparison to leaders. These genes are associated
with neural activity, neurogenesis and brain plasticity. Such results are in agreement with the literature
where typically routine dependent and inflexible behaviour in proactive individuals is associated with
low transcription of neurogenesis-related genes [19]. Among differentially regulated genes, camk2g is a
one of type 2 calcium/calmodulin-dependent protein kinases, Ca®*-activated enzymes are associated
with experience-dependent neural plasticity and behavioural memory as they control LTP [17,39], a
molecular process of strengthening active synapses induced during learning and memory formation [40].
Similarly, C-JUN is a protein encoded by the jun gene and is a part of the activator protein (AP-1) early
response transcription factor. jun is closely associated with synaptic plasticity and is involved in memory
formation and learning [41,42]. Finally, the third gene bdnf encodes for a brain-derived neurothropic
factor involved in neurogenesis and synaptic plasticity, both related to learning and memory [43-45]. The
gene bdnf together with egr-1 (early growth response protein 1) are a part of the Immediate Early Genes
(IEG) family. They represent a standing response mechanism that is rapidly activated at the transcription
level in response to stimuli, before any new proteins are synthesized. Experimental study showed an
overexpression of bdnf in rainbow trouts that learned to escape the dominant individuals [46]. In an
experimental study on African cichlid, a high activity of egr-1 was shown in the profile of ‘learners’ when
compared with no learning fish [21]. In our study, egr-1 did not show significant differences although
the patterns detected between leaders and followers were similar to bdnf (higher transcription level
in followers), thus reinforcing our hypothesis on differences in cognitive abilities between leaders and
followers. In potentially challenging or stressful situations, a correct appraisal of the situation, learning
and memory would allow the shaping of an adaptive behavioural response, where neurogenesis and
synaptic modifications would play a role in underlying behavioural plasticity [19]. Here, cognitive
processes can be particularly important in individuals trying to adjust their behaviour in response to
environmental variations [47,48]. However, mechanisms implied in cognition may provide a substrate
to enhanced behavioural flexibility, but higher influence of environment on behaviour can also involve a
higher responsiveness to stressful conditions[30].

Our results can have an important ecological meaning when situated in the sampling context. As
the sampling was performed at the end of the migration period, all the bold climbers, the ‘leaders’,
have already climbed or were engaged at least into the first field obstacle fishway and thus were caught
further upstream. In order to pass the first water obstacle, fish remaining downstream waited a new
‘migration window’, i.e. the arrival of new group of migrants perhaps containing some new boldly
climbing individuals, behavioural variants hitherto called the climbing ‘leaders’. Indeed, an experimental
study on zebrafish showed that the whole group can adopt a bolder behaviour in presence of new bold
individuals [49]. The migration waves of glass eels through an impounded axis could be shaped by the
arrival of the fish willing to explore fish passes without any social cues and possibility of risk-assessment
of suchbehaviour.

Boldly climbing leaders could be followed by reactive individuals, which in turn would be followed
by the main part of the resting fish. These last fish are not necessarily reactive as they could simply
adopt the most common behaviour of the group (around two-thirds of the fish have climbed, with
some individuals climbing several times per trial). This positive frequency dependence is a phenomenon
known as social conformity or ‘copy the majority” strategy [50], although empirical evidence in fish is
still scarce [49].

In conclusion, our study suggests that different climbing behaviours exist in European glass eel.
Those behaviours could be associated with cognitive performance, as well as coping styles (proactive—
reactive responses) the fish adopt to deal with the environment. These results are of important ecological
relevance. Boldly climbing fish are more likely found in the upstream zones of the impounded river
axis. This implies that water obstacles act as selective filters on behavioural strategies of fish. If these
behaviours have a (epi) genetic basis, considering that the escapement success of upstream silver
eels is lower than downstream animals (e.g. due to increased mortality associated with fish growing
in upstream river and turbines of hydropower stations [51,52]), we could suggest a switch in (epi)
genetic polymorphism in the offspring, owing to, for example, reduced contribution of bold fish to the
semelparous event of reproduction.

[92]
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Finally, as the aquatic obstacles are implemented in the upstream migratory routes of glass eels to such
a level that climbing is a part of migration phenomenon, we believe investigating how the dynamics of
the whole group of climbers is shaped by the presence of the leaders could help explain why well-known
abiotic factors (weather, temperature, water discharge) sometimes fail in predicting the migration waves
of glass eels.
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3. Conclusion Article 3

Le comportement d’escalade différe fortement entre les individus. Le nombre
d’escalade moyen par groupe différe de maniere significative entre les groupes amont/aval, et
les individus exprimant les plus fortes tendances/motivation a escalader provenaient des sites
amont. Ce résultat peut suggérer que I’expérience acquise lors du franchissement des
obstacles dans la nature peut, par lc processus.de renforcement, faciliter ou inciter les
individus a exprimer un comportement d’escalade pendant le test de la Passe Expérimentale.
Aucune différence de niveaux de transcription de geénes n’a été détectée entre les groupes
d’échantillonnage (pas de différences en fonction de I’origine), contrairement aux études
précédentes. L’expression du comportement pendant le test aurait pu influencer le niveau de
transcription génétique et ainsi masquer ces différences. En effet, nous avons observé des
patterns de profils transcriptomiques relatifs a certains comportements que les individus
exprimaient lors de ’escalade. Les leaders, i.e. individus qui sont souvent parmi les premiers
a escalader la passe au cours de chaque test, présentaient des niveaux de transcription plus
faible que le groupe d’individus qui les suivait, i.e. les followers. Ce résultat revét un intérét
considérable s’il est placé dans le contexte du syndrome comportemental ou du coping style
de I’animal. En effet, le concept de la personnalité animale permet de classer les individus en
tant que audacieux ou timides (SHpHesS-boldness axis), ct se référe a plusieurs traits
comportementaux corrélés et des traits physiologiques sous-jacents exprimés chez les
individus d’une maniére stable dans le temps, quel que soit le contexte. Le concept similaire,
le coping style, se référe a la maniére dont les individus font face a des situations
particulieres, souvent impliquant le stress (Coppens et al. 2010; Koolhaas ef al. 1999) . On
distingue des individus proactifs, peu affectés par les stress lors des situations « a risque » et
performants dans la réalisation des taches de routine, et les individus réactifs, affectés par le
stress de maniere plus importante dans un nouvel environnement, mais dotés des capacités
cognitives plus importantes (perception des stimuli environnementaux, apprentissage spatial)
et capables d’ajuster rapidement leur comportement aux conditions environnementales
(flexibilité comportementale) (Johansen et al. 2012; Overli et al. 2006; Ruiz-Gomez et al.
2011; Vaz-Serrano et al. 2011).

On pourrait assimiler les leaders aux individus téméraires ou proactifs, et les followers
aux individus timides et réactifs. Les leaders sont capables d’explorer un nouvel

environnement en situation de danger potentiel et sans avoir recours a une information sociale
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émise par les conspécifiques. En effet, les individus qui montent la passe en premier
possédent une appréciation du nouvel environnement moins riche que les individus qui le
suivront. Les followers ont acces a cette information laissé par les leaders (signaux d’alarme,
hormones de stress), et pourraient [’utiliser avant de prendre une décision sur le
comportement a adopter (escalader ou pas). Comme nous I’avons mentionné¢ dans les
chapitres précédents, la perception et I’analyse des informations environnementales sont des
composantes des processus cognitifs. Dans cette perspective, nous pouvons expliquer la
sollicitation de geénes impliqués dans la cognition animale chez le followers, mais aussi faire
des liens entre le comportement de followers et le coping style réactif, puis le comportement

des leaders et le coping style proactif des individus.

L’absence de leaders dans le groupe d’individus échantillonnés en aval du premier
ouvrage pourrait avoir une signification écologique. En effet, le comportement proactif des
leaders signifierait que les individus une fois arrivés au pied de 1’obstacle tenteront de le
franchir, méme si cela nécessite d’exprimer un nouveau comportement (1’escalade, sortie en
dehors de 1’eau) et d’explorer une nouvelle zone. Ils pourraient effectuer 1’escalade en
absence de congéneéres sur la passe. Leur fenétre de passage par I’obstacle est donc plus large
que celle des individus réactifs (followers). Il se peut qu’a certains moments, on pourrait
observer un groupe d’individus réactifs au pied du premier obstacle, en attente d’un individu

proactif, initiateur du mouvement d’escalade, qui sera par la suite copié par les congéneres.
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CHAPITRE 6 :

Conclusion générale

La présente étude a mis en évidence 1) qu’il existe une variabilité interindividuelle
dans le niveau de transcription des geénes exprimés dans le cerveau de civelles d’anguille
européenne échantillonnées en aval et amont d’obstacles aquatiques (Article 1), 2) que ces
différences persistent a moyen terme en conditions environnementales homogenes (Article 2),
3) et que ces modifications peuvent étre associées au comportement que les individus
expriment en groupe lors du franchissement d’une passe a civelle (Article 3). Chacun de ces
résultats permet de contribuer a la connaissance générale de 1’écologie de 1’espece, tels la
structuration des traits phénotypiques de la population ou les effets jusqu’a maintenant
ignorés induits par le passage des barrages, mais aussi attire I’attention sur 1I’importance de

mener des études préliminaires a large spectre d’investigation et sans a priori.

En effet, pour aborder la problématique de I’effet des obstacles aquatiques sur les
civelles/anguillettes migrantes, deux choix étaient possibles. Nous pouvions cibler les traits
déja ¢tudiés dans le passé et reconnus comme ayant un impact potentiel dans la
propension/aptitude des civelles a migrer, tels I’activité thyroidienne (Edeline et al. 2004;
Edeline et al. 2009), la condition corporelle/physique, la taille (Imbert et al. 2008), les
réserves énergétiques (Bureau du Colombier ef al. 2007; Bureau du Colombier et al. 2008) ou
le comportement (Geffroy et al. 2015). La sélection a priori de ces traits d’intérét aurait été en
quelque sorte une solution de facilit¢ car elle aurait permis de construire un design
expérimental pour toute la durée de these et ce deés le début du projet. Elle aurait aussi permis
d’analyser chaque trait aussi bien au niveau moléculaire (analyse de 1’expression des geénes
impliqués dans ces traits) qu’a un niveau d’intégration biologique supérieur, voire de
I’organisme entier. Cependant les hypotheses testées auraient concerné un spectre restreint de
voies métaboliques et de fonctions biologiques a 1’échelle de I’organisme entier. Une
alternative a cette méthodologie réside dans I’analyse en aveugle d’une large gamme de traits
phénotypiques, sans a priori. Cette stratégie a permis, d’apres nous, de non seulement vérifier
les traits dont I’implication dans la migration avait été¢ suggérée, mais aussi de découvrir de

nouvelles composantes phénotypiques non suspectées jusqu’a présent. La durée du projet
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¢tant relativement courte, il n’était pas possible d’étudier une large gamme de traits a un haut
niveau d’intégration phénotypique supérieur ET a échelle individuelle (p.ex. concentration de
I’hormone thyroidienne et des réserves ¢énergétiques, capacités natatoires, traits
comportementaux). Ainsi, nous avons décidé d’adopter une analyse sans a priori avec une
Approche descendante (rop down approach) (Shahzad & Loor 2012), c’est & dire partir d’une
échelle de complexité haute (3 tissus, responsables d’une variété de fonctions biologiques
vitales) et d’essayer de détecter des traits phénotypiques au niveau moléculaire, le niveau
d’expression de geénes, qui demeure trés en amont dans le niveau de 1’organisation de
complexité de I’organisme (Oltvai & Barabasi 2002). La puce a ADN, qui permet de mesurer
le niveau d’abondance d’ARNm codés par plusieurs milliers de geénes a été utilisé pour
I’¢tude pilote. Cette étude a fourni deux résultats importants. Tout d’abord, 1’absence de
différences dans le tissu musculaire et le foie a permis d’écarter les hypotheses lices a la
capacité de nage/endurance et aux réserves €nergétiques. En effet, on s’attendait a ce que le
foie par exemple, de par son role majeur dans la régulation du métabolisme énergétique (siege
de la lipolyse et de la lipogenese), refléte 1’état énergétique de I’individu (Plagnes-Juan et al.
2008; Tseng & Hwang 2008), et que les voies métaboliques utilisées par le muscle (aérobie,
anaérobie) pour produire de I’ATP soient sollicitées de maniére différente en fonction des
capacités ou du type de nage (Garenc et al. 1998; Martinez et al. 2003). Toutes les différences
détectées concernaient le tissu cérébral, ce qui constitue un résultat assez surprenant en soi.
En effet, peu d’études portent sur le cerveau de 1’anguille d’'une manicre générale, et a notre
connaissance aucune analyse du cerveau n’a été faite dans le contexte migratoire des jeunes
stades d’anguilles. Notre premier résultat montre que 1’analyse sans a priori peut s’avérer un
choix pertinent dans le cas d’études préliminaires. C’est particulierement vrai quand on
regarde la fonction de la plupart des genes détectés. En effet, établir une hypothése initiale
é¢voquant des différences dans 1’activité¢/plasticité neuronale dans le contexte de
franchissement d’obstacles aquatiques était trés peu probable, car elle n’aurait pas été appuyée
ou aiguillée par la littérature scientifique disponible dans le domaine. De plus, comme la liste
des geénes impliqués dans cette fonction est tres large et le nombre des genes choisis resterait
restreint, tomber sur les séquences précises soumises a la régulation reléverait en partie du

hasard.

La détection des différences dans le niveau de transcription des génes liés a 1’activité
neuronale entre les individus échantillonnés en section amont et aval du canal a permis

d’orienter nos recherches et les études suivantes. Tout d’abord, une recherche bibliographique
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a été effectuée dans le domaine de la neurobiologie, nécessaire pour comprendre les cascades
impliquées dans la fonction synaptique, les mécanismes de renforcement et de maintien de
I’activité neuronale, et finalement identifier les geénes/protéines sollicités lors de ces
processus. [’analyse de nouveaux genes, sélectionnés avec un fort a priori pour leur
spécificité vis-a-vis de la fonction recherchée, a permis de consolider I’hypothése élaborée a
partir des résultats préliminaires. L’étude suivante n’avait pas seulement pour objectif de
valider notre hypothése, elle a également donné un apergu sur I’aspect temporel des

différences observées, et ainsi sur la nature des mécanismes impliqués.

En effet, la stabulation a long terme sous des conditions strictement homogénes a
permis d’¢liminer toute composante environnementale susceptible d’induire une différence
entre les groupes amont-aval et d’influencer 1’expression du phénotype des individus. Apres
deux mois de maintien en common garden, les individus provenant des sites amont-aval du
canal présentaient des différences dans le niveau de transcription des geénes impliqués dans les
fonctions de neurogenese, métabolisme de la thyroide et plasticité neuronale. La technique
d’analyse utilisée nécessitant le sacrifice de I’animal, il n’était pas possible de tester les
niveaux de transcription des génes avant et aprés I’expérience chez les mémes individus.
Cependant, ces résultats corroborent ceux obtenus lors de 1’étude préliminaire. En effet, les
groupes d’individus de I’expérience préliminaire provenaient des mémes sites que ceux de
I’expérience de common garden, mais furent sacrifiés immédiatement apres 1’échantillonnage
sur le terrain. Comme a I’issue du common garden, une induction des génes dont la plupart
été impliqués dans la fonction de plasticité neuronale fut observée. L’expérience de common
garden a montré la persistance des phénotypes moléculaires étudiés. Elle a également réfuté
I’hypothése avancée a la suite de 1’é¢tude pilote, suggérant que les différences observées entre
les individus les plus amont et en aval de 1’axe n’étaient pas la conséquence du passage des
individus par 1’obstacle, mais liées plutét au comportement exprimé¢ au moment précis de
I’échantillonnage. En effet, les individus situés les plus en amont étaient tous échantillonnés
pendant leur ascension de I’obstacle, alors que les individus provenant des parties aval du
canal (avant le premier ou deuxiéme barrage) étaient échantillonnés dans les zones ‘de repos’
en présence de nombreuses cachettes et pas directement sur [’obstacle. Cependant, si
I’induction des génes était influencée uniquement par le comportement en temps réel, nous
n’aurions pas observé de différences entre les groupes échantillonnés sur la passe et au pied
de ’obstacle a la fin du common garden. Il s’agirait ici soit d’une augmentation des niveaux

de transcription des genes induite par le passage des obstacles et qui serait maintenue ensuite
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pendant une longue période (i.e. I’expérience de passage acquise/comportement d’escalade
appris), soit de différences dans la régulation de la transcription des génes qui préexistaient
chez les poissons avant qu’ils rencontrent 1’obstacle. La fonction des génes soumis a la
régulation différentielle a long terme peut faire penser aux mécanismes d’apprentissage et
d’acquisition de la mémoire. Les individus en aval du premier obstacle n’ont pas encore eu
besoin de sortir en dehors de I’eau ou de grimper les surfaces verticales. Lors du passage de
chaque obstacle, les individus ont acquis 1’expérience d’escalade, la capacité a effectuer des
mouvements de reptation en dehors de I’eau, a choisir la direction d’escalade correcte dans un
nouveau milieu et ce, sans utiliser les stimuli habituellement disponibles dans 1’eau. Cette
capacité a escalader les obstacles pourrait étre acquise lors du premier passage et consolidée
par le processus de renforcement lors des passages suivants. On pourrait donc s’attendre a une
augmentation de la tendance a escalader 1’obstacle chez les individus échantillonnés le plus en
amont. En effet, I’étude suivante a montré que les individus non naifs aux obstacles (i.e. ayant
déja passé au moins un obstacle sur le terrain), en particulier ceux situés dans les deux sites
les plus en amont du canal, expriment le comportement d’escalade de la passe expérimentale
le plus marqué. Lors de ce test comportemental, les individus étaient aussi divisés en quatre
classes en fonction de leur rang de passage lors la premiere ascension de la passe. Ainsi, les
« leaders » escaladaient la plupart du temps en téte de peloton, les « followers » suivaient les
leaders, et les « finishers » étaient les derniers a escalader la passe, laissant les « no-climbers »
en bas du dispositif d’escalade. Les « leaders » expriment un comportement d’exploration
d’une nouvelle zone dans un contexte particulier, car avec peu ou voire en en absence totale
de stimuli environnementaux (p.ex. olfaction, particuliérement développée chez les civelles,
signaux d’alerte, hormones de stress) provenant d’autres individus ayant déja escaladé,
permettant d’estimer le niveau de risque lors de leur engagement sur la passe expérimentale.
Ils expriment un comportement potentiellement a risque, en quelque sorte similaire au
comportement des individus « téméraires » décrits dans les études de personnalité animale ou
encore des individus « proactifs » définis selon la maniere dont ils répondent aux situations de
stress. En effet, les tests classiques utilisés pour évaluer la personnalit¢ des animaux sont
basés sur un dispositif constitué d’une zone d’acclimatation connectée a une zone « a risque »
(espace dégagé, sans cachettes ou présence du prédateur), ou le temps et I’ordre de sortie de la
zone d’acclimatation, ainsi que le temps passé dans la zone ‘a risque’ servent a mesurer la
tendance exploratoire et I’audace (boldness) des individus (Beckmann & Biro 2013; Naslund
et al. 2015). Ici, la zone de départ des anguillettes pourrait étre associée a la zone

d’acclimatation (avec un espace abrité sous la passe), et la passe expérimentale elle-méme
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ferait office de zone a risque et ouverte. Notre étude a montré que tous les leaders provenaient
des sites amont, i.e. ils ont déja passé¢ au moins un obstacle sur le terrain. Un individu peut
devenir leader pour plusieurs raisons. Il peut avoir une motivation plus prononcée pour
explorer un nouveau territoire, cette motivation étant le plus souvent liée a la faim dont
I’individu souffre au moment précis du test (King ez al. 2009). On écarte cette hypothése, car
tous les individus étaient nourris ad libitum. D’autres facteurs déclenchant le comportement
de leader des animaux concernent le tempérament (personnalit¢) de I’individu, son statut
hiérarchique (dominance) dans le groupe, mais aussi son expérience (King et al. 2009;
Mueller et al. 2013; Reebs 2010). Les résultats de 1’analyse transcriptomique réalisée au cours
de I’é¢tude précédente (common garden) ont suggéré que les fonctions d’apprentissage et
d’acquisition de la mémoire sont sollicitées chez les individus ayant escaladé au moins un
obstacle sur le terrain, ce qui pourrait étre interprété ici comme une acquisition d’expérience,
du savoir-faire des individus face a la passe a poissons. Cependant, le role de la personnalité
des poissons ne peut pas €tre exclu ou sous-estimé. A la fin du test comportemental, aucune
différence n’a été détectée dans les niveaux de transcription des genes liés a la plasticité
neuronale entre les groupes provenant des différents sites d’échantillonnage. Cependant, la
comparaison des profils transcriptomiques entre les leaders et les followers a révélé des
niveaux de transcription plus importants chez les followers. Ces résultats indiquent que le
comportement exprimé lors du test de la passe expérimentale pourrait altérer les différences
de transcription des geénes directement observés aprés échantillonnage (Podgorniak et al.
2015b) ou apres deux mois de stabulation (Podgorniak ef al. 2015a). Ils indiquent également
qu’au niveau moléculaire, la fonction cognitive serait plus importante non pas chez les
individus aptes au comportement de risque (les «téméraires » leaders), mais chez les
individus qui les suivent. Ce résultat prend beaucoup de sens lorsqu’il est replacé dans le
contexte de stress coping style des animaux. Suivant ce concept, deux stratégies sont adoptées
par les individus lorsqu’ils font face a des situations nouvelles, stressantes et potentiellement
a risque. Les individus proactifs expriment un comportement audacieux, ont tendance a moins
stresser dans les situations exigeantes et a exprimer un comportement de routine, invariant ou
peu influencé par les stimuli sociaux (Qverli et al. 2007). Les individus réactifs sont
généralement moins performants dans la réalisation des tiches de routine, mais sont capables
d’une flexibilité comportementale plus grande, intégrant les informations environnementales
et les stimuli sociaux (Bolhuis ef al. 2004; MacKenzie et al. 2009). Le délai de latence
nécessaire a la réalisation d’une tache de routine ou 1’expression d’un comportement a risque

chez les individus réactifs résulterait d’une influence plus forte de 1’environnement sur leur
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phénotype (p.ex. le niveau de cortisol plus fort en présence de danger potentiel), mais aussi du
temps nécessaire pour que l’individu puisse analyser ’environnement et exprimer un
comportement adapté (Bousquet ef al. 2015). Plusieurs études ont suggéré que les individus
réactifs possédent une meilleure performance cognitive que les individus proactifs (Bousquet
et al. 2015; Johansen et al. 2012; Wong et al. 2015), car elle serait nécessaire pour la
perception et I’appréciation correcte de 1’environnement (Niemeld et al. 2013). Dans notre
cas, les anguillettes classées comme leaders seraient des individus proactifs, capables
d’exprimer rapidement un comportement « a risque », sans que I’analyse de 1’environnement
soit nécessaire. Ils seraient aussi moins influencés par les facteurs sociaux (présence des
congéneres), une faible attraction sociale étant évoquée comme caractéristique aussi bien chez
les proactifs (Qverli et al. 2007) a forte tendance exploratoire (McCowan & Griffith 2015) et
les leaders (Jolles et al. 2015). Les individus réactifs seraient associés aux anguillettes
classées comme followers. Ils mettraient plus de temps avant de s’engager dans la passe, et
attendraient d’abord des signaux sociaux pour évaluer I’environnement. Leur performance
d’escalade (le nombre total d’ascensions de la passe) serait plus faible, car ils disposeraient de
moins de temps entre leur premicre ascension et la fin du test et/ou ils exprimeraient un intérét
moins prononcé a répéter le comportement d’escalader si I’issue de chaque ascension est la
méme, c’est- a-dire le retour a la case de départ. Les followers seraient plus sensibles aux
stimuli environnementaux et posséderaient des capacités cognitives plus développées,
nécessaires a la perception et 1’appréciation correcte de I’environnement, puis la prise de
décision sur le comportement a adopter en présence de la passe. Nos résultats renforcent cette
hypothése car ils montrent la sollicitation plus prononcée des genes impliqués dans la
plasticité neuronale chez les followers, suggérant un potentiel de cognition plus important
dans ce groupe. Concernant les individus effectuant leur premicre ascension parmi les
derniers du groupe, ils pourraient exprimer un comportement de conformité, c’est-a-dire
copier la stratégie de la majorité¢ du groupe (Efferson er al. 2008; Whitehead & Richerson
2009), mais ce phénomene reste encore assez peu étudié chez les poissons (Day et al. 2001;
Pike & Laland 2010; Zala et al. 2012). De plus, les anguilles au stade civelle sont souvent
observées en groupe, or le comportement de conformité et le comportement grégaire restent

difficiles a séparer (van Leeuwen & Haun 2014).

Les résultats de notre étude montrent que les obstacles aquatiques peuvent impacter les
civelles/anguillettes en migration. Nous avons mis en évidence des patterns de répartition des

profils transcriptomiques différents chez des individus distribués le long d’un axe aquatique
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fragmenté par des obstacles de taille moyenne. On ignore les mécanismes pPrOXimaux
impliqués dans la régulation des génes détectés par notre étude. Préciser 1’origine de ces
différences au niveau cellulaire/moléculaire permettrait d’interpréter la présence des obstacles
comme facteur sélectif ou inducteur des profils transcriptomiques observés. Ces différences
dans la fonction de plasticité neuronale restent stables dans le temps, suggérant que la base de
ces traits serait génétique ou épigénétique. Si des mécanismes épigénétiques sont mis en jeu,
la régulation des geénes détectés pourrait étre, entre autres, induite lors du passage par les
obstacles. Dans ce cas, on pourrait parler d’un enrichissement du pool épigénétique de la
population d’anguilles. L’épigénétique est une discipline récente et la notion de
polymorphisme épigénétique demeure encore peu €tudiée et ne fait que commencer a faire sa
place a coté du concept de diversité génétique (Avramidou et al. 2015; Grativol et al. 2012;
Markov et al. 2014; Morange 2005; Neildez-Nguyen et al. 2008). Dans le cas des anguilles,
une étude expérimentale a déja suggéré I’implication des mécanismes épigénétiques dans les
normes de réaction observés (Coté et al. 2014). D’une maniére générale, les modifications
épigénétiques permettrait une évolution plus rapide que les variations génétiques (mutations
par exemple) (Bossdorf et al. 2008). Cependant, pour qu’il y ait des effets évolutifs a long
terme de cet enrichissement du pool épigénétique, les marques épigénétiques doivent étre
héréditaires. Or, I’héritabilité des traits épigénétiques reste controversée et sujet a débat
(Crews & Gore 2014), et la validation de cette hypothése nécessiterait des analyses
complémentaires. De ce fait, aucune interprétation ne sera fournie dans notre étude. Dans le
cas ou les profils transcriptomiques auraient une base génétique, la présence des obstacles
aquatiques serait un filtre sélectif, ce qui pourrait aboutir a I’appauvrissement du pool
génétique a long terme. En effet, si la Valeurselective des génotypes retrouvés en amont des
obstacles est différente, alors la composition des traits génétiques a la génération suivante
pourrait étre modifiée. Dans un cadre hypothétique, les individus ayant effectué leur phase de
croissance en amont auraient une Aptitude phenotypique différente, en bénéficiant dun succes
reproducteur plus élevée ou en souffrant d’une survie plus faible que les individus en aval. A
titre d’exemple, la proportion de femelles retrouvées en amont est plus forte qu’en aval
(Oliveira & McCleave 2000; Tesch & Thorpe 2003). Bien que le déterminisme du sexe serait
influencé aussi bien par une composante génétique qu’environnementale (Coté et al. 2015;
Geffroy 2013; Geffroy & Bardonnet 2015; Krueger & Oliveira 1999), on pourrait supposer
que les individus exprimant des profils transcriptomiques cérébraux particuliers (=équipés de
certaines bases génétiques) peuvent passer les obstacles et ainsi présenteraient une plus forte

probabilité¢ de devenir femelle. La surexpression de I’aromatase, hormone responsable entre
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autres de la transformation du testostérone en cestradiol et donc de la féminisation du cerveau
(Diotel et al. 2010; Garcia-Segura 2008; Le Page et al. 2010), a été trouvée chez les individus
en amont (Podgorniak et al. 2015a), renforcant ainsi cette hypothése. Dans cette perspective,
si I’aptitude phénotypique de femelles serait plus forte que celle des males (p. ex. la
probabilité dune reproduction réussie ou le succés reproducteur forts), la contribution des
profils génétiques « amont » a la génération suivante serait plus forte que celle des profils
«aval»’. Une conjecture alternative concerne la survie plus faible de individus amont par
rapport a ceux en aval, et ceci indépendamment du sexe. Par exemple, lors de la migration de
reproduction, les individus en amont doivent traverser les obstacles dans le sens inverse ce
qui, dans le cas des installations hydroélectriques, est li¢ a une forte mortalité due au passage
par les turbines (Boubee & Williams 2006; Gomes & Larinier 2008; Travade et al. 2010).
Dans ce cas, les mesures prises pour améliorer la connectivité dans le sens aval-amont dans
les axes aquatiques segmentés par des barrages (équipement des passes a civelles,
augmentation de D’attractivité des dispositifs, voire translocation des civelles), pourraient étre
contre-productives, car la zone amont serait en quelque sorte un picgerecologique pour
anguille (Agostinho et al. 2011; McLaughlin et al. 2012; Pelicice & Agostinho 2008). D’une
génération a ’autre, le polymorphisme génétique de 1’anguille pourrait étre appauvri par la
faible survie des profils génétiques propres aux individus « amont ». D’une maniére générale,
un piege écologique d’origine anthropique pourrait devenir par la suite un _, si
I’espéce n’a pas le temps de s’adapter a ces changements (Robertson ez al. 2013). Dans le cas
de I’anguille c’est particuliérement vrai, car méme si le changement (i.e. construction et
équipement des obstacles facilitant la connectivité dans un sens unique) se ferait sur un temps
générationnel relativement long, la panmixie aurait empéché la mise en place de toute

adaptation locale de I’espéce.

Un autre point méritant une discussion concerne les différences dans les profils
comportementaux mis en évidence lors du test de la passe expérimentale. En effet, les

individus exprimant un comportement de leader provenaient uniquement des segments situés

3 Bien que la reproduction de ’anguille européenne n’ait jamais pu étre observée dans son habitat de fraie (Mer
des Sargasses), on peut supposer que les ceufs des femelles puissent étre fécondés par plusieurs males au moyen
d’une fécondation externe. On émet une hypothése d’un succes reproducteur plus fort des femelles, qui pourrait
étre 1ié au sex-ratio (si biaisé vers les males) ou déduit soit de 1’équation [cout/bénéfice] du sexe (théorie des
traits d’histoire de vie ; les femelles investissant plus d’énergie dans la reproduction que les males, et leur survie
pouvant étre plus faible lors du parcours de la distance amont-aval des axes fragmentés, la composante
compensatoire serait d’avantage liée au nombre de descendants que le sexe femelle peut générer), soit de
I’équation [colt/bénéfice] géne-centrée, ou méme si le sex-ratio et la survie du génotype sont les mémes quel
que soit son sexe, le temps de maturation des femelles (= délai entre naissance et reproduction vu comme délai
entre deux réplications consécutives des génes) est plus long que chez males.
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en amont du premier obstacle. Ces individus peuvent avoir une fonction particuliere dans la
dynamique du groupe des civelles en cours de migration. En effet, la migration des jeunes
stades d’anguille est vue comme un mouvement collectif, et tous les facteurs mentionnés
jusqu’a présent dans la littérature qui influenceraient ce comportement, ne permettent toujours
pas de prédire efficacement leur arrivée (observations personnelles). Si on regarde de plus
preés, ces facteurs concernent les parameétres abiotiques (les marées, cycle circadien,
température) ou les variables intrinséques des individus (réserves énergétiques, taux
d’hormones thyroidiennes circulantes, facteur de condition, stade ontogénétique). Or, la
migration des civelles étant un mouvement de groupe, son comportement et sa dynamique
pourraient étre influencés par des parameétres intrinséques non a 1’individu mais aussi a la
composition du groupe entier (Farine et al. 2015; Keiser & Pruitt 2014; Modlmeier et al.
2014). En effet, de nombreuses études ont contribué  la création du concept de 1’ individucles
- (Modlmeier et al. 2014) en démontrant que la présence d’un faible nombre
d’individus, voire d’un seul individu avec des traits ou comportements particuliers pourrait
changer drastiquement le comportement du groupe entier (King 2010). La littérature foisonne
d’exemples dans ce sens (Collignon & Detrain 2010; Petit & Bon 2010; Pillot & Deneubourg
2010) . Par exemple, chez certains araignées sociales, 1’ajout d’un individu extrémement
téméraire influence positivement le comportement d’audace du groupe entier (Pruitt & Keiser
2014). 11 existe également un feedback social positif, ou la composition des individus timides,
avec une tendance a suivre des individus capables d’une initiative particuliére, accentue le
comportement de _ chez les individus proactifs (Harcourt et al 2009b). Le
mouvement d’escalade observé chez les civelles en groupe pourrait étre déclenché par les
individus capables d’un comportement d’initiative, capacité d’exploration d’une nouvelle
zone en dehors du milieu aquatique habituel et sans besoin de présence préalable de
congéneres. Ces leaders permettront ensuite de déclencher un mouvement d’escalade en
masse, auto-entretenu par la mise en place des stimuli sociaux provenant des congénéres déja
en mouvement et facilité par I’information sociale sur I’environnement. Dans ce contexte, les
individus retrouvés en aval constituent un groupe potentiel des followers, dépourvu la plupart
de temps des leaders. En effet, ces derniers, des qu’ils arrivent au pied de I’obstacle, tentent
de [D’escalader, entrainant une partie des followers, individus timides et a faible tendance a
initier un comportement «a risque ». Le reste des individus timides ayant loupé leur
« fenétre » de migration (i.e. conditionnée par la présence d’un leader) attendra une nouvelle
arrivée d’un individu proactif, potentiellement leader d’une nouvelle vague d’ascension. Il est

¢galement possible qu’au fur et & mesure des passages des obstacles successifs, tous les
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individus acquicrent de 1’expérience (apprentissage, mémoire spatiale), et exprimeront en
conséquence une tendance a escalader plus forte. Le passage par les obstacles, initi¢ en bonne
compagnie et suffisamment répété, deviendrait —t-il un « jeu d’enfants » pour les civelles ? 11
serait intéressant de vérifier de manicere expérimentale la dynamique du comportement
d’escalade du groupe entier avec et sans leaders, le groupe sans leaders mettant probablement
plus de temps a initier 1’ascension. Dans cette perspective, les variations temporelles de la
dynamique de la migration sur les axes fragmentés pourraient étre fagconnées par la présence
des individus capables d’initier 1’escalade de maniére spontanée, les leaders. Si une cohorte
nouvellement arrivée au pied de 1’obstacle ne contient pas de leaders, alors le groupe restera
plus longtemps en aval (la densité croissante ou d’autres facteurs pouvant peut étre déclenché
une ascension spontanée des followers) ou attendra 1’arrivée d’une nouvelle cohorte contenant
des individus proactifs, téméraires et leaders. Le comportement de leader pouvant émerger
aussi par ’expérience acquise (King 2010; King et al. 2009), une application pourrait étre
envisagée pour «aider « les civelles/anguillettes a coloniser plus rapidement les parties
amont, et ainsi €éviter 1’accumulation au pied d’obstacles et la probabilité¢ de sédentarisation
trop importante (car liée a 1’dge et stade ontogénétique). En effet, chez les pigeons, la
probabilit¢ d’émergence d’un leader dans un groupe est positivement liée a la différence
d’expérience entre les individus du groupe (Flack et al. 2012). Mis dans notre contexte
d’étude et équipés d’une certaine dose d’imagination, nous pourrions suggérer qu’un apport
des individus ayant acquis de 1’expérience de passage par obstacle - retrouvés en amont de
I’axe ou entrainés en conditions expérimentales - dans les groupes d’individus en aval —
encore naifs aux obstacles, permettrait d’accélérer et faciliter le mouvement migratoire de

toute la cohorte et ainsi mieux étaler I’occupation du milieu d’eau douce par 1’anguille.

Plusieurs perspectives d’étude ont émergé lors de cette étude (Figure 21). Pour
déterminer si la distribution des profils phénotypiques différents en amont et en aval des
obstacles est le résultat d’une régulation différentielle de I’expression des genes lors du
passage par obstacle (induction) ou de la sélection des profils préexistants, une analyse du
tissu cervical chez le méme individu avant et apres le passage par obstacle serait nécessaire.
Cependant, I’extraction du cerveau étant létale, une solution alternative pourrait apporter une
partic de la réponse. On pourrait effectuer une analyse des SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, p.ex. par puce a SNP) sur un group d’individus présent an aval et en amont de
I’obstacle. Si la variation du polymorphisme nucléotidique n’est pas la méme entre les

groupes et si les SNP sont situées sur les régions codantes des genes d’intérét ou associées
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p.ex. aux facteurs de transcription de ces genes, alors on pourrait suggérer une sélection
artificielle de la part des obstacles. Une autre étude mise en perspective concerne le suivi
chronologique des profils moléculaires pendant le développement ontogénique de 1’individu
ou le développement du cerveau (si ce dernier posséde une croissance allométrique). La
encore, idéalement, I’analyse devrait étre faite sur le méme individu. Dans le cas de notre
¢tude, I’otolithométrie n’a pas indiqué des différences d’age entres les individus testées, mais
notre analyse concernait uniquement les stries annuelles, les stries mensuelles ou journaliéres

étaient difficilement détectables.

Afin de savoir plus précisément quelles fonctions exactes étaient contrdlées par les
genes détectés, plusieurs axes de recherche peuvent étre proposées, notamment, une analyse
des régions spécifiques du cerveau couplée avec des tests de perception, de mémoire ou de
flexibilit¢ comportementale au niveau de I’organisme entier (p.ex. test de type reversal
learning, associative learning, water maze orientation), ou encore avec des tests de certains
traits liés a la personnalité animale (sociabilité, activité). Les résultats de 1’expérience de
Common Garden nous ont indiqué que les différences de transcription de genes entre les
individus sont visibles méme dans des conditions environnementales strictement homogenes.
Ainsi, on peut supposer que ces profils ont une base génétique ou épigénétique. Le
mécanisme épigénétique peut étre particulierement intéressant, car il peut étre impliqué dans
I‘expression d’une norme de réaction stable tout le long la vie de I’individu (p.ex. plasticité
développementale), mais aussi, dans certains cas, transmis a la génération suivante. Qu’il
s’agisse de I’épigénétique ou de la génétique, la seule maniére de savoir si les différences
observés sont héritables est de réaliser des croisements controlés. La encore, des contraintes
s’imposent. En effet, la reproduction assistée de 1’anguille européenne n’a pas encore permis
d’obtenir des descendants viables. Une autre perspective de cette thése concerne 1’effet de la
distance nagée sur les profils moléculaires détectés. En effet, la différence entre les individus
amont et les individus aval du corridor aquatique fragmenté concerne non seulement le
passage réussi des obstacles, mais aussi la distance de nage que chaque individu a di
effectuer. Bien que cette distance fiit treés faible dans le cas de notre étude, une étude d’une
plus grande envergure pourrait étre envisagée sur d’autres sites, ou la distance entre les
obstacles est d’ordre de dizaines de kilométres. Ce type d’étude aurait également permis de
généraliser nos résultats. Cependant, la encore, une contrainte déja mentionnée s’ajoute a

nouveau. La distance de nage plus grande signifie également le temps de nage (i.e. différence
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d’age) plus important. Ainsi, I’analyse préliminaire de la dynamique des profils moléculaires

en fonction de 1I’age et du développement du cerveau des individus serait nécessaire
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Figure 21) Schéma de la démarche suivie le long de la thése. Les rectangles bleus
correspondent aux analyses effectuées, les rectangles jaunes correspondent aux questions
posées, et les rectangles verts aux perspectives d’étude. Les rectangles sont positionnés sur

trois zones de couleur de fond différente, permettant de les situer chronologiquement (bleu=
1° année, blanc=2° année, rouge=3° année de thése).
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