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A. Lewden 2017 Introduction

- Préface -

L’¢étude des "Stratégies de thermorégulation liées aux contraintes physiologiques et environnementales
chez le manchot royal (Aptenodytes patagonicus)" aborde la thermorégulation chez des individus
nourris et a jeun étudiés dans 1’eau et a terre. Ainsi, le fil conducteur de cette introduction sera focalisé
sur les espéces endothermes amphibies marines en réduisant a chaque partie le nombre d’espéces
considérées afin de partir des concepts généraux pour en arriver aux spécificités de mon modele d’étude,
le manchot royal. Cependant, le cas échéant, des exemples pertinents illustrant des contraintes ou des

concepts similaires pourront étre utilisés en dehors du groupe principalement considéré.

Ce sujet d’écophysiologie sera introduit par une vision d’ensemble de la thermorégulation. Pour
commencer, les principes majeurs et les définitions seront donnés pour les ectothermes et les
endothermes, afin de mettre en avant les différences entre ces deux groupes. Ensuite, nous nous
intéresserons aux adaptations caractéristiques des especes vivant dans des milieux froids induisant des

pertes de chaleur conséquentes dans 1’air mais également dans 1’eau.

La surface de la terre est recouverte a 71% par les mers et les océans. Cet environnement aquatique
présente des caractéristiques différentes du milieu terrestre et offre un habitat disponible pour les especes
qui y sont adaptées. La disponibilité de ces habitats est d’ailleurs trés probablement le moteur évolutif
de la colonisation de ces niches trophiques marines il y a environ 60 millions d’années (Benton 2004).
Le nombre d’espéces de mammiféres et d’oiseaux marins varie en fonction du sens stricte ou élargi que
I’on attribue a ce terme. Dans cette introduction, les espéces marines considérées seront uniquement les
especes amphibies (exclusion des cétacés et des siréniens). En effet, de par leurs capacités a effectuer
des activités terrestres et aquatiques, ces especes présentent des adaptations morphologiques et
physiologiques aux deux milieux sans étre intégralement spécialisées a I’'un d’entre eux. Cette capacité
amphibie nécessite également la mise en place de différentes stratégies de thermorégulation en fonction
du milieu ambiant. Ainsi, les adaptations morphologiques et métaboliques en lien avec la

thermorégulation seront traitées dans les deux milieux.

Par la suite, les activités en lien avec le milieu aquatique, telles que la nage, I’entrée et la sortie de I’eau
mais encore la plongée, seront détaillées uniquement chez les especes d’oiseaux. Pour finir, nous nous
focaliserons sur la plongée des manchots qui présentent des capacités d’apnées impressionnantes. De
plus, de par leur incapacité a voler, ces especes passent plusieurs jours immergés dans 1’eau impliquant

différentes stratégies de thermorégulation.



Introduction A. Lewden 2017

A. Qu’est-ce que la thermorégulation ?
1. Définitions

La thermorégulation regroupe les processus qui permettent de réguler la température corporelle d’'un
individu. La thermorégulation peut étre passive comme lorsqu’un individu se réchauffe aux rayons du
soleil ou active, signifiant que I’individu produit sa propre chaleur corporelle. Dans tous les cas, les
¢changes de calories entre 1’organisme et son environnement sont permanents, quelques soient les
conditions, et vont influencer 1’activité de thermorégulation. La thermogénése ct la thermolyse sont
les deux principaux mécanismes qui vont permettre d’augmenter la température corporelle par gain de
chaleur ou de diminuer cette dernicre par dissipation de chaleur. La thermorégulation est un processus
physiologique dont la régulation peut se faire par voie neuronale (Seebacher 2009) permettant d’ajuster
les réponses de I’organisme selon les contraintes environnementales (e.g. variation de température) afin
de maintenir une température interne plus ou moins stable (i.e. température de consigne ; Nakamura et

Morrisson 2008) (Box 1).

-

Box 1 : Régulation neuronale simplifiée de la thermorégulation
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Figure A : Schématisation de la boucle de régulation de la température corporelle a partir de la sensibilité interne (centraux)
et périphérique (cutanés).

Le controdle de la thermorégulation par le systéme nerveux s’effectue par une boucle régulatrice. Cette derniere permet de
maintenir les températures internes stables malgré les variations de températures ambiantes. Le retentissement de la
sensibilité des neurones thermosensibles est intégré et comparé a la température de consigne. En fonction de la différence
entre les températures corporelles (internes et cutanées) et la température de consigne, une série de réponses
thermorégulatrices est mise en place. Ainsi le message nerveux va contréler différents effecteurs. L’hypothalamus agira sur
le systéme nerveux orthosympathique induisant les réponses thermo-compensatrices comme la vasomotricité, la
piloérection ou encore I’activation du tissu adipeux brun. En paralléle, la moelle épiniere pourra agir sur le tonus et le frisson
musculaire par le biais des motoneurones somatiques.
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Les organismes endothermes sont caractérisés par une capacité de thermogénése suffisante au maintien
d’une température corporelle stable (>35°C), créant une différence de température importante entre
I’organisme et le milieu ambiant. Ainsi, cette température corporelle est indépendante de la température
ambiante (McNab 2002); on dit alors que ces organismes sont "homéothermes". En revanche, les
organismes ectothermes présentent une production de chaleur insuffisante pour permettre la mise en
place d’un gradient de température significatif entre la surface corporelle et I’environnement. Par
conséquent, leur température corporelle varie en fonction des températures extérieures et on les appelle
aussi des "poikilothérmes" (Figure 1). Cette différence schématique entre ces deux types d’organismes
est la conséquence, entre autres, de leur métabolisme. En effet, les individus endothermes ont un
métabolisme de repos 5 a 7 fois supérieur aux ectothermes de méme taille et a la méme température

corporelle (Schmidt-Nielsen 1979).

L Homéotherme
Hétérotherme | psiarotherme
Ectotherme Endotherme
J
Chaud Milieu interne \ Chaud
Tissus \‘
<{—— Thermogenése |
Froid \\ / Froid
Milieu externe
Surface de la peau
Graisse sous-cutanée D Température variable - Flux thermique extérieur - intérieur
B relage ou plumage [ Température stable Flux thermique intérieur- extérieur

Figure 1 : Ectothermie et endothermie chez les animaux. Adapté de Gilles et al. 2012

Bien qu’insuffisante a I’indépendance des températures corporelles face aux conditions ambiantes, la
thermogéneése chez les especes ectothermes peut permettre de maintenir certaines régions du corps a des
températures supérieures a la température ambiante. Ces especes sont alors qualifiées d’"ectothermes
hétérothermes" (Figure 1). Parmi ces organismes figurent notamment plusieurs espéces de thons et de
requins. Réciproquement, les endothermes peuvent également étre hétérothermes. Cette hétérothermie,
chez les especes endothermes, se définit au sens stricte par I’abaissement significatif (> 2°C) des
températures corporelles pendant plusieurs heures a plusieurs mois (Phillips et al. 1985; Schmidt-
Nielsen 1979). Cependant, la réduction des températures peut toutefois se restreindre a certaines régions

du corps et I’on parlera alors d’"hétérothermie régionale".

La thermorégulation est nécessaire en raison de I’influence de la température corporelle sur la vitesse
de fonctionnement de I’organisme. En effet, les réactions chimiques et enzymatiques qui conditionnent

le métabolisme, et toutes activités de 1’organisme, sont liées a la température du milieu interne. Cette
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relation est communément décrite par le coefficient thermique, Qqo, qui est le rapport des vitesses
lorsque la température augmente de 10°C. Chez les endothermes, le métabolisme cellulaire est capable
de générer suffisamment de chaleur pour maintenir la température corporelle optimale dans un large
panel de conditions ambiantes (thermogenése adaptative ; Morrisson et al. 2008) tandis que chez les
ectothermes, la relation est inverse, ce sont les variations thermiques de I’environnement qui vont

partiellement influencer I’activité métabolique.
2. Influence de I’environnement

Les échanges thermiques entre le milieu interne (organisme) et le milieu externe (environnement) sont
permanents et vont varier en fonction des conditions environnementales influengant les réponses de

I’organisme.
2.1. Le gradient de température

La différence de température entre la température corporelle (Tp) et la température ambiante (T,)
s’exprime par un gradient de température, soit une différence de température par unité de distance.
Ainsi, on parlera d’un fort gradient de température lorsque la différence entre la Ty, et T, sera élevée sur
une faible distance (e.g. la surface de la peau et le milieu ambiant). La différence entre la Ty, et la T,
influence I’intensité des flux thermiques allant systématiquement du milieu plus chaud vers le milieu
plus froid (i.e. pertes ou gains de chaleur). Plus la différence de température sera importante, plus les
¢changes thermiques seront également importants pour tendre vers I’ équilibre, c’est-a-dire un gradient
de température nul. Chez les endothermes, I’activité de thermogéneése est principalement soutenue par

la production métabolique de chaleur suivant le modele de Scholander (Scholander et al. 1950) :
MR =Cx (Tp,—Tb)

ou le taux métabolique (MR) est I’équivalent du produit de la conductance thermique (C) par la
différence entre la T, et la Ta. Ainsi, les organismes endothermes sont capables de soutenir des variations
importantes du gradient de température (i.e. plus important quand la température ambiante diminue) par

thermogéneése, permettant le maintien d’une Ty stable.

11 existe une zone de thermoneutralité, au sein de laquelle les organismes endothermes sont soumis a
des pertes de chaleur négligeables (i.e. gradient de température faible) ne nécessitant pas de travail

métabolique supplémentaire pour maintenir leurs températures corporelles constantes (Hill et al. 2004)

(Figure 2).
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Figure 2 : Relation entre la température ambiante et la température corporelle chez les ectothermes et les endothermes

Au contraire, en dehors de cette zone, les mécanismes de production ou de dissipation de chaleur devront
étre mis en place afin de maintenir I’homéothermie (Seebacher 2009). Ainsi, la zone de thermoneutralité
est limitée par une température critique inférieure (T.;) correspondant a la température ambiante basse
a partir de laquelle I’animal devra contrebalancer les pertes de chaleur. A I’inverse, la température
critique supérieure (Tc) définit la limite élevée de cette zone a partir de laquelle une dissipation de
chaleur sera mise en place afin que la température corporelle n’augmente pas. Il est a noter que cette
zone de thermoneutralité, ainsi que ses limites, varient en fonction des espéces et que la majorité des
endothermes ont une T¢> 20°C dans 1’air. Ainsi, la plupart des endothermes rencontrent fréquemment
des T, inférieures a leur T au cours de I’année, nécessitant I’activation de la thermogéneése (Figure 3).
Il est aussi intéressant de noter que la gamme de variation des températures ambiantes est plus restreinte

dans I’eau (de -2°C a +35°C) que dans ’air (-60°C a +80°C) (Gilles 2012).

I 0 [ 1 [ 2 [ 3 [ 4 1 5 6 1 7 [ & [ 9 [ 10 [ 11 [ 12

Figure 3 : Nombre de mois dans I’année ou la moyenne minimale du mois est inférieure a la Tei de 21°C (Canterbury 2002)
pour une taille moyenne d’oiseau de 13g (Blackburn et Gaston 1994). La carte se base sur les données WorldClim (Hijmans et
al. 2005) basées sur la moyenne minimum de température entre 1950-2000. Adapté de Humphries et Careau 2011
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Bien que I’activité métabolique permette d’augmenter la production de chaleur, cette derniére ne peut
cependant pas compenser les pertes de chaleur indéfiniment. Si la diminution de la température ambiante
se poursuit en dega d’un certain seuil, la production de chaleur ne sera alors plus suffisante pour
maintenir la Ty et cette derniére diminuera, entrainant rapidement une hypothermie. L hypothermie
définit toute situation de diminution de la température corporelle de 2°C en dessous de la température
de normothermie (Prinzinger et al. 1991; Reinertsen 1996). Le terme de torpeur est, quant a lui,
employ¢ dans le cas d’une diminution plus importante de la température corporelle qui conduit a un état
d’inactivité et a une réduction du niveau de réaction face a un stimulus extérieur (Bligh et Johnson 1973).
A I’inverse, si la température ambiante augmente au-dela d’un certain seuil, les organismes ne pourront
plus dissiper suffisamment de chaleur, pour maintenir I’homéothermie, et leur T, augmentera en
conséquence. Si la température corporelle dépasse le seuil de normothermie, on parlera alors

d’hyperthermie.
2.2 Les échanges thermiques

Des mécanismes physiques vont venir influencer les transferts thermiques, a savoir 1’échange d’énergie
thermique ou chaleur (calorie) entre deux corps a températures différentes. En milieu aérien, ces
¢changes de chaleur se feront par radiation, convection, conduction et évaporation (McNab 1974)
toujours de la zone la plus chaude vers la zone la plus froide. En milieu aquatique, les transferts

s’effectueront uniquement par conduction et convection (Figure 4).

© Brian Guzzeti / Design pics

Figure 4 : Différence de type et d’intensité des transferts thermiques dans I’air et dans I’eau s’appliquant a la surface d’un

organisme endotherme.
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La conduction est un mécanisme de transfert thermique agissant sans déplacement de matiére par
opposition a la convection qui s’effectue entre deux milieux se déplacant I’un par rapport a I'autre
(Pérez et al. 1993). Par exemple, ’effet de refroidissement du vent est induit par la convection. L.’eau
présente une conductivité 24 fois supérieure a celle de I’air (0.550 W.m.C® a 0°C) induisant une vitesse
de transfert de chaleur bien plus importante (Figure 5). De méme, le coefficient de transfert de chaleur
convective est 20 a 80 fois plus élevé dans 1’eau calme que dans I’air (Nadel et al. 1984). De fagon
générale, il a été mesuré que sur 14 espéces d’oiseaux marins, la conductance double au contact de I’eau

et augmente de 4.8 fois lors de I’immersion compléte des individus (de Vries et van Eerden 1995).

!/;Z? Quelques chiffres

La conductance totale d’un cormoran huppé (Phalacrocorax aristotelis) est 3 fois plus élevée (de 2.05 a 6.64 W/m2.C>1) dans
une eau a 9°C que dans I'air a 14°C (Enstipp et al. 2007). Quant a la conductance des guillemots de Briinnich (Uria lomvia),
elle augmente de 214% lors de I'immersion dans |’eau (Croll et McLaren 1993).

Considérant un animal dans son ensemble, la surface de la peau est la plus appropriée pour approfondir
les échanges de chaleur avec le milieu ambiant. Ainsi, la conductance thermique est le produit de la
surface totale de la peau (en m?) et du coefficient de transfert thermique (en W.m?kg). D’une fagon trés
générale, les ectothermes ont une peau pas ou peu isolée, ce qui leur permet un gain de chaleur rapide
sous I’influence d’une source exogéne. En revanche, les endothermes peuvent limiter les déperditions
de chaleur périphérique grace a une meilleure isolation thermique cutanée (Figure 1 et voir partie B2).
Par la suite, seuls les mécanismes liés a la thermorégulation chez les espéces endothermes en

environnement froid (i.e. soumis a des pertes de chaleur) seront abordés.
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Figure 5 : Relation entre la masse corporelle (kg) et la conductance thermique en posture debout dans I’air (cercle), en posture
de nage (triangle) et de plongée dans 1’eau (carré) chez plusieurs oiseaux marins : Anas crecca, orange clair; Mergus albellus,
vert; Fulica atra, jaune; Bucelphala clangula, bleu; Aythya fuligula, gris; Anas platyrhynchos, rose; Podiceps cristatus, cyan;
Aythya marila, noir; Mergus serrator, orange; Gavia stellate, rouge; Mergus merganser, bleu clair; Somateria mollissima, vert
clair; Anser anser, magenta; Phalacrocorax carbo, blanc. Adapté de de Vries et van Eerden 1995
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B. Comment réduire les pertes de chaleur dans un environnement
froid ?

La premicre étape pour lutter contre le froid chez les endothermes est d’en limiter les effets sur
I’organisme en réduisant les pertes de chaleur. Les périodes d’expositions a des températures froides
peuvent étre considérées a plusieurs échelles de temps. Les espéces résidentes a des hautes latitudes et
altitudes rencontrent fréquemment des périodes de basses températures (Figure 3). En revanche, les
especes des climats plus tempérés ne rencontrent ces périodes froides que lors de la "mauvaise saison",
en hiver. Enfin, il arrive que les basses températures ne soient rencontrées que durant la nuit et/ou durant
des périodes d’immersion dans I’eau (e.g. recherche alimentaire). En effet, ce dernier phénomene est li¢
a une augmentation de la conductivité et/ou a un décalage de la zone de thermoneutralité. Ainsi, les
ajustements pour lutter contre le froid sont mis en place a plus ou moins long terme selon les especes,
en fonction de la durée d’exposition a ces conditions thermiques défavorables. Ces ajustements peuvent
correspondre a de la régulation, de I’acclimatation, de I’habitation, de 1’évitement, ou a plus long terme

de I’adaptation.
1. L’évitement

Une fagon de réduire les pertes de chaleur est de s’extraire physiquement d’un environnement froid, ou
de s’¢loigner de ’homéothermie durant les périodes thermiquement contraignantes. Ces phénomenes

seront abordés sous un aspect comportemental bien qu’une régulation hormonale intervienne également.
1.1 La migration

La saison hivernale se caractérise par une détérioration des conditions climatiques, baisse des
températures, ainsi qu’une diminution de la productivité des habitats. Cette saison représente alors un
challenge pour les espéces endothermes avec une augmentation des colits de thermorégulation (Dawson
et O' Connor 1996; Broggi et al. 2004) face a une diminution de la disponibilité alimentaire et donc des
ressources énergétiques (Weathers et al. 1999). Ainsi I’hiver représente une longue période de
températures défavorables que de nombreuses espéces évitent par une migration automnale vers des
zones plus chaudes (au sud pour les especes de ’hémisphere Nord). Bien que cette migration puisse
représenter un colt énergétique important, elle conduit les individus vers des régions aux conditions

environnementales (i.e. climat/ressource) plus favorables a leur survie.
1.2 La torpeur et I’hibernation

Une deuxieme ‘solution logique’ (Shmidt-Nielsen 1979) pour "éviter" les conditions hivernales sans
migrer est de suspendre le maintien des températures ¢élevées des homéothermes et d’économiser
I’énergie en arrétant toutes activités. Se faisant, les individus diminuent leur température corporelle de

4°C a 40°C (voir Ruf et Geiser 2015 pour revue) et entrent en torpeur. Ce mécanisme d’évitement est
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connu pour étre utilisé par sept ordres de mammiféres (Geiser 2014) et quatre ordres d’oiseaux (Brigham
1992; Geiser et Ruf 1995), mais des études récentes révelent son utilisation (jusqu’alors méconnue) par
d’autres espéces (Ruf et al. 2015; Streicher et al. 2017). La durée des épisodes de torpeur peut aller de
quelques heures a plusieurs semaines (Wang et Lee 2011). Une succession de ces épisodes, entrecoupés
de période de réveil, peut représenter une phase du cycle annuel défini comme I’hibernation. Ainsi,
I’économie d’énergie réalisée au cours de I’hibernation représente 80 a 90% de la dépense énergétique
d’un individu qui serait resté a normothermie (Armitage et Woods 2003; Armitage et al. 2003; Geiser
2004). La torpeur journaliére est un épisode ponctuel qui ne dure que quelques heures et dont la baisse
de Ty est souvent moins importante (Figure 6A) que celle observée lors de I’hibernation (Ruf et Geiser
2014; Figure 6B). De plus, I’évitement est double car bien que la température corporelle et la durée des
torpeurs soient affectées par les températures ambiantes (Bierber et Ruf 2009; Stawski et Geiser 2010),
la température a I’intérieur des hibernaculums demeure généralement supérieure aux températures
extérieures (Watts et Jonkel 1998). De plus, il est a noter que la torpeur ainsi que 1’hibernation sont des
réponses comportementales d’évitement des conditions défavorables, régulées par des mécanismes

physiologiques tels que les processus hormonaux et la réduction de I’activité métabolique.
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Figure 6 : Torpeurs journalieres d’un hamster Sibérien (Phodopus sungorus) (A) et succession de torpeurs au cours de
I’hibernation d’un spermophile a manteau doré (Spermophilus lateralis) (B) au milieu de I’hiver. Adapté de Ruby 2003

De fagon similaire, certaines especes utilisent des cavités faites par excavation dans des troncs d'arbres
ou dans la neige (Hogstad 1989; Cooper 1999) pour limiter les cofits associés a des températures
extérieures froides. En effet, ces petits espaces réduisent la perte de chaleur convective et radiative et
permettent a l'individu d'élever la température ambiante de la cavité (Andreev 1980; Walsberg 1986).
Ces espaces a demi-fermés protégent aussi l'individu contre les précipitations et leurs utilisations

permettent de réduire les dépenses énergétiques liées a la thermorégulation en période froide.

A plus courte échelle de temps, 1’évitement peut également s’observer au sein d’une journée. Ainsi
certaines especes résidentes sélectionnent, durant les journées hivernales froides, des micro-habitats a
I’abri du vent permettant de réduire les pertes de chaleur par convection (Marsh et Dawson 1989,
Scholander et al. 1950; Wolf et al. 1996), et/ou exposés au soleil augmentant le gain de chaleur par

radiation (Doucette et Geiser 2008; Geiser et Drury 2003).
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%z Quelques chiffres

La mésange boréale (Poecile montanus) peut économiser jusqu'a 38% des colts de thermorégulation nocturne en se réfugiant
dans une cavité (Cooper 1999).

1. 3 Le regroupement
La réduction des pertes de chaleur face aux températures froides peut également passer par un
regroupement des individus que I’on appelle thermorégulation sociale. La thermorégulation sociale est
définie par "le comportement qui conduit a la formation et au maintien d’un groupe d’animaux" (Alberts
1978) et plus récemment par "un regroupement d’individus les uns contre les autres afin de se
réchauffer" (Canals et al. 1998). La thermorégulation comportementale a été observée chez de
nombreuses especes d’oiseaux et de mammiferes (voir Gilbert 2006 pour revue) aussi bien chez des
nouveau-nés, des jeunes que chez des adultes. Ce comportement peut notamment réduire les cotits de
thermorégulation (Gilbert et al. 2010) et améliorer la survie des individus (Hart 1971). Cette économie
d’énergie est principalement liée a la constitution d’un regroupement d’individus serrés formant un plus
grand volume compact, venant diminuer efficacement le ratio surface/volume et réduire la surface

corporelle d’exposition au froid (Arnold 1990; Canals et al. 1997; Boyles et al. 2008).

%z Quelques chiffres

Durant I'hiver austral, les manchots empereurs males se regroupent en « tortue » (Cendrons 1952) au sein de laquelle la
température ambiante peut augmenter jusqu’a 37.5°C alors que les températures environnantes sont de -20°C (Gilbert et al.
2006).

Ces regroupements peuvent s’étendre sur des périodes plus ou moins longues selon les espéces et les
conditions environnementales. Ainsi, les perdrix grises (Perdrix perdrix) se regroupent uniquement
durant les nuits hivernales dans des terriers de neige (Putaala et al. 1995). Chez les espéces marines, ce
comportement a pu étre observe a terre notamment chez 1’otarie de Californie (Zalophus californianus)
et fournit les mémes avantages que pour les especes terrestres (Liwanag et al. 2014). Il est également
possible de voir un cumul des stratégies avec des especes €vitant la saison hivernal en hibernant a
plusieurs dans des terriers (i.e. thermorégulation sociale) afin de diminuer les dépenses énergétiques et

d’augmenter la survie de chacun (Boyles et al. 2008; Arnold et al. 1991; Armitage 1999; Arnold 1990).
2. Le ratio surface/volume

De nombreuses ¢études ont montré I’importance du ratio surface/volume dans la thermorégulation. En
effet, lorsqu’il augmente en taille, un corps va moins rapidement augmenter en surface (au carré) qu’en
volume (au cube). Ainsi, les déperditions de chaleur périphériques sont proportionnelles a la surface
corporelle tandis que la production de chaleur est, quant a elle, proportionnelle au volume corporel (i.e.
masse des organes métaboliquement actifs). Ainsi le rapport surface/volume élevé des petites espéces

favorisera les pertes de chaleur comparativement a des espéces plus grandes (Aschoft 1981).

10
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Deux regles découlent des contraintes induites par ce ratio :

-La premicre régle, la régle de Bergmann, stipule que la taille des espéces de vertébrés
endothermes sera plus grande dans les régions froides (Bergmann 1847). Cette régle se base sur
I’avantage sélectif procuré par le faible ratio surface/volume des grandes espéces, limitant les pertes de
chaleur comparativement aux petites especes (Blackburn et al. 1999). Elle a pu étre vérifiée dans des
¢tudes interspécifiques chez des espeéces de mammiferes et d’oiseaux terrestres (Meiri et Dayan 2003;
Ashton 2002). Une étude plus récente a revisité cette régle de facon détaillée et a confirmé la méme

relation chez les espéces de mammiféres marins (cétacés et pinnipedes) (Torres-Romero et al. 2016).

-La seconde régle, la régle d’Allen, stipule que chez les endothermes, la taille relative des
extrémités (i.e. membres, oreilles, bec) sera plus faible dans les environnements froids afin de réduire
les colits de thermorégulation (Allen 1877). En effet, la plupart des endothermes posséde des zones
corporelles moins bien isolées jouant le role de « fenétres thermiques » (voir Figure 8) et favorisant les
¢changes de chaleur avec I’environnement (Speakman et Ward 1998). Or, la surface de ces organes
périphériques pourrait étre soumise a une pression de sélection plus ou moins importante en fonction

des conditions environnementales.

3. L’isolation

Plus la peau sera épaisse et de bonne qualité isolante (conductibilité¢ thermique), plus sa conductance
thermique sera faible, diminuant les risques de pertes de chaleur corporelle. Ainsi, deux catégories
d’isolants sont présentes chez les endothermes : les phanéres (i.e. poils et plumes) et la graisse sous-
cutanée.

3.1 Les phanéres

Comme déja dit plus haut, I’air est 'un des composants le plus isolant et facilement disponible
(conductance thermique = 0.025 W.m.K'', contre 0.550 pour I’eau). Les propriétés isolantes des
phaneres, poils chez les mammiféres et plumes chez les oiseaux, dépendent principalement de leur
densité, c’est a dire de leur capacité a emprisonner un grand volume d’air et a repousser 1’eau. Afin de
garantir une meilleure efficacité¢ de I’isolation, les phanéres doivent étre adaptés a I’environnement
rencontré par les individus. Ainsi, une récente étude démontre que la structure des plumes dépend de
I’habitat dans lequel évoluent les oiseaux (Pap et al. 2017). Des ajustements peuvent également se mettre
en place, a plus court terme, sur quelques mois. Par exemple, la mue automnale permet de mettre en

place une isolation mieux adaptée aux conditions hivernales.

Hé{- Quelques chiffres

La mue automnale augmente de 104% la masse du plumage hivernale comparativement au plumage estival de la mésange de
Gambel (Poecile gambeli) (Cooper 2002).
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D’autres ajustements aux conditions climatiques peuvent se faire de fagon temporaire, telle que la
piloérection (Figure 7). En effet, sous I’'impulsion des muscles arrecteurs, les phaneres se redressent et
peuvent emprisonner un plus grand volume d’air, diminuant ainsi immédiatement la conductance

thermique périphérique.

Figure 7 : Comparaison de la piloérection de la mésange a téte noire en fonction de la température ambiante, en 1’absence de
piloérection a une Ta de 20°C (A) et en présence de piloérection a une Ta de -6.6°C (B). Adapté de Lewden et al. 2017

Les phaneres des espéces marines, qui sont fréquemment immergées dans I’eau, doivent étre d’autant
plus adaptés a limiter les pertes caloriques. Ainsi, les espéces aquatiques présentent généralement un
pelage/plumage plus isolant (Box 2) et surtout plus imperméable, que les espéces terrestres. Le pouvoir
hydrophobe des phanéres est li¢ principalement a leur densité et a la fagon dont ils se superposent
étroitement les uns sur les autres pour contrebalancer la pression hydrostatique et limiter les risques

d’infiltration de I’eau, a la maniére des tuiles d’un toit.

Cependant, il est surprenant de noter que toutes les espéces marines n’ont pas systématiquement une
couverture imperméable. Ainsi, le grand cormoran (Phalacrocorax carbo), qui est une espéce
plongeuse, ne présente un plumage que partiellement imperméable (Grémillet et al. 2005). Ce plumage
nécessite alors un temps de séchage entre chaque plongée afin de restaurer sa capacité isolante. En
revanche, cette semi-perméabilité réduit la flottabilité des individus et permet a ces derniers d’effectuer
des descentes plus rapides et donc d’accroitre le temps passé en profondeur a s’alimenter (Quintana et
al. 2007). De fagon encore plus paradoxale, certaines especes d’oiseaux marins, telle la frégate (Fregata
magnificiens), ne possedent pas de plumage imperméable ni méme semi-imperméable. En fait, le corps
des frégates ne touche que rarement la surface de 1’eau, ces derniéres possédant un bec adapté a la

capture des proies en vol.
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/ BOX 2: Structure isolante d’'un mammifére aquatique et d’un oiseau antarctique \

La loutre de mer (Enhydra Lutris) est 'une des plus petites especes de mammiféres marins, répartie le long des cétes de
I’Alaska jusqu’en Californie. Cette large aire de distribution conduit I’espece a rencontrer des températures bien en decga de
sa zone de thermoneutralité. Elle possede le pelage le plus dense de la classe des mammiféres (Tarasoff 1973) avec entre
26 000 a 165 000 poils/cm? selon les régions du corps (Williams et al. 1992). La densité du pelage mais également I’orientation
des poils fournissent aux individus une isolation de qualité indispensable a leur survie en mer (Williams et al. 1992). Ainsi de
nombreuses études comparatives sur la morphologie du pelage de la loutre de mer (Liwanag 2008; Kuhn 2009; Figure B)
s’accordent sur la capacité optimale d’isolation périphérique de cette espece. En revanche, |’entretien de ce pelage a un colt
important : il représente 12 a 40% de |’activité journaliere, ce qui augmente le métabolisme de repos de 64% (Yeates et al.
2007).

Figure B: Microstructure de la cuticule des poils de la loutre de mer observée par micrographie électronique. Adapté de
Liwanag 2008 et Kuhn 2009

Avec une répartition circumpolaire antarctique, le manchot empereur (Aptenodytes forsteri) affronte quant a lui des
températures ambiantes allant jusqu’a -40°C dans I'air et jusqu’a -1.8°C dans I'eau (point de congélation de I'eau de mer). La
survie des individus est alors assurée en grande partie par I'épaisseur et la morphologie du plumage (Rutschke 1965) qui
assure entre 80 et 90% de I'isolation (Jarman 1973; Le Maho et al. 1976). Ce plumage est composé de plumes courtes et
raides permettant un bon recouvrement et le rendant entierement imperméable (Dawson et al. 1999). De plus, le nombre
de plumes peut aller jusqu’a 46/cm? (Lowe 1933; Stonehouse 1970; Dawson et al. 1999) assurant une isolation de qualité. En
effet, le manchot empereur présente un plumage complexe composé de 12 types de plumes (Williams et al. 2015). En position
ventrale et dorsale, chaque plume est entourée de 9 plumules (Figure C1). Ce sont ceslumules qui sont la principale source
d’isolation avec une densité 4 fois supérieure aux autres plumes (Williams et al. 2015). De plus, chaque plume est surmontée
d’une filoplume a sa base, d’aspect duveteux (Figure C2, Tollu 1988), venant encore améliorer la capacité d’isolation.

i T LAY
Figure C : Organisation des plumes entourées par des plumules a la surface de la peau ventrale d’'un manchot empereur (1).
Chaque plume est également surmontée d’une filoplume, d’aspect duveteux, accroché par un court rachis (2). Adapté dej

Williams et al. 2015

3.2 Le tissu adipeux sous-cutané

La graisse sous-cutanée est un isolant thermique dont 1’épaisseur varie en fonction de la condition
corporelle des individus. Elle peut étre accumulée en grande quantité chez les especes des régions
polaires, comme c’est le cas chez les phoques ou I’épaisseur relative de la couche de graisse sous-
cutanée représente 58% de la surface en coupe transversale, contre 42% de la surface occupée par la
masse viscérale. De plus, contrairement aux phaneéres, ce tissu adipeux est vascularisé, ce qui permet
d’ajuster les transferts de chaleur convectifs avec I’environnement par des ajustements physiologiques

du flux sanguin a travers ce tissu.
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En I’absence de flux sanguin, i.e. vasoconstriction, le tissu adipeux va jouer, de fagon mécanique, son
role d’isolant thermique, limitant les pertes de chaleur entre 1’organisme et son environnement. A
I’inverse, la perfusion sanguine de ce tissu, i.e. vasodilatation, augmentera la température du tissu et
donc les échanges de chaleur entre ce tissu et I’environnement. Notons que ces modulations peuvent ne
concerner qu’une partie bien précise du corps, augmentant encore la finesse des ajustements. Ces zones
sont, comme indiqué précédemment, qualifiées de "fenétres thermiques". On les retrouve dans des
conditions bien précises, comme chez le phoque du Groenland (Pagophilus groenlandicus) aprés une

période de nage intense (Figure 8).
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Figure 8 : Photos infra-rouge de « fenétres thermiques » (n=13) permettant la dissipation de la chaleur d’un phoque du
Groenland apres 29, 30 et 32 minutes a terre succédant une période d’immersion dans 1’eau. Adapté de Mauck et al. 2003

3.3 Vasomotricité sanguine des tissus périphériques

La vasomotricité sanguine permet un ajustement de la conductance thermique au niveau des tissus
périphériques qui se trouvent directement sous la surface de la peau ; elle influence ainsi la température
de surface des individus. En effet, le changement rapide de perfusion sanguine périphérique permet de
modifier le gradient de température entre la peau et le milieu ambiant et donc d’influencer les pertes de
chaleur par conduction et convection. Ainsi les extrémités, privilégiées en raison de leur ratio
surface/volume élevé, présentent une anatomie vasculaire particuliérement complexe qui joue un rdle
important dans la thermorégulation. Lorsque le flux sanguin est réduit en périphérie, i.e. vasoconstriction
périphérique, la température cutanée diminue, réduisant le delta température peau-ambiance et donc les
pertes de chaleur et réciproquement lors d’une vasodilatation de ces extrémités (Prévost et Sapin-
Jaloustre 1964). Chez les oiseaux, le bec et sa vascularisation sous-cornée est un bon exemple de cette

adaptation des extrémités a des fins de thermorégulation (Box 3).
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Box 3 : Le bec, une surface d’échange efficace chez les oiseaux \

La taille du bec a depuis longtemps été mise en relation avec la niche thermique des espéces d’oiseaux (Snow 1954; voir
Tattersall et al. 2016 pour revue) et de fagon plus complexe avec le mode d’utilisation de leur habitat (Greenberg et al. 2012;
Luther et Greenberg 2013). De méme, une étude récente suggere un possible effet d’'une modification des conditions
environnementales au cours des derniéres décennies sur la taille du bec chez les juncos ardoisés (Junco hyemalis) (Labarbera
et al. 2016), soulignant des effets possibles méme a courte échelle spatio-temporelle (Danner et Greenberg 2015).

De fagon simplifiée, et en accord avec la regle d’Allen, les espéces ayant un plus grand bec ont majoritairement une aire de
répartition dans des climats plus chauds. Mais de fagon plus caractéristique d’une adaptation thermique, la partie kératinisée
externe du bec, la ‘rhamphoteque, est particulierement vascularisée (Lucas et Stettenheim 1972) et représente une zone
privilégiée d’échange thermique chez ces espéces (Hagan et Heath 1980). Cela a été démontré récemment avec des images
thermiques (Tattersall et al. 2009; Greenberg et al. 2012; Van de Ven et al. 2016; Figure D).

T,=32.2°C

Figure D : Degré de vascularisation chez le calao leucomele (Tockus leucomelas) (1) utilisé comme surface dissipation de
chaleur en présence de températures ambiantes élevées (2). Adapté de Van de Ven et al. 2016

Une hypothese alternative suggéere plutét que la pression de sélection exercée sur la taille du bec ferait intervenir la capacité
de rétention de la chaleur pendant les périodes plus froides, en hiver (Luther et Greenberg 2014). Ainsi, faisant face a des
températures inférieures a leur zone de thermoneutralité et en période de jeline, des canetons de barbarie (Cairina
moschata) expriment une vasoconstriction périphérique au niveau du bec (Tattersall et al. 2016 ; Figure E).

Figure E : Perfusion périphérique normale au niveau du bec a thermoneutralité (1) et réduite en conditions
environnementales froides (2). Adapté de Tattersal et al. 2016

/
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Dans le cas d’une exposition au froid, deux modalités permettent d’éviter le refroidissement du sang

allant aux extrémités :

- La premicre, nous ’avons vu dans le cas de la peau, est de limiter la perfusion sanguine des
extrémités par un mécanisme de vasoconstriction et/ou de shunt artério-veineux en région proximale de

I’extrémité.

- La deuxiéme est de réduire la différence de température artério-veineuse, donc les pertes
caloriques sans rendre les extrémités ischémiques, c’est a dire sans diminution drastique du débit
sanguin périphérique, grace a des échangeurs thermiques a contre-courant (Scholander et Schevill
1955). Ainsi au niveau des pattes des oiseaux marins, des nageoires des mammiféres marins et des
ailerons des manchots, de telles anastomoses artério-veineuses ont été mises en évidence. Ces structures
permettent de transférer la chaleur du sang artériel directement au sang veineux avant que le sang artériel

n’atteigne les extrémités pour distribuer oxygene et nutriments (Trawa 1970, Figure 9).

Figure 9: Flux sanguin sans (A) et avec (B) un systéme de contre-courant permettant de limiter les pertes de chaleur au niveau
des extrémités. La couleur rouge indique des températures chaudes tandis que la couleur bleue correspond a des températures
froides

C. Environnement froid : Augmenter la production de chaleur

En milieu froid et/ou thermo-conducteur, la principale activité de thermorégulation alternative (et
complémentaire) a la lutte contre les pertes de chaleurs périphériques est la thermogénese. Cette
augmentation de la production de chaleur vise a compenser les pertes caloriques résiduelles. En effet,
en dessous de leur zone de thermoneutralité, les espéces endothermes devront produire de la chaleur
pour maintenir leur température corporelle stable (si telle est la stratégie adoptée). Cette production de
chaleur supplémentaire implique une augmentation de I’activité métabolique, via différentes grandes
fonctions (e.g. locomotion, digestion) qui ne relévent pas forcement et directement d’un objectif de

thermorégulation au sens strict.
1. Activité métabolique

Les réactions métaboliques, quelles qu’elles soient, ont un rendement énergétique de 1’ordre de 25% :
cela signifie que 75% de ces réactions est dissipé sous forme de chaleur (Richard et al.1998). Ainsi,

I’hydrolyse de I’adénosine triphosphate (ATP) est la réaction biochimique majoritairement responsable
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de la production de chaleur. L’ATP est principalement synthétisée par la mitochondrie, un organite
cellulaire. Cette organite peut fonctionner de fagon « couplée », c’est-a-dire produire une grande quantité
d’ATP pour soutenir I’activité des cellules et donc des tissus (activité métabolique), ou de facon
« découplée » via I’activation de protéines découplantes, afin de favoriser la production de chaleur (au
détriment de I’ ATP). Dans tous les cas, la mitochondrie est une source de production de chaleur. Ainsi,
cette chaleur constitue un "déchet" métabolique d’autant plus important que les cellules ont une activité
importante, par simple effet Qio. Le fonctionnement minimal d’un organisme adulte au repos et a jeun
s’exprime dans la zone de thermoneutralité et correspond au métabolisme de base (BMR pour "basal
metabolic rate") (Daan et al. 1990; Mckechnie 2008; Figurel0). En effet, cette production de chaleur
est incompressible et représente 1’activité minimale du métabolisme pour I’entretien des fonctions de
base de I’organisme. Globalement cette chaleur est produite par les organes en fonction de leur niveau
d’activité. Le foie et le systeme digestif contribuent a 40% du BMR et les muscles squelettiques a 20%
(dont 10% pour les muscles respiratoires) du BMR (Richard et al. 1998). Cependant ces chiffres peuvent
varier de fagon trés importante selon les especes et en fonction de la saison considérée. Lorsqu’un animal
est exposé a des températures ambiantes inférieures a la zone de thermoneutralité¢ thermique, les
mécanismes de réduction des pertes de chaleur sont alors insuffisants pour maintenir la température
corporelle stable. Ainsi, on observe une augmentation de la thermogenése pour compenser les pertes
thermiques. Il en résulte une augmentation compensatoire de la production de chaleur, le métabolisme

dépassant alors le BMR (Cooper et Swanson 1994; Piersma et al. 1995; Bush et al. 2008) (Figure 10).
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Figure 10 : Relation entre la température corporelle et le métabolisme chez les endothermes. En dessous de la Tei ’activité
augmente avec la production de chaleur atteignant la capacité thermogénique maximale (Msum) au-dela de laquelle la
température corporelle diminuera.
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Rappelons que, de par ses propriétés physiques, 1’eau représente un élément qui engendre des pertes de
chaleur plus importantes que I’air, induisant une augmentation de la thermogénése. Ainsi, cette nécessité
de production de chaleur s’exprime a travers un métabolisme en moyenne 2 fois supérieur lorsque les
oiseaux sont dans I’eau comparativement a lorsqu’ils sont dans I’air (Table 1). En revanche,
I’augmentation de la production de chaleur d’un organisme ne peut pas se faire a I’infini. Ainsi, la
production de chaleur peut augmenter jusqu’au seuil défini comme la "capacité thermogénique
maximale" (Mgm, pour le métabolisme de sommet ou "summit metabolic rate") (Figure 10). Au-dela
de ce seuil, la production de chaleur ne sera plus suffisante au maintien de la température corporelle qui

diminuera, menant rapidement vers une hypothermie et la mort.

Table 1 : Comparaison du métabolisme de base dans I’air et I’eau chez plusieurs especes d’oiseaux marins. Adapté de

Ponganis 2015

Nom d'espéce Masse (kg) RMRair RMR eau Air/eau Auteurs
Guillemot de Troil Uria aalge 800 6.52 7.3 1.12  Bryan et Furness 1995; Croll et Mclaren 1993
Guillemot de Briinnich  Uria lomvia 81 16.14 8.84 0.55 Gabrielsen et al. 1988; Hawkins et al. 1997. Croll and McLaren 1993
Starique de Cassin Ptychoramphus aleuticus 160 10.22 12.14 1.19 Richman etLovvorn 2011
Harelde boréale Clangula hyemalis 490 5.6 5.59 1.00 Jenssen et Ekker 1989
Cormoran impérial Phalacrocorax atriceps 2390 5.81 9.02 1.55 Bevanetal.1989
Grand cormoran Phalacrocorax carbo 2 560 3.1 14.1 4.55 Schmid et al. 1995
Cormoran a aigrettes  Phalacrocorax auritus 2090 4.79 12.75 2.66 Enstipp et al. 2006; Enstipp et al. 2008
Cormoran huppé Phalacrocorax aristotelis 1650 5.02 19.37 3.86 Enstipp et al. 2005; Bryant and Furness 1995
Manchot royal Aptenodytes patagonicus 10810 2.57 4.53 1.76 Culik et al. 1996; Fahlman et al. 2005; Halsey et al. 2007
Manchot Adélie Pygoscelis adeliae 4000 3.7 8.36 2.26 Chappel et Souza 1988; Culik et Wilson 1991
Manchot de Humbolt  Spheniscus humboldti 3600 3.77 3.99 1.06 Butler et Woakes 1984; Luna-Jorquera et Culik 2000; Hui 1988
Manchot Pygmée Eudyptula minor 1000 4.72 8.05 1.71 Baudinette et Gill 1985; Green et al. 2006; Stahel et Nicol 1982; 1988
Moyenne 2470 5.99 9.5 1.94

1.1 Thermogénese de frisson

La thermogénése de frisson correspond a une augmentation du tonus musculaire qui constitue une
réponse spécifique a un stress thermique froid. Cette thermogénese représente la premiére source de
chaleur endogene chez tous les vertébrés endothermes (Hohtola 2002). Il s’agit de contractions
continues des muscles squelettiques antagonistes qui, étant asynchrones, n’induisent pas de mouvement
de déplacement squelettique (Hohtola 2004). L’activité musculaire de frissonnement est principalement
assurée chez les oiseaux par les muscles pectoraux fortement développés chez ces organismes (Calder
et King 1974). Le frisson thermique est ‘La’ réponse au froid commune chez les mammiferes et les
oiseaux (Jansky 1998; Bicudo et al. 2002; voir Bicego et al. 2007 pour revue). Ces contractions restent
relativement modérées et sont compatibles avec le maintien du frisson thermique dans le temps (4 fois

le BMR au plus, Block 1994; Marjoniemi 2001).
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1.2 Thermogénese sans frisson

La thermogénése sans frisson est une régulation chimique sans activité électromyographique qui a été
démontrée pour la premicre fois chez le rat acclimaté au froid, pour lequel il était observé une

augmentation du métabolisme au froid sans réaction motrice de la musculature (Cottle et Carlson 1954).

Chez les mammiféres, le site préférentiel de la thermogénése sans frisson (NST pour "non-shivering
thermogenesis") est le tissu adipeux brun (BAT pour "brown adipose tissue"), mais elle peut également
se mettre en place au niveau des muscles (Jansky et Hart 1963). Le BAT est notamment présent chez
les petits mammiféres (dont les hibernants) et les nouveau-nés. Comparativement au tissu adipeux blanc,
ce dernier posséde un grand nombre de mitochondries lui conférant son pouvoir thermogene. En effet,
les membranes mitochondriales du BAT contiennent une protéine découplante, ’'UCP-1 (pour
Uncoupling Protein 1). En découplant la chaine respiratoire mitochondriale, elle permet de détourner
une partie de la force proton-motrice de la production d’ATP (Nicholls et Rial 1999 ; voir Cannon et
Nerdergaard 2004 pour revue). Ce tissu est donc particuliérement efficace en termes de production de
chaleur et participe a hauteur de 60% a 1’augmentation du métabolisme pendant la sortie des phases de
torpeur chez les mammiféres hibernants (voir Jansky 1973 pour revue). En revanche, le BAT n’est pas

présent chez les oiseaux (Barré et al. 1986).

Sans BAT, la thermogénése sans frisson s’effectue de facon prépondérante au niveau des muscles
squelettiques chez les oiseaux (Hohtola 2004) mais également au niveau du foie (Bedu et al. 2001).
Cette production de chaleur sans frisson a été observée chez plusieurs especes d’oiseaux (Barré et al.
1985; Duchamp et al. 1991; voir Duchamp et al. 1999 pour revue), dont les manchots (voir Matériel et
Méthodes ; Duchamp et al. 1989; Skora 1994). Deux mécanismes principaux ont été mis en évidence
lors de la NST méme si les processus impliqués sont toujours sujet a controverse. Un premier mécanisme
implique, sous I’effet de la protéine av-UCP (pour « avian-UCP ») (Raimbault et al. 2001) similaire a
celle des mammiféres, un découplage des oxydations phosphorylantes mitochondriales (Skulachev et
Maslov 1960), tandis qu’un deuxieéme mécanisme implique un cycle futile de calcium (Dumonteil et al.
1993; 1995). De plus, une étude suggere que la coexistence de ces mécanismes pourrait étre possible

(Roussel et al. 1998).
2. Autres activités productrices de chaleur

L’activité physique n’échappe pas a la régle de la perte de rendement de toute activité métabolique.
Ainsi I’activité physique est couteuse en énergie (i.e. augmentation du métabolisme ; Figure 11) et

produit de la chaleur.
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Figure 11 : Cott de Iactivité représenté en multiple du métabolisme de base pour soutenir 1’activité des oiseaux en fonction de
la masse corporelle. Le vol battu (triangle orange) et le vol plané (triangle blanc), la course (carré noir) et la plongée chez les
especes a propulsion par les ailes (rond violet) et propulsion par les pieds (rond blanc). Adapté de Elliot et al. 2013

La perte de rendement énergétique de 1’exercice musculaire peut étre utilisé comme un avantage pour
diminuer le cot métabolique de la thermorégulation, le premier se substituant partiellement ou
entiérement au second : cela s’appelle le phénomene de "substitution des coiits" (Paladino et King
1984; Webster et Weathers 1990; Zerba et Walsberg 1992). Ainsi, si la production de chaleur dissipée
lors de ’activité est égale ou supérieure au coit énergétique de thermogenése de régulation et que cette
chaleur peut se substituer pleinement a la thermorégulation, l'activité dans le froid sera en quelque sorte
‘gratuite’. Bien que cette substitution des colts de thermorégulation par le biais d’autres grandes
fonctions (e.g. locomotion, digestion) ait été identifiée depuis longtemps (Lefévre 1911), les études
restent parcimonieuses et sous-estiment ’importance de I’influence qu’elle pourrait avoir sur la
physiologie, les stratégies comportementales et les réponses des endothermes face aux variations de
températures (voir Humphries et Careau 2011 pour revue). En effet, la substitution des cofits de
thermorégulation dépendent de plusieurs facteurs, telles que les pertes de chaleur, suffisamment élevées
pour créer une possibilité de substitution compléte (voir Lovvorn 2007 pour revue) (Box 4). Ainsi, le

niveau de substitution dépend de la température ambiante mais également de I’intensité de 1’activité.
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Box 4 : Principe de substitution par activite

. Métabolisme de repos <—>  Quantité de chaleur pour la substitution

Métabolisme d’exercice — =«  Substitution

Au froid dans I'eau

Au froid dans lair

L Ausein delazonede
thermoneutralité

L

N N S N S

Figure F : Principe de substitution énergétique dans différentes conditions environnementales sans I'intervention de la
substitution (N) ou avec I'intervention de la substitution (S). Adapté de lovvorn 2007

La production de chaleur pour une activité donnée (locomotrice, digestive et autre en dehors du BMR) est considérée ici
identique (par souci de simplification) quelques soient les conditions environnementales (6 unités ‘carreaux’ ; Figure F), tandis
que le colt métabolique de thermogénése varie selon les conditions environnementales en fonction de I'importance des
pertes thermiques. La figure montre clairement qu’en fonction du contexte, la production de chaleur locomotrice vient
compenser en proportions variables le colt de thermorégulation (violet). Ainsi, plus les pertes de chaleur sont importantes
(ici au froid dans I'eau), plus la substitution sera efficace (i.e. le double, comparée au cas ‘Au froid dans I'air’).

~

/

2.1 La locomotion

Un bon exemple de substitution par I’activité physique mise en évidence, est la réallocation complete
de la chaleur produite par le déplacement lors de I’activité de recherche alimentaire en hiver chez
deux espeéces de passereaux nord-américains (Junco phaeonotus et Junco hyemalis ; Weathers et
Sullivan 1993). Mais une substitution méme partielle peut étre un avantage décisif en conditions
climatiques difficiles, comme par exemple lors du déplacement terrestre du bécasseau maubeche
(Calidris canutus) ; la réduction des colits de thermorégulation est de 35% par rapport aux individus

inactifs chez cette espece (Bruinzeel et Piersma 1998).

La substitution de I’activité physique aux cofits de thermorégulation a également été démontré dans
I’eau. Ainsi, ’activité de nage permet de compenser les cofits de thermorégulation plus élevés lors d’une
diminution de la température de 1’eau chez les juvéniles d’Otarie de Californie (Zalophus californianus)
(Liwanag et al. 2009). Chez les oiseaux plongeurs de nombreuses ¢tudes ont montré le méme

phénomene lors de Iactivité de plongée (Bevan et Butler 1992; Richman et Lovvorn 2008).
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!/gz- Quelques chiffres

Les fuligules a téte noire nageant dans une eau a 18°C montrent une diminution de 5% du métabolisme et de 40% du
métabolisme dans une eau a 8°C comparativement au métabolisme mesuré sans activité de nage (Kaseloo et Lovvorn 2005).

2.2 La digestion

Les processus de digestion et d’assimilation de la nourriture produisent de la chaleur également
susceptible de venir se substituer aux cofits de thermorégulation. La production de chaleur associé¢e (HIF
pour "heat incresement of feeding" ou encore SDA pour "specific dynamic action" selon les études) est
représentée sur la Figure 12 par ’augmentation du BMR aprés 1’ingestion d’un repas et durant les
processus de digestion, d’assimilation de conversion des nutriments et finalement leur incorporation

dans les tissus de réserves (Brody 1945).

(=)
o
1

e ® Fed, day

10

Production de chaleur (mW/g)

-10 0 10 20 30 40

-

Température expérimentale (°C)

Figure 12 : Production de chaleur métabolique en condition nourris (noir) et a jeun (blanc) chez le junco aux yeux jaunes
(Junco phaeonotus) a diftérentes températures ambiantes. Adapté de Weathers et Sullivan 1993

La magnitude de I’HIF dépend de la composition du repas (Blaxter 1989), de sa masse (Janes et Chappell
1995; Kaseloo et Lovvorn 2003; Green et al. 2006) et de sa température a I’ingestion (Battam et al.
2008). En effet, le réchauffement des proies peut compter pour 30% de I’HIF chez le guillemot de
Briinnich (Hawkins et al. 1997), de 17% de I’HIF pour le manchot pygmée (Eudyptula minor), de 35%
de ’HIF chez le rat musqué (Ondatra zibethicus; MacArthur et Campbell 1994) et de 23.7% chez le

cormoran a aigrette (Phalacrocorax aurtius; Enstipp et al. 2008) (Box 5).
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En résumé de ce qui a déja été dit plus haut, la thermorégulation en milieu froid pourrait se limiter a la
production de chaleur afin de contrebalancer les pertes caloriques induites par un gradient de
température défavorable au maintien d’une température corporelle stable chez les endothermes. Et
pourtant, de nombreux ajustements et mécanismes sont mis en ceuvre afin de réduire la production de
chaleur brute couteuse en énergie (Figure 13). Ainsi de nombreux paramétres vont venir influencer

’intensité, mais également le colit de la thermorégulation.

Tout d’abord des paramétres environnementaux tels que la température, ’exposition aux radiations
solaires, I’abritement du vent, des précipitations mais aussi I’ouverture du milieu pourront venir modifier

les effets du milieu ambiant sur I’organisme.

Les réponses comportementales de sélection de micro-habitats, d’évitement des conditions défavorables
ou encore de thermorégulation sociale pourront a leur tour venir jouer un rdle dans une stratégie

d’économie d’énergie face a des colits de thermorégulation élevés.

De surcroit, les paramétres anatomiques et morphologiques tels que I’isolation des individus sont

essentiels pour limiter les pertes de chaleur et faire face a un gradient de température élevée.

Enfin les paramétres physiologiques avec notamment la vasomotricité et le recyclage de toute forme de
production de chaleur au profit de la thermorégulation jouent également un role primordial dans la

régulation de la température corporelle en conditions défavorables froides.

Morphologique

Isolation
Ratio surface/volume

Piloéréction

Migration icité

Sélection di micro-habitat T fomuieorig
. 3 orpeur Substituti

Thermorégulationsociale | Hibernation e

Comportementale Physiologique

Figure 13 : Mise en place des ajustements morphologiques, physiologiques et comportementaux en réponse a des
températures ambiantes défavorables.

En raison des différences dans les mécanismes de production de chaleur entre les mammiféres et les
oiseaux (e.g. thermogénése sans frisson), la suite du manuscrit traitera uniquement des espéces

d’oiseaux marins.
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D. Thermorégulation et activités en milieu aquatique

Les espéces marines passent une partie importante de leur vie dans I’eau et doivent faire face a des

contraintes physiques exacerbées ou différentes de celles s’exercant a terre.

Tout d’abord, la viscosité du milieu aquatique, 60 fois supérieures a celle de I’air (Dejours 1987),
modifie les forces de traine et les profils idéaux de pénétrabilité du milieu (hydrodynamisme versus
aérodynamisme). Ceci a conduit, au cours de I’évolution, au développement d’adaptations spécifiques
chez les espéces terrestres ayant recolonisé le milieu aquatique (voir Fish 2016 pour revue). Ainsi, les
individus dans I’eau doivent faire face a des forces de frottement qui les ralentissent et qui augmentent
avec la vitesse de nage (Lovvorn 2001). Alors, de nombreuses études s’accordent a dire que la vitesse
de nage est souvent maintenue dans une gamme visant a minimiser ces forces de frottement (Watanuki

et al. 2003; Lovvorn et al. 2004).

De plus, la densité plus importante du milieu aquatique comparativement au milieu aérien (800 fois
supérieur ; Dejours 1987) est également une contrainte pour les espéces marines en période de plongée.
Ainsi, la flottabilité qui tend a les faire remonter a la surface diminue avec 1’augmentation de la

profondeur (Lovvorn 2001; Lovvorn et al. 2004).

Les especes aviaires aquatiques présentent de nombreuses caractéristiques morphologiques,
physiologiques et comportementales leur concédant des avantages au déplacement dans 1’eau. Ainsi, par
exemple, le manchot Adélie présente un faible coefficient de traine de 0.0368 (Culik et al. 1994), soit
dix fois moins qu’un homme en position de nage (Marinho et al. 2009). De plus, la forme de la téte et
les plumes des manchots jouent un réle important dans la transition du régime de flux laminaire au flux
turbulent présent tout le long du corps de ’animal (Bannasch 1993; Lovvorn et al. 2001). Ces flux,
impactant la couche limite, ont un effet a la fois sur les forces de frottements mais également sur les
pertes de chaleur par convection. Ainsi, ’hydrodynamisme de ces espéces est actuellement pris pour
exemple dans différents projets de robotiques, en lien avec la position du corps lors de I’impact avec

I’eau (Siddall et al. 2017) et avec la forme corporelle des manchots (AquaPenguin© Festo).
1. La nage

Avec une conductivité supérieure a I’air, le contact de I’eau augmente la conductance thermique de 2.2

durant I’activité nage (de Vries et van Eerden 1995).
1.1 Nager dans I’eau

De part une viscosité de 1’eau de mer bien supérieure a celle de I’air (Casler et al. 1973; Stephenson et
al. 1989), I’activité de nage est plus couteuse que le vol (Costa et al. 1991) et nager sous 1’eau est plus

couteux que de nager a la surface de I’eau (Woakes et Butler 1983), avec une différence de 18% du coft
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énergétique de nage mesurée chez le cormoran de Brandt (Phalarocorax penicillatus) (Figure 14 ,

Schmid et al. 1995).

Nage sous la surface

Taux métabolique (W.Kg?)
a
Nage en surface

v
Repos

oL

A terre Dans I'eau

Figure 14 : Taux métabolique d’un cormoran de Brandt dans différentes conditions environnementales. Le cofit du transport
des oiseaux en surface a ét¢ mesuré expérimentalement tandis que le cotit de I’activité de nage sous I’eau a été estimé par une
équation (Schmid et al. 1995). Adapté de Ancel et al. 2000

La plupart des espéces d’oiseaux marins en activité de recherche alimentaire (i.e. poursuite des proies)
utilisent dans 1’eau un type de nage caractérisée de "burst and glide" (décrit pour la premiére fois par
Weihs 1974). Ce type de nage peut se comparer aux modes "battu et plané" des oiseaux dans [’air, qui
sont associés par phases successives alternées : (1) des périodes d’accélération de la fréquence de
battement des propulseurs (vol battu et nage propulsive), intercalées de (2) périodes de diminution de
vitesse de déplacement, propulseurs immobiles (vol plané et nage glissée, ou glisse). Ces deux phases
répétitives pourraient se traduire par un type de nage "par a-coups" utilisée chez les oiseaux marins et

les manchots (Figure 15; Videler et Weihs 1982; Sato et al. 2005).

BUOYANT BIRDS BENEFIT FROM BURST AND GLIDE

1
)
]
&
s
!

BURST AND GLIDE SWIMMING TAKES ON A WHOLE NEW MEANING
WHEN YOUR DINNER DISAGREES WITH YOUR BUOYANCY

Figure 15 : lllustration du type de nage "burst and glide " basé sur le jeu de mot anglais ou "burst" signifie éclater © F. Fish
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Les oiseaux marins se propulsent dans 1’eau soit a I’aide des ailes "Wing propelled" soit a I’aide des
pattes "Foot propelled". Dans certains cas, comme chez I’eider a duvet (Somateria mollissima) en phase
de descente, les individus peuvent utiliser les deux types de propulsion simultanément (Heath et al.
2006). La locomotion par propulsion des ailes nécessite un compromis entre des ailes adaptées au
déplacement aérien et sous-marin (Thaxter et al. 2010). Ainsi, I’adaptation des ailes pour une activité de
nage efficace chez le guillemot de Briinnich augmente en paralléle les colits énergétiques du vol (Elliot
et al. 2013). De méme, les espéces marines non-volantes, telles que le manchot Adélie, ont une meilleure
stabilité sous 1’eau comparativement au macareux rhinocéros (Cerorhinca monocerata) et au guillemot

de Briinnich, qui ont conservé leur capacité de vol (Noda et al. 2016).
1.2 Entrée et sortie de ’eau des espéces plongeuses

Certaines especes d’oiseaux marins sont qualifiées d’oiseaux plongeurs en raison de leur activité de
plongée en vol vers la surface de 1’eau afin de chasser (e.g. martin pécheurs, sternes). Ainsi dans la
famille des Sulidae, les vitesses d’impact peuvent excéder les 20 m/s (Wodzicki et al. 1955, Garthe et
al. 2000, Garthe et al. 2014) sans pour autant induire de blessures (Box 6).

/ BOX 6 : Impact a grande vitesse en toute sécurité

La famille des Sulidae est composée de 10 especes de fous ayant des vitesses de plongée élevées sans induire de dommage
aux individus a I’'exception de dommages causés par des collisions interindividuelles (Machovsky et al. 2011b). Ainsi, le fou
de bassan (Morus bassanus) peut atteindre des vitesses verticales de 54.0 m/s correspondant a 194 km/h durant de courtes
périodes de temps (6.3 s) précédent les périodes de plongées (Figure G1, Garthe et al. 2013). A cette vitesse d’impact,
I’'absence de blessures est rendue possible grace tout d’abord a la posture du corps et du cou (Figure G2, Ropert-coudert et
al. 2004, Machovshy et al. 2013) mais également a la musculature du cou ainsi qu’a la vitesse soutenue avant I'impact (Figure
G3, Chang et al. 2016).

70

Altitude de vol (m)
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Heure de la journée

Figure G : Le fou de bassan plonge d’une hauteur supérieure a 30 metres jusqu’a la surface de I’eau (croix jaune) (1) pouvant
atteindre une vitesse de 54 m/s (Garthe et al. 2013). Pour éviter les blessures les individus adoptent un angle et une vitesse
d’impact précis (2) et les muscles du cou permettent de maintenir le cou droit et de stabiliser la structure (3). Adapté de
Garthe et al. 2013 et Chang et al. 2016
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Cette technique de plongée permet aux oiseaux de repérer leurs proies dans les airs (Nelson 1978; Haney
et Stone 1988) et de fondre sur elles grace a 1’¢lan de la chute (Nelson 1978). A I’inverse, certaines
especes d’oiseaux marins deviennent des proies lorsqu’elles sont sous 1’eau et doivent alors étre capable
de s’extraire rapidement de ce milieu. C’est les cas des différentes especes de manchots qui n’ont pas
de prédateur terrestre au stade adulte mais sont vulnérables a certains prédateurs marins tels que les
orques (Orcinus orca) et les léopards de mer (Hydrurga leptonyx). Ainsi, pour s’extraire de 1’eau et
atterrir sur la glace, le manchot Adélie est capable d’ajuster son angle de sortie en fonction de 1’image
réfléchie donnant des indications sur 1’épaisseur de la glace (Yoda et Ropert-Coudert 2004). De méme,
le manchot empereur, lui, ajuste sa vitesse de nage de sortie en fonction de I’épaisseur de la glace (Sato

et al. 2005).
2. La plongée
2.1 Définition et contraintes de la plongée

La plongée est généralement décrite par un déplacement vertical en apnée, de la surface de 1’eau vers
des profondeurs fluctuantes, et de durée variable. Au sens strict, I’apnée se définit comme 1’association
de trois contraintes exercées sur un animal ayant un comportement spontané : (1) I’immersion compléte

du corps dans I’eau, (2) I’apnée volontaire prolongée, (3) un déplacement en profondeur.

La conductivité dans I’eau augmente de 4.8 durant la plongée (de Vries et van Eerden 1995)
comparativement a I’air. En emprisonnant de I’air sous les plumes (voir la section B2.1), les oiseaux
vont améliorer leur isolation thermique mais vont également accroitre leur flottabilité. Un compromis
doit alors se faire entre 1’isolation et la flottabilité avec, dans le cas du grand cormoran (Phalacrocorax
carbo), un compromis en faveur d’une réduction de la flottabilité. De méme, une réduction de 41% de
la flottabilité conduit a une diminution de 61% de I’effort de nage chez le fuligule (4ythya affinis)
(McPhail et Jones 1999). En effet, chez cette espéce, au moins 95% du travail fourni lors d’une plongée
est nécessaire pour contrer la flottabilité, contre 3 a 5 % du travail fourni pour contrer les forces de

frottement (Stephenson et al. 1989).

La couche d’air emprisonnée dans le plumage et I’air contenu dans les poumons vont a I’encontre de
cette activité de plongée, induisant une plus forte poussée d’Archiméde contraire a 1’enfoncement dans
I’eau. En effet la flottabilité est une force égale a la différence entre deux forces verticales : la poussée
d’Archiméde et le poids de I’animal. La poussée d’Archimeéde, s’exergant sur un animal immergé,
dépend de la masse corporelle et du volume de I’animal, donc de sa densité corporelle (en kg.m?) et de
la densité du milieu dans lequel est plongé I’animal. Cette force augmente, par exemple, lorsque
I’individu a les poumons pleins. Si la densité de I’animal est plus faible que le milieu, son poids est alors
plus faible que le méme volume d’eau et donc la flottabilité est positive. Ainsi, afin de contourner cette

flottabilité, et donc de réduire les colts énergétiques de la plongée, plusieurs especes d’oiseaux marins
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sont capables de manipuler le volume d’air contenu dans leurs poumons avant la plongée (Hustler 1992;
Minamikawa et al. 2000; Sato et al. 2002; Hays et al. 2004). C’est le cas notamment des guillemots de
Briinnich, qui contrélent par anticipation I’inhalation précédent la plongée en fonction de la profondeur

et de la durée prédite de cette dernicre (Elliot et al. 2007).
2.2 Délimitations du cycle de plongée

Par rapport a la physiologie de la plongée, la phase d’apnée caractérisant la plongée doit étre associée a
deux périodes de surface qui précedent et succedent la plongée. Il y a ainsi la pré-plongée (Phase 1),
durant laquelle une partie des échanges sont anticipés pendant une courte phase préparatoire a la
plongée. Puis, la plongée per se (Phase 2), durant laquelle I’animal évolue en profondeur en apnée. Puis
enfin la post-plongée (Phase 3), correspondant a une phase de récupération de I’apnée. Réunies entres
elles, ces trois phases constituent le cycle de plongée, période sur laquelle on considére que les échanges
respiratoires (O2 et CO;) effectués en post-plongée permettent une restitution intégrale de la ‘dette
respiratoire’ payée pendant la phase d’apnée. Sur le plan vertical, une plongée typique peut se subdiviser
en 3 parties successives : (1) la descente en profondeur, (2) la partie au fond et (3) la remontée vers la

surface (Schmidt et al. 2006, voir figure 16).

Enfin, pour des raisons qui restent débattues, la majorité des oiseaux marins qui effectuent une
succession de plongées profondes (séquence de plongées ou "bouts"), I’interrompent par une période de
temps beaucoup plus longue en surface (les "inter-bout", Boyd 1997). L’une des interprétations serait
I’obligation d’établir une pause afin de diminuer les risques d’accidents de décompressions (liés a une

sursaturation sanguine en azote.

"Inter-bout" Séquence de plongée Cycle de plongée

——— A

i

N\

> |

o/

Descente Remontée
Au fond

[ r
“ ’ Pré-plongée | Plongée | Post-plongée
|

Profondeur

Phase 3

Figure 16 : Découpage des trois phases définissant une plongée au sein d’une séquence de plongée

D’un point de vue écologie alimentaire, on considére que pour les especes plongeuses qui accédent a
leurs proies en profondeur (Houston et Carbone 1992), seule la partie passée au fond de la phase de

longée correspond a la période d’alimentation, que ces espéces soient benthique ou pélagique. Ainsi,
plong P p q P q pelagiq
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’

le théoréme de la valeur marginale (Charnov 1976) appliquée a la plongée ("optimal breathing theory"
Kramer 1988) considere que pour optimiser au maximum une plongée, les individus doivent augmenter
la durée du temps utile (donc du temps passé a s’alimenter) par rapport au temps du cycle de plongée.
Cela revient a minimiser les temps de transit (i.e. descente et remontée) et le temps de surface au profit

du temps passé au fond.
2.3 Les échanges gazeux au cours du cycle de plongée

Comme nous I’avons dit plus haut, les temps de surface (inter-plongée, pré- et post-plongée ou "inter-
bout") chez les prédateurs marins qui pratiquent ’apnée sont les moments indispensables a la
reconstitution des stocks d’oxygéne et a I’élimination du CO, de I’acide lactique et éventuellement d’un
surplus d’azote dissous (apreés un "bout” de plongées profondes). Un premier facteur permettant de
retarder ’interruption de I’apnée en plongées est donc la capacité de stockage de I’oxygéne. La limite
de plongée aérobie (ADL pour "aerobic dive limit") se définit comme la durée de plongée durant
laquelle le métabolisme fonctionne uniquement de fagon aérobie et donc n’accumule pas d’acide
lactique (lactate) dans le sang (Kooyman et al. 1980; 1983). En effet, au-dela de cette durée théorique,
le métabolisme devient entiérement anaérobie, avec donc une production trés rapide d’acide lactique.
L’acide lactique étant toxique (modification du PH sanguin), il devra par la suite étre éliminé, ce qui
n’est possible qu’aprés un temps passé a la surface en respiration aérienne (Kooman 1989). I est
important de noter qu’il faut environ deux fois plus de temps pour récupérer d’une dette lactique que
le temps de sa mise en place pendant I’apnée (Kooyman 1989). De ce fait, le prolongement de I’apnée
au-dela de I’ADL pour la capture d’une proie impliquera I’'impossibilité de pécher durant un temps

beaucoup plus long.

La mesure du métabolisme aérobie en plongée reste encore un challenge technologique en conditions
naturelles, c’est pourquoi les études se basent sur une estimation théorique de I’ADL (cADL pour
"calculated aerobic dive limit" ; Kooyman et al. 1989). Cette estimation représente le ratio entre deux
variables que I’on peut mesurer plus facilement : le volume total d’oxygeéne stockée de I’organisme en
ml.O,, mesuré par des prélévements sur des carcasses d’animaux, et la consommation d’oxygéne
moyenne pendant un cycle de plongée (en ml.O,./min”', mesuré en canal de nage). Ce ratio donne une
durée théorique (en minutes) de I’utilisation compléte de I’ oxygene pendant I’activité de nage en apnée.
En revanche, son calcul se basse sur I’hypothése que le métabolisme de repos ne varie pas entre la
plongée et la post-plongée, et que la dette en apnée est entierement compensée durant la période de post-
plongée en surface (or nous verrons plus loin que ce n’est pas le cas pour toutes les espéces, y compris

pour mon modéle d’étude).

11 est depuis longtemps établi que le métabolisme masse-spécifique est correlé négativement a la masse
corporelle (rapport volume/surface, voir partie B1) et qu’ainsi les grandes espéces consomment moins

d’énergie par unité de masse que les petites especes. Logiquement, la durée maximale de plongée, qui
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dépend directement du métabolisme, suit la méme relation allométrique positive (Halsey et al. 2006).
De facon explicite, les espéces de plus grande taille ont donc une durée maximale de plongée plus longue
que les plus petites especes (Schree et Kovacs 1997; Figure 17). La suite de cette introduction abordera
uniquement ’activité de plongée chez toutes les especes manchots. En effet, les espéces de manchots
expriment des durées de plongée supérieures aux autres especes d’oiseaux marins, suggerant 1’existence
d’autres mécanismes leur permettant d’allonger la période d’apnée. La relation est également tirée vers
le haut par deux espeéces de manchot appartenant au genre Aptenodytes, dont mon modele d’étude

(Figure 17 ; Table 1).
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Figure 17 : Relation allométrique en fonction de la durée maximum de plongée chez les oiseaux marins. Adapté de Schree et
Kovacs 1997

2.4 La plongée chez les manchots
Comme évoqué précédemment, les espéces de manchots présentent une large gamme de durée de
plongée plus ou moins en accord avec leurs masses respectives (Table 2).

Table 2 : Durée et profondeur de plongée pour 15 espéces de manchots. Adapté de Ponganis 2015

Nom d'espece Body mass Durée (min) Profondeur,(m} Auteurs
Moyenne Maximale Moyenne Maximale

Manchot du Cap Sphenicus demersus 3.7 1-2 2.3 20-80 130 Petersen et al. 2006; Wilson 1985; Wilson et Wilson 1990
M. des Galapagos  s. mendiculus 2.25 <1 3.2 <6 52 Boersma 1976; Mills 2000; Steinfurth etal. 2008
M. de Magellan S. magellanicus 3.4 1-2 4.6 <60 97 Peters et al. 1998, Walker et Boersma 2003
M. de Humbolt S. humboldti 3.2 <1 2.8 <20 54 Culik etal. 2000, Luna-Jorquera et Culik 1999
M. pygmée Eudyptula minor 1 <1-1.5 15 <10 69 Bethge et al. 1997; Montague 1985; Ropert-Coudert et al. 2003; 2006
M. antipode Megadyptes antipodes 8.9 1-2 - 10-30 56 Seddon et Vanheezik 1990
Gorfou de Schlegel  Eudyptes schlegeli 8.1 1-3 7.5 <10-60 226 Hull 2000
G. de Moseley E. chrysocome moseleyi 4.3 <1-1.5 3.2 <10-40 168 Cherel et al. 1999; Tremblay et Cherel 2003; Tremblay et al. 1997
G. sauteur E. chrysocome filholi 1-2 11 <10-60 113 Hull 2000; Schiavani et Rey 2004; Tremblay et Cherel 2000
G. macaroni E. chrysolophus 5 1-2 4 20-35 113 Boyd et Croxall 1996; Croxall etal., 1993, Green et al. 1998, 2003
M. Adélie Pygoscelis adeliae 4.6 1-2 59 10-40 180 Chappell etal.1993; Norman et Ward 1993; Watanuki et al. 1997
M. a jugulaire P. anarcticus 4.8 1-2 3.6 10-40 179 Miller et Trivelpiece 2008, Takahashi et al. 2003, Wilson and Peters 1999
M.papou P. papua 6.1 1-3 9.1 10-100 225 Lescroel et Bost 2005; Robinson et Hindell 1996
M. empereur Aptenodytes forsteri 26.6 <5-10 27.6 <100-400 564 Ponganis et al.1997d; Rodary et al. 2000, Sato et al. 2011; Wienecke etal.
M. royal A.patagonicus 13 2-6 9.2 <100-250 343 Charrassin et Bost 2001; Piitz et Cherel 2005; Piitz et al. 1998
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Ainsi, de nombreuses études ont reporté que certaines espéces de manchots montraient des durées
moyennes en plongée supérieures a I’ADLc (Figure 18), méme si les chiffres varient selon les études
(Box 7). D’une part, ’augmentation de la durée du temps de plongée au-dela de I’ADLc pourrait étre
bénéfique, augmentant ainsi la durée d’approvisionnement en proie et réduisant le risque de perdre le
contact avec les zones denses de poissons (Elliot et al. 2008). D’autre part, comme nous ’avons vu
précédemment, le dépassement de la capacité aérobie de plongée induit une augmentation du temps de
récupération post-plongée et donc réduit I’efficacité de I’activité alimentaire (Théoréme de la valeur

marginale ; Boyds et Croxall 1996).
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Figure 18 : Fréquence des durées de plongées de manchot empereur (N=7562 ; A) et de manchot royal (N=8924 ; B). La limite
de durée de plongée aérobie est indiquée pour chaque espéce respectivement. Adapté de Kooyman et al. 1992 et de Ponganis
etal. 1997b

Ainsi, ’augmentation de la période post-plongée a été observée chez le manchot empereur, en accord
avec une période de plongée anaérobie (Figure 19A ; Kooyman et Kooyman 1995), mais elle est absente

chez certaines espéces de manchots, dont le manchot royal (Figure 19B ; Boyds et Croxall 1996).
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Figure 19 : Durée de I’intervalle post-plongée en fonction de la durée de plongée du manchot empereur (A) et du manchot royal
(B).La ligne rouge pointillée indique la limite de I’ ADLc respectivement pour chaque espece. La droite orange correspond a la
droite théorique de récupération de la dette lactique soit une durée de récupération deux fois plus longue que le temps de sa
mise en place pendant ’apnée. Adapaté et Charrassin et al. 2002
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Ainsi, ’hypothése a été faite d’une surestimation du métabolisme de plongée, pouvant étre lie aux
conditions expérimentales (Box 7). En effet, cette surestimation de la consommation d’oxygéne durant
la plongée induirait une sous-estimation de la durée de plongée aérobie (Butler 2004; voir Butler 2006

pour revue).

Box 7 : Disparité dans PPestimation de PADLc

Les particules d’oxygénes sont principalement liées a I’hémoglobine du sang et a la myoglobine des muscles ; toutefois, chez

les oiseaux marins, le systeme respiratoire contribue pour 30 a 60% des réserves d’oxygene utilisables (Butler 2001).

Le manchot royal a une répartition du stock d’oxygéne a 30% dans le systeme respiratoire et a 40% au niveau du systeme
musculaire (Sato et al. 2002). Cette estimation reste difficile a mettre en ceuvre et peut dépendre des conditions
expérimentales. En effet, les mesures en captivité estiment une capacité de stockage d’oxygéne de 48 ml.kg1 (Ponganis et al.
1999), une valeur inférieure a I'estimation réalisée en liberté (54 ml.kg! ; Sato et al. 2002) et pouvant impacter
significativement la durée de plongée en aérobie. Ainsi, la durée de plongée aérobie théorique varie entre 2 et 4.1 minutes
selon la méthode d’estimation (Kooyman et al. 1992a ; Butler 2000) et entre 20 et 45% des plongées effectuées sont

supérieures a cette durée (Figure 19; Kooyman et al. 1992a ; Froget et al. 2004).

Le manchot papou (Pygoscelis papua) dépasse fréquemment I’ADLc durant ses séquences de plongées, méme si la proportion
exacte de ces dépassements reste peu claire. En effet, ce dernier dépasse I’ADLc durant 20 a 69% des plongées selon les
études, avec des variations importantes dues a la méthode d’étude. Ainsi, les valeurs reportées de dépassement de I’ADLc
sont de (i) 62 a 69% des plongées selon une étude (Boyd et Croxall 1996), (ii) 40 a 50% des plongées si ’ADLc est évalué par
la consommation d’oxygéne en canal de nage (Williams et al. 1992), (iii) 30% des plongées si on se base sur la fréquence
cardiaque (Bevan et al. 2002) ou encore (iv) 20% des plongés si I'on se base sur la consommation d’oxygéne au repos dans

I’eau (Bevan et al. 1995).

Il en est de méme pour le manchot empereur dont I’évaluation de I’ADLc varie de 4.5 min a 6 min considérant I’accumulation
d’acide lactique dans le sang (Ponganis et al. 1997b) et entre 7 et 8 minutes considérant la phase de post-plongée comme
une période de récupération (Kooyman et Kooyman 1995). Ainsi au vue de ces différences, le pourcentage de plongée

excédant I’ADLc varie de 3 a 40%.

2.5 Métabolisme durant la plongée

La réduction de la température de certains tissus (i.e. hétérothermie régionale) durant la plongée, de par
Ieffet Qo précédemment abordé, pourrait réduire I’activité métabolique et donc diminuer la
consommation en oxygene de ces tissus. Le bilan de la consommation en oxygéne de 1’organisme total
serait par conséquent diminué et aurait pour répercussion une durée de plongée aérobie plus longue. En
effet, la diminution des températures de certaines régions du corps lors de la plongée a été mesurée chez

plusieurs especes.

Ainsi, le manchot papou et le gorfou macaroni (Eudyptes chrysolophus) expriment une diminution
moyenne de 2.4°C de la température de I’abdomen durant les séquences de plongées (Bevan et al. 2002;

Green et al. 2003). Cette réduction de température, si elle s’étendait a tout le corps, pourrait augmenter
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la durée de plongée aérobie de 29% et toutes les plongées de ces deux especes seraient alors effectuées

au sein de I’ADLc (Butler 2004).

Pour les deux especes du genre Aptenodytes, les schémas de plongée différent.

Le manchot empereur montre I’utilisation d’hétérothermie régionale au cours de la plongée. En effet,
la plaque incubatrice des individus (faiblement isolée) montre une diminution de 11°C en plongé
(Ponganis et al. 2003b). En revanche, chez cette espéce, la diminution de certaines températures
corporelles ne sont pas associées aux durées de plongée et ’on observe méme ’augmentation de
température de certains tissus durant les plongées (Ponganis et al. 2007; 2010a). Pour rappel, les
individus font face a des périodes de récupérations plus longues lorsque les plongées sont supérieures a
I’ ADLc, suggérant une estimation cohérente de la durée de plongée aérobie (Figure 19A).

Le manchot royal, quant & lui, montre également une diminution de certaines températures corporelles
durant Dactivité de plongée accompagnée de périodes de récupération non-compatibles a la durée
nécessaire pour la récupération de la dette lacticte au-dela de I’ADLc (Figure 19B). Ainsi, la température
de I’abdomen peut diminuer jusqu’a atteindre des températures inférieures a 20°C (Handrich et al.
1997). De méme, la température des muscles pectoraux peut montrer une diminution de plus de 5.5°C
tandis que la plaque incubatrice peut diminuer d’environ 13°C durant I’activité de plongée (Schmidt et
al. 2006). Le maintien de ces températures hypothermiques se poursuit sur toute la durée de la séquence
de plongée et I’absence de ’allongement des périodes de post-plongée suggeére une réduction du

métabolisme induite par ces températures non comprises dans les précédentes estimations de I’ADLc.

Les différentes stratégies observées pour ces deux especes pourraient venir de protocoles expérimentaux
variés pour évaluer le métabolisme de plongée. En effet, les études sur le manchot empereur ont été
réalisées au niveau d’un trou de glace induisant le retour sur glace, soit hors de 1’eau, aprés chaque
plongée (e.g. Ponganis et al. 2007) tandis que les études sur le manchot royal ont été réalisées en
condition naturelle sans retour a terre entre les séquences de plongé (Handrich et al. 1997). De plus, une
autre différence engendrée par 1’étude du manchot royal en condition naturelle est I’identification, chez
cette espéce restant en mer 24h/24, d’un cycle journalier des températures corporelles. L hétérothermie
diurne exprimée durant les séquences de plongée préceéde un retour a la normothermie durant la nuit

en absence de plongée (Figure 20 ; Handrich et al. 1997; Schmidt et al. 2006).

E. Objectif de cette theése

Afin de mieux comprendre la proportion élevée de plongées supérieures a la limite de plongée aérobie,
et grace a la miniaturisation des appareils de mesures, de nombreuses études se sont intéressées a la
mesure, et non plus a I’estimation, des dépenses énergétiques durant la plongée chez le manchot royal
(Handrich et al. 1997; Butler 2004; Schmidt et al. 2006). En effet, 1’observation de I’utilisation de

I’hypothermie en plongée a conduit a I’hypothése que la réduction de la température de certains tissus
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pourrait étre a I’origine d’une économie d’énergie augmentant la durée de plongée aérobie (Handrich et

al.1997).
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Figure 20: Evolution des différentes températures corporelles au cours d’une journée en mer (A) et d’un séjour en mer (B)
chez un individu manchot royal

1. Energétique du manchot royal en mer

La mesure de 1’énergétique de la plongée reste un parametre difficile & mesurer. En effet, le manchot
royal allant s’alimenter a des centaines de kilométres au large de sa colonie (Bost et al. 2015),
I’utilisation de I’eau doublement marquée (nécessitant la capture et la recapture des individus a court
terme) n’a, a ce jour, été réalisée que par une seule étude (Kooyman et al. 1992a). De plus, sans le
budget-temps détaillé des individus en mer, il reste difficile de déterminer le cofit énergétique d’une
activité donnée (e.g. la plongée) (Butler et al. 2004). Enfin, avec des plongées supérieures a 300 métres
de profondeur, la création d’un bassin reconstituant les conditions naturelles d’une plongée en captivité

reste pour le moment illusoire.

L’¢tude de la fréquence cardiaque est aujourd’hui 'une des méthodes mises en ceuvre pour évaluer
I’énergétique du manchot royal en condition naturelle, a terre dans colonie (Green 2011; Viblanc et al.
2014 ; 2015) et en mer (e.g Halsey et al. 2007; 2010). Ainsi, chez cette espece, la fréquence cardiaque
est significativement corrélée a la consommation d’oxygene en activité de marche (Froget et al. 2001)
mais également au repos a terre, et ce, a différentes températures ambiantes (Froget et al. 2002). Il est a
signaler que les études précédentes soulignent un effet de la condition corporelle des individus sur cette
relation (Froget et al. 2002; Fahlman et al. 2004). L’¢tablissement de la relation entre la fréquence
cardiaque et la consommation d’oxygene a permis d’étudier le métabolisme du manchot royal pendant

les différentes phases d’activité en mer : durant les séquences de plongée, durant la nuit de repos en mer,
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et plus spécifiquement durant la réaugmentation des températures entre ces deux périodes (Froget et al.

2004).

Chez le manchot royal, la fréquence cardiaque moyenne durant la séquence de plongée est proche de la
fréquence cardiaque a terre, et peut étre inférieure de 76% a celle d’un individu au repos dans 1’eau
(Froget et al. 2004 ; Table 3). Ces résultats confirment une réduction du métabolisme en plongée qui,
lui-méme, découlent de I’hétérothermie régionale provoquant I’hypothermie de certains tissus (Handrich
et al. 1997; Schmidt et al. 2006). En revanche, ils ne supportent pas le fort pourcentage de plongée

effectuée au-dela de I’ADLc qui avait été surestimée (Kooyman et al. 1992a).

De plus, les mesures de fréquence cardiaque et I’estimation du métabolisme ont révélé une grande
disparité entre les séquences de plongées durant le jour et la période en surface durant la nuit. En accord
avec les précédentes ¢tudes (voir Table 1) et avec les contraintes thermiques du milieu aquatique, le
manchot royal exprime une élévation moyenne du taux métabolique de 83% en mer comparativement a

celui a terre en condition naturelle (Froget et al. 2004 ; Table 3).

Table 3 : Fréquence cardiaque de manchot royaux a terre et en mer et estimé du taux métabolique corrigé par la masse des

oiseaux. Adapté de Froget et al. 2004

Période Fréquence cardiaque Métabolisme estimé Multiple de
(battement.min?) (W.Kg?) métabolisme a terre
A terre 87.2 3.15 0
Pendant la plongée 123.5 5.44 1.73
ler heure post-plongée 168.7 8.29 2.63
Suite de la post-plongée 136.7 6.24 1.98
Total de la post-plongée 141.6 6.54 2.08
En mer 130.8 5.77 1.83

Cette hausse du métabolisme en mer ne s’explique pas uniquement par le colit énergétique des séquences
de plongées. En effet, si tel était le cas, la hausse ne serait que de 73% par rapport au métabolisme a
terre. Comment expliquer cette différence ? Aprés les séquences de plongée, nous savons que les oiseaux
réaugmentent leurs températures corporelles (Figure 20). Cette réaugmentation est couteuse et ¢léve le
métabolisme de 52% comparativement a celui de la plongée. Ainsi, elle majore de 34% la moyenne

globale du métabolisme mesuré en mer, qui passe donc de 73 a 107 % (Froget et al. 2004 ; Figure 21).
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Figure 21 : Comparaison du métabolisme estimé a terre par rapport au métabolisme en mer (bleu) durant le jour en période de
plongée (bleu claire) et durant la nuit lorsque les individus se reposent a la surface de I’eau (bleu foncé). Indépendamment des
variations qui impactent le métabolisme moyen en mer et le métabolisme moyen en mer durant la nuit, le métabolisme en mer
est systématiquement supérieur d’au moins 73% a celui mesuré a terre

Cette réaugmentation des températures jusqu’a la normothermie induit un surcout énergétique
paradoxal pour une période de repos (Handrich et al. 1997; Schmidt et al. 2006; figure 20). Qui plus
est, le maintien de ces températures corporelles & normothermie durant toute la période de repos a la
surface de I’eau induit également un métabolisme supérieur a celui mesuré pendant 1’activité diurne de
plongée (Froget al. 2004; Tableau 3). Selon I’hypothése la plus évidente, ce serait une augmentation trés
importante des pertes de chaleurs périphériques, li¢e a la différence de température entre la peau et I’eau

de mer (a 5-7°C en surface) qui engendrerait ce paradoxe.

2. Le paradoxe du manchot royal

Pour rappel, le paradoxe de la normothermie nocturne du manchot royal en mer exprime un
métabolisme plus élevé durant la période de repos en mer avec des températures corporelles maintenues
stables & normothermie comparativement a la période diurne de plongée, une période d’activité durant

laquelle certains tissus sont maintenus en hypothermie (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation schématique du paradoxe du manchot royal (voir texte plus haut pour plus de détails)

Deux hypothéses principales ont été suggérées dans la littérature (Froget et al. 2004; Fahlman et al.
2004) pour tenter d’expliquer ce paradoxe. Ces deux hypothéses tendent a comprendre la valeur
adaptative d’une telle réaugmentation des températures corporelles périphériques sachant que lors de
I’explication nous avons évoqué ce phénomene pendant les nuits de repos en mer (systématique) mais
qu’il peut également avoir lieu pendant les épisodes prolongés d’ "inter-bout" en journée (phénomene
non systématique). Il est important de noter que cette espéce pélagique peut rester en mer a des centaines

de km de la cdte, et ce pendant des périodes pouvant dépasser 4 mois (i.e. au cours de 1’hiver austral).

La premiere hypothése aborde ainsi le probléme sous 1’angle des contraintes induites par I’activité de
plongée et le probléme de sur-saturation d’azote et de risque d’accident de décompression évoqué
précédemment. Cela concerne donc les épisodes de pause entre les séquences de plongées profondes

rencontrés en journée.
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La deuxiéme hypothése aborde quant-a-elle le probléme sous I’angle de la nutrition. En effet, ’activité
de plongée bien que physiologiquement contraignante et avant tout une activité de recherche alimentaire.
Ainsi, suite a I’ingestion de proies et au processus de digestion, les individus doivent stocker les produits
de cette digestion circulant dans le sang (principalement les acides gras libres ou FFA pour "free fatty
acid").

Avec la preuve que la digestion pouvait avoir lieu simultanément a I’activité de plongée durant la journée
(Handrich et al. 1997), on peut s’attendre a ce que les FFA soient présents dans le sang des individus et
qu’ils s’y accumulent avant leur transfert dans les tissus adipeux abdominaux et sous-cutanés. Or, de
par la vasoconstriction périphérique générale durant la plongée matérialisée par des températures
cutanées basses, on peut supposer que le tissu adipeux sous-cutané, principal lieu de stockage des lipides
chez les manchots (Cherel et al. 1988a) est peu, voir non-vascularisé.

Ainsi, ’hypothése est que la re-perfusion paradoxale de la périphérie pendant la phase de repos nocturne
serait le colit a payer pour reconstituer les réserves adipeuses dans ce tissu périphérique. Cela pourrait
¢galement avoir lieu pendant les périodes d’"inter-bout", quand celles-ci sont assez longues pour
permettre un réchauffement suffisant de la peau. Il est a noter que cette deuxiéme hypothése présente
deux bénéfices en réponse a une augmentation des colits de thermorégulation : tout d’abord (1) la
reconstitution des réserves énergétiques mais également (2) I’épaississement concomitant de la couche
isolante de graisse, permettant une réduction des pertes caloriques dans 1’eau lorsque la vasoconstriction

périphérique est en place.
3. Définition des objectifs de ma these

Les objectifs de cette these sont au nombre de 3 et se divisent en deux grandes parties représentant un
total de 4 chapitres et d’une étude complémentaire. La premicre partie correspond aux études menées
sur des individus maintenus en piscine tandis que la deuxiéme partie correspond aux mesures effectuées

sur des individus a terre.

3.1 Partie 1 : Mesure des individus en piscine

Le premier objectif de cette thése a été d’explorer les deux hypothéses, amenées précédemment dans la
littérature, en condition de captivité chez le manchot royal. Dans un premier temps, les individus
équipés, de fagon chirurgicale, d’enregistreurs de températures, disposés a quatre localisations

différentes, ont été maintenus dans une piscine d’eau de mer.

Chapitre 1 : Le premier chapitre de ma thése aborde le paradoxe de la normothermie nocturne sous
I’angle de la nutrition avec des individus maintenus dans I’eau froide et nourris durant la journée. Ainsi,
ce dispositif permet de reproduire, au moins durant la nuit, les conditions rencontrées en milieu naturel.
En effet, dans les deux environnements (i.e. naturel et expérimental) les manchots aprés une journée

d’alimentation passent la nuit a la surface de I’eau.
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Les buts de cette ¢tude sont de déterminer si les épisodes de normothermie nocturne sont toujours
exprimés en ’absence d’activité de plongée durant la journée (Figure 23) et s’il a des variations de la

durée de ces épisodes en fonction de la condition corporelle des individus.

Condition naturelle Condition expérimentale

Conditions
En mer En piscine

‘Nourris’ ‘A jeun’

Observation d’épisodes Oui
de normothermie

o Plongée et/ou
Hypothése soutenue

Figure 23 : Représentation simplifi¢e des différentes hypotheses soutenues en fonctions de 1’observation d’épisodes de
normothermie nocturne sur des individus mesurées en condition naturelle ou en condition expérimentale

Plongée Nutrition

Chapitre 2 : Le second chapitre aborde également le paradoxe du manchot royal sous I’angle de la
nutrition mais, cette fois-ci, en mesurant des individus maintenus a jeun en piscine. En effet, le but de
cette étude est de valider ou non I’hypothése de la nutrition apportée par la littérature. L’absence
d’épisode de normothermie chez des oiseaux a jeun confirmerait 1’utilisation de la vasodilatation

périphérique a des fins de stockage des lipides aprées une période d’alimentation (Figure 23).

Le deuxiéme objectif de thése abordé par ce chapitre 2 est de mesurer les dépenses énergétiques chez
des individus a jeun exprimant des températures périphériques variables. Ainsi le colt de
thermorégulation dans 1’eau en fonction de la température périphérique, et en I’absence d’activité de

digestion, sera étudié au cours de ce chapitre.

Etude complémentaire : Les deux premiers chapitres étant basés sur des données mesurées avec des
individus en captivité, le troisieme chapitre a pour but d’étudier 1’effet des conditions expérimentales et
de la manipulation humaine sur le comportement, la fréquence cardiaque et les températures des

oiseaux.

3.2 Partie 2 : Mesure des individus a terre

La deuxieme partie du manuscrit fait référence a des mesures effectuées a terre avec des individus en
condition expérimentale et naturelle permettant différents types de mesures. En effet, le troisieme
objectif de cette these est d’étudier les colits associés a la réaugmentation des températures. Il est
cependant difficile de déterminer précisément les périodes de réaugmentation des températures

périphériques chez des oiseaux dans I’eau. C’est pourquoi nous avons mesuré les oiseaux lorsque nous
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¢tions strs qu’ils étaient en période de réaugmentation. Cette période correspond a la sortie de 1’eau des
individus avec un retour de la température des tissus @ normothermie sans pour autant connaitre le délai

de cette récupération.

Chapitre 3 : La dynamique et I’énergétique impliquée dans la réaugmentation des tissus apres une
période d’hypothermie ont été étudiées dans le cadre du chapitre 3. En effet, en lien avec la
réaugmentation des températures périphériques mesurée pendant I’inactivité des individus en mer et
avec I’hypothése liée a la nutrition, une des études précédentes de notre équipe a suggéré un effet de
I’état nutritionnel sur le colit de réaugmentation des températures corporelles (Halsey et al. 2008).
Cependant cette derniére n’a pas pu mesurer les températures périphériques. Ainsi, j’ai étudié en
captivité la réaugmentation de trois tissus périphériques et de la cavité abdominale aprés la sortie de
I’eau des individus. Les buts de cette étude sont de déterminer 1’ordre de réchauffement (i.e. dynamique)
des tissus en fonction de leur position (interne ou périphérique) mais également le colit énergétique
associé a ce réchauffement chez des individus, en fonction de leur état nutritionnel, récupérant d’ une

hypothermie induite par une période prolongée en eau de mer.

Chapitre 4 : Pour finir, le dernier chapitre s’est focalisé sur 1’utilisation des « fenétres thermiques »
chez le manchot royal lors de la réaugmentation des températures corporelles consécutives a la sortie de
I’eau. Cette ¢tude a été menée simultanément sur des individus maintenus en condition expérimentale
et sur des individus non-dérangés en colonie. A ’aide d’une caméra thermique, les températures des
zones corporelles connues pour des ajustements d’échanges thermique périphériques, aileron et pattes,
ou non-isolées, bec et ceil, ont été mesurées. En condition expérimental, les mémes paramétres ont été

¢tudiés avec des températures internes mesurées en dessous et & normothermie.
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A. Site d’étude

Terres Australes et Antarctiques Frangaises

Atlantique

( ! /
=4 40°

Figure 24 : Position de I’ile de la possession dans les terres australes et Antarctiques frangaises

Situé au sein des Terres Australes et Antarctiques Francaises (TAAF), I’archipel de Crozet (46°25° S,
51°51” E) (Figure 24) abrite 50% de la population mondiale avec 612 000 couples durant la saison de
reproduction. L’ile de la possession, 'une des iles composant 1’archipel, regroupe pas moins de 79 700
couples (Weimerskirch et al. 1992) dont 16 000 couples en colonie de baie du marin (Delord et al. 2004).
Les températures moyennes sur I’ile de la Possession sont de 5°C avec une moyenne de -3°C en hiver
et de + 7°C en été. C’est également une ile exposée au vent avec des pointes pouvant aller jusqu’a 180

km.h™,
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Plusieurs batiments, situés au sein de méme de la colonie de manchot royal, permettent de réaliser de
nombreuses études scientifiques et d’avoir acces a des installations permanentes telles qu’une salle de
chirurgie et un laboratoire avec un accés a I’eau et a ’¢électricité (Figure 25). De plus, une autorisation
spéciale soumise a une réglementation stricte a permis d’installer de fagon temporaire une piscine et un
systéme de respirométrie afin de pouvoir mettre en place les études présentées dans le cadre de mon

projet de these.

Salle de chirurgie

Figure 25 : Installations scientifiques et logistiques présentes en Baie du marin

Ainsi, les données présentées pour les études de ce manuscrit ont été collectées durant 4 sessions de
terrain, de Novembre a Janvier, de 2013 a 2017. J’ai été présente sur les trois premiéres sessions et ai

guidé la quatrieme a distance.

B. Présentation du modéle d’étude

La famille des manchots (Sphénisicidés) est composée de 6 genres pour un total de 18 espéces (Figure
26). Des plus petites aux plus grandes on trouve le groupe des Fudyptula (manchot pygmée, a ailerons
blancs), les Sphenicus (manchot du Cap, de Magellan, Humboldt, Galapagos), les Eudyptes (gorfous de
Fiorland, Schlegel, de Moseley, sauteur, macaroni et huppé), les Megadyptes (manchot antipode), les

Pygoscelis (manchot a jugulaire, Adélie et Papou) et les Aptenodytes (manchot royal et empereur).

/f’//’,//(//m f-lhe /lz(/'//x

Figure 26 : Représentation des 18 espéces de manchots présentes actuellement sur terre
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Du haut de ses 90 cm et avec une moyenne de 12.5 Kg, le manchot royal (Aptenodytes patagonicus) est
la deuxiéme plus grande espéce de manchots, juste derriére le manchot empereur (Aptenodytes forsteri)
(Figure 26). Le genre Aptenodytes est dérivé du grec ancien qui signifie "sans capacité de voler", bien

que tous les manchots "volent sous-1’eau".
1. Biologie de I’espéce

Le manchot royal est une espéce longévive qui se reproduit entre les latitudes 45 et 55° Sud a une
distance moyenne de 400 km du front polaire antarctique (17 colonies utilisant les iles "sub-
antarctiques", situées dans 1’océan Indien et Pacifique sud). Fidéle a son site de reproduction (Olsson
1997; Gauthier-Clerc et al. 2003), cette espece est une "central place foraging" devant parcourir des
centaines de kilométres pour s’alimenter et revenir sur la colonie pour muer et se reproduire. Le régime
alimentaire du manchot royal se compose principalement de petits poissons (surtout des Myctophidés
ou poissons des glaces) et de céphalopodes (Cherel et Ridoux 1992; Olsson et North 1997) qu’il capture
a la hauteur du front polaire antarctique, une zone de forte productivité primaire (Figure 27 ; Laubscher

et al. 1993; Moore et Abbott 2000).

9°E

Figure 27 : Représentation des courants circumpolaires sub-antarctiques et antarctiques (A) et de la production primaire
associée a la présence de ces deux courants (B). © Alchetron.com Antarctic circumpolar current

Ainsi, les individus adaptent la distance qu’ils parcourent lors de leurs voyages alimentaires en fonction
de la position du front polaire (Le Maho et al. 1993; Gauthier-Clerc et al. 2001) qui peut se déplacer de
plusieurs centaines de kilométres selon les années (Bost et al. 2015). Au-dela de ces longues distances
horizontales, le manchot royal se déplace également a la verticale et effectue réguliérement des plongées
entre 2 et 6 min et 175 métres de profondeur en moyenne (maximum de 9,2 min et de 343 m de

profondeur (Piitz et al. 1998; Piitz et Cherel 2005)).

Le succes de I’approvisionnement alimentaire en mer est primordial car les séjours a terre des oiseaux
dépendent en grande partie des réserves énergétiques qui ont été accumulées durant ces séjours en mer
(Cherel et al.1994). Ainsi, les périodes a terre sont exclusivement des périodes de jetine (Cherel et Le
Maho 1985; Cherel et al. 1988) et correspondent a des périodes importantes (i.e. reproduction et mue)
du cycle biologique des manchots (Weimerskirch et al. 1992) (Box 8). Les individus de manchots royaux

vivent donc en alternance entre des s¢jours d’alimentation en mer et des séjours de jeline a terre,
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correspondant & une alternance de deux milieux ambiants présentant des contraintes thermiques

différentes.

BOX 8 : Cycle biologique du manchot royal \

D Oct.-Nov.-Dec.
- Jan.-Fév.-Mars
[ ] Ave-Mai-uin

D Juil.-Aot-Sept.

Allers- retours entre les
zones d’alimentationet la
colonie

Figure H : Schématisation du cycle biologique du manchot royal. Le cycle bleu correspond au cycle de I'adulte tandis que le
cycle marron correspond au cycle de la premiere année du poussin

Le cycle du manchot royal s’étend sur une durée de 14 mois (Figure H). Les individus viennent tout d’abord muer sur la colonie
au mois d’octobre durant 2 a 5 semaines (Stonehouse 1967; Cherel et al. 1988a; Bourgeon et al. 2007) avant de repartir en
mer reconstituer leurs réserves énergétiques apres cette période de jeline a terre. A leur retour, les individus vont s’apparier
et la femelle va pondre un ceuf unique sur un emplacement dans la colonie. Le male va prendre le premier tour d’incubation
(Stonehouse 1960) tandis que la femelle part en mer afin de reconstituer ses réserves énergétiques consommeées par la
production de I'ceuf. Jusqu’a I’émancipation thermique, les deux individus vont s’alterner pour I'incubation et I'élevage du
poussin. Les jeunes vont ensuite se regrouper en creche dans I'attente du retour d’un des deux adultes (Saraux et al. 2012)
qui continueront a le nourrir jusqu’a son départ en mer.

La croissance du poussin n’est pas achevée alors que le mois de Mai et la saison hivernale arrivent sur la colonie. Ainsi, les
juvéniles vont passer I'hiver a terre attendant le retour alternatif de leurs parents pour recevoir de la nourriture que ces
derniers sont parfois allés chercher a 1000 km de la colonie (Charrassin and Bost 2001; Piitz 2002), le front polaire s’éloignant
de la colonie durant I’hiver.

Au retour des beaux jours en septembre, la croissance des jeunes, arrétée pendant I’hiver, va reprendre et se terminer par
une mue. Cette mue va permettre au poussin de presque un an d’acquérir un plumage imperméable pour partir en mer. Les
adultes vont a leur tour muer et redémarrer une saison de reproduction. /
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2. Energétique du manchot royal

2.1 Réduction des pertes de chaleur

Comme la plupart des especes marines, le manchot royal présente un plumage imperméable (mais voir
Partie B2.1 en Introduction) et dense (Figure 28) composé de 32 plumes.cm? (Pap et al. 2017) permettant
une bonne isolation des individus. De plus, de méme que pour le manchot empereur, les plumes du
manchot royal sont surmontées d’une filoplume venant renforcer la capacité d’isolation du plumage.
Les pertes de chaleur sont également réduites par la couche de graisse sous cutanée qui vient exacerber
I’isolation des individus faisant face a des périodes prolongées dans les eaux froides de la zone

subantarctique (Figure 29).

Figure 28 : Technique d’échantillonnage pour I’estimation de la densité du plumage en prélevant des plumes sur la face
ventrale (A) et dorsale (B) de carcasses de manchot royal pour 1’étude interspécifique Pap et al. 2017 et Osvath et al. in prep.

Organisation des plumes Plumes
en tuiles de toit '

Milieu externe

-

L B

Milieu interne

Tissu adipeux
sous-cutané

Figure 29 : Vue en coupe transversale, le tissu adipeux compose la zone sous-cutanée tandis que la face externe de la peau est
surmontée de plumes

Comme évoqué en Introduction, les manchots présentent des échangeurs thermiques a contre-courant,
au niveau du plexus artériel huméral de I’aileron (Trawa 1970; Frost et al. 1975; Thomas et Fordyce
2007 ; Figure 30). Ce systéme de contre-courant a été identifi¢ chez le manchot royal (Miller 1778) et
est composé de 7 a 8 artéres chez cette espéce. Cette caractéristique anatomique, détaillée ci-apres,
permet une régulation fine des pertes de chaleur au niveau de la surface de l’aileron (i.e. fenétre

thermique) qui a fait ’objet de I’étude présentée en Chapitre 4. Il semble que la mise en place de cette
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structure ait eu lieu il y a 49 millions d’années (Thomas et al. 2011) et permette aujourd’hui des

différences de températures pouvant aller jusqu’a 30°C entre I’épaule et I’extrémité de 1’aileron (Prevost

et Sapin-Jaloustr 1964; Ponganis et al. 2003).

- Paostarior humaral arlery
) Artena poslence

|
/ ) Cantral humeral aresy
( Antena cenlrahs

Profunds arnery .- { ¥
A profunda brachii

Antanor humeral anery
Artenia anterior

Marginal anecy
Anena marginale

Humeral arlenes

Marginal vein /
\ena marginale e

Anterior anastomotc anery
Artania anteror anastomotic

~ Profunda artery
"/ Arena profunda brachu

Marginal anastomc arery
Arlena marginala anastomolic

Cubital anery
Artena cubll Ulnar collateral artery ,
A collateralis vlnang . "
Primitive radial artery
Artena radialis primdive
(| |
Radial collateral arery | \
A.collateralis radiais . 1R
v ] |
\ |
\ |
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Carpemelacarpus anery
Arlena cargemelzcarpale | {
|
|
Carpal arlery [
Avlena carpale | r' |
Ciaital artery I

Antena digitales

1 | \ |

Figure 30 : Anatomie vasculaire de I’aile du gorfou huppé (Eudyptes sclateri) face ventrale a gauche et face dorsale a droite.

Adapté de Thomas et al. 2012

Il a été suggéré que, sous I’effet de la pression de sélection, le nombre d’artéres impliqué dans le systéme
de contre-courant augmente avec la taille des individus (Figure 31B) fournissant aux espéces de plus
grande taille un meilleur systéme de rétention de la chaleur (Thomas et al. 2012). De plus, il a également

¢té montré un lien entre le nombre d’artéres et la température de [’eau sachant que les espéces de
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manchots semblent respecter la régle de Bergmann avec les manchots de plus grande taille vivant dans

les régions les plus froides (Figure 31A).

Artéres humérales

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Température de surface de la mer (°C) Aire de surface de I'aileron (cm?)

220

Figure 31 : Relation entre le nombre d’artéres humérales et la température de 1’eau autour du site de reproduction (A) et le
nombre d’artéres humérales en fonction de la taille et de I’aire des ailerons (B).Adapté de Thomas et al. 2012

Ce systéme de contre-courant a également été décrit au niveau du cou et des jambes (Frost et al. 1975).
Enfin, il est pertinent de noter que le systéme vasculaire est moins ramifié¢ au niveau des membres qu’au
niveau de la zone sous-cutanée du tronc. En effet, il n’y a pas de tissu adipeux ni au niveau des ailerons
ni au niveau des pattes (Figure 32) et donc pas de ressources €nergétiques a mobiliser au niveau des
membres au moyen d’une vascularisation développée. Il est important de souligner cette information

anatomique qui est abordée plus en détail dans le cadre du Chapitre 4.

Figure 32 : Dissection de membres de manchot royal. La dissection de I’aileron (A) a révélé la position du principal réseau de
vaisseau sanguin et I’absence de tissu adipeux ainsi qu’au niveau du pied (B)
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2.2 Métabolisme de la thermogéneése

Le taux métabolique du manchot royal en condition naturelle (FMR pour "field metabolic rate") dans
’eau est entre 3 a 4 fois supérieur au BMR (Kooyman et al. 1982; Barré et al. 1986). Cette augmentation

doit alors étre soutenue par une mobilisation plus importante de I’énergie disponible dans I’organisme.

Ainsi, I’activité de thermogénése chez les oiseaux, semble étre sous la stimulation du glucagon qui joue
un role lipolytique (Duchamps et al. 1999), soit une mobilisation des lipides. En effet, les lipides
représentent le principal substrat énergétique utilisé par le muscle squelettique lors de I’acclimatation
au froid (Himms-Hagen 1972; Vallerand et Jacobs 1992). Son utilisation a notamment été démontrée
lors de ’augmentation de la thermogénése chez des manchots royaux acclimatés (Talbot et al. 2004).
De plus, I’injection de triglycérides, chez des juvéniles de manchots royaux, induit une augmentation
du métabolisme de repos. Cette augmentation est attribuée non seulement a I’activit¢é du muscle
squelettique mais également a d’autres tissus tel que le foie. En effet, la régulation de ce dernier est
dépendante des lipides et participe donc partiellement a ’augmentation des dépenses énergétiques chez
les oiseaux (Teulier et al. 2012). Ainsi, ’action lipolytique du glucagon, permettant la mobilisation des
acides gras, pourrait stimuler I’activité des protéines découplantes impliquées dans 1’oxydation de ces
acides gras et dans la production de chaleur sans frissonnement (Roussel et al. 2000; Talbot et al. 2004;

Rey et al. 2010).

Constituant le stock de triglycérides, le tissu adipeux, principalement situé en position sous-cutanée chez
le manchot royal (Cherel et al.1993), joue alors un rdle important dans le maintien du taux d’acides gras
plasmatiques. Effectivement, le changement de couleur du tissu adipeux initialement blanc vers une
couleur plus rosée lors de 1’acclimatation au froid des individus, suggére une augmentation de la

vascularisation de ce tissu (Barré et al. 1986b) et donc une mobilisation des triglycérides a cet endroit.
2.3 Métabolisme du jeiine

Alors que les réserves énergétiques prennent part de fagon prépondérante dans le métabolisme de
production de chaleur, ces derniéres vont diminuer durant les périodes de jetine. Or, les manchots royaux
font face a deux types de jeline au cours de leur vie : Le jeline durant I’hiver de leur 1°° année de vie et

le jeline a I’age adulte au cours de chaque saison de reproduction.

La diminution des réserves énergétiques est relativement lente chez le manchot royal. Tout d’abord, la
phase II du jeline (Box 9) est trés longue pouvant s’étendre sur plusieurs mois (Cherel et Le Maho 1985).
De plus, la perte de masse quotidienne, correspondant a 6,3 g.kg™' par jour chez le poussin en hiver et
entre 9,3 et 20,1 gkg”' par jour chez I’adulte respectivement durant la saison de reproduction et la mue,
reste relativement faible comparativement a d’autres espéces d’oiseaux (Cherel et al. 1987; Cherel et al.

1988a; Cherel et al. 1988b; Mata et al. 2001) et au rat par exemple (34 g.kg™' par jour).
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A- Au stade poussin

Les poussins de manchot royal passent le premier hiver de leur vie a terre faisant face a des périodes de
jeline pouvant aller jusqu’a 5 mois (Cherel et Le Maho 1985). Les juvéniles peuvent perdre jusqu’a 74%
de leurs réserves corporelles (Le Ninan et al. 1988) soulignant le challenge énergétique de cette période
et de nombreux poussins ne survivent pas a cette période critique de leur développement (Stonehouse
1960). Dr’ailleurs plusieurs mécanismes d’économie d’énergie sont mis en place durant ce jeline
prolongé tels que : le ralentissement de la croissance (Stonehouse 1960), I’épargne des protéines (Cherel
et Le Maho 1985; Le Ninan et al. 1988; Corbel et al. 2008) I’ajustement du métabolisme cellulaire

(Monternier et al. 2014) mais également ’utilisation de I’hétérothermie (Eichhorn et al. 2011).
B- Au stade adulte

Les périodes de jeline peuvent se prolonger chez le manchot royal adulte sur plusieurs semaines
notamment durant la période d’incubation de I’ceuf a terre. Ainsi, il a été démontré que, durant cette
période de restriction énergétique, les individus étaient capables de réduire leur métabolisme (Le Maho
et Despin 1976). De méme que chez les poussins (Eichhorn et al. 2011), une réduction des coits de
thermorégulation s’opére également par la réduction des températures corporelles (Fahlman et al. 2005).
De plus, une diminution de la fréquence cardiaque a été observée au cours de la période d’incubation

(Viblanc et al. 2014).
2.4 Métabolisme de la plongée

Le métabolisme du manchot royal lors de la plongée (Figure 20,21) mais également aprés les séquences
de plongée (i.e. Paradoxe du manchot royal ; Figure 22) montre également des caractéristiques
spécifiques a cette espece. Ayant conduit a la problématique de ma thése et ayant été largement abordée
dans I’introduction (Partie D2.4 La plongée chez les manchots), cette partie ne sera pas redéveloppée

icl.
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BOX 9 : Différentes phases du jeiine chez le manchot royal \

Les trois phases du je(ine peuvent facilement étre identifiables par la perte de masse chez les manchots royaux (Le Maho et
al. 1983; Cherel et Le Maho 1985a; Cherel et al .1988a; Figure I) mais ces trois phases représentent également des
modifications au niveau du métabolisme (Cherel et al. 1999; Le Maho et al. 1988; Groscolas et Robin 2001).
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Figure | : Trois phases caractérisées par la masse corporelle et le changement de perte de masse quotidienne (dm/dt) par
rapport au temps de je(ine chez le manchot royal. Adapté de Cherel et al. 1988

Phase I : La premiere phase du jeline correspond a une courte période au début du jeline. Cette phase est caractérisée par
une diminution rapide de la masse liée a une augmentation de la mobilisation des lipides face a une utilisation restreinte des
protéines.

Phase II : La conservation des protéines caractérise la deuxieme phase du jeline qui est la phase la plus longue (Cherel et al.
1988a ; Figure 1). Ainsi, lors d’un jeline prolongé, I'utilisation des lipides se fera de fagon préférentielle avec une conservation
relative des protéines corporelles (Le Maho et al. 1988; Cherel et al. 1994). Cette phase prend fin lorsque le seuil limite bas
des stocks de graisse est atteint (Cherel et al. 1999; Le Maho et al. 1988; Groscolas et Robin 2001). Il est a noter que la perte
de masse est plus lente durant cette phase (Cherel et al. 1988a ; Figure I).
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Figure J : Total de la masse des lipides et des protéines diminuant de fagon linéaire par rapport a la diminution de la masse
au cours du jeun chez le manchot empereur (Aptenodytes forsteri). Adapté Groscolas et Robin 2001

Phase III : La troisieme phase correspond a une modification de la production d’énergie. En effet, simultanément a une
accélération du catabolisme des protéines, s’opere une diminution de la contribution des lipides a la production d’énergie
(Le Maho et al. 1988; Cherel et al. 1999; Groscolas et al. 2001). L'entrée en phase III est également accompagnée d’un
changement au niveau des hormones avec une augmentation de la circulation de glucocorticoides possiblement liée a la
stimulation de la dégradation des protéines (Cherel et al. 1988b).

Si la phase III du jeline se poursuit, alors un signal de réalimentation se mettra en place avant que la diminution des réserves
Kénergétiques chez l'individu ne devienne létale (Groscolas et Robin 2001). Les individus en colonie repartiront en mer en/

abandonnant I'ceuf ou le poussin.
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3. Activité de digestion

3.1 En mer

L’utilisation de I’hétérothermie, caractérisée par la diminution des températures de plusieurs tissus, a
¢té mise en évidence lors des séquences de plongées chez le manchot royal (Handrich et al. 1997;
Schmidt et al. 2006). Cependant, on note que cette diminution ne s’étend pas a 1’estomac et que ce
dernier montre des températures étant jusqu’a 20°C supérieures a la température de ’abdomen localisé
a, a peine, Scm de I’estomac (Figure 20 ; Handrich et al. 1997). Ainsi, il a été suggéré que ’activité de
digestion pouvait étre a ’origine de ces températures élevées et que cette activité commengait avant la
fin des séquences de plongées. Lors de la derniére séquence de plongée avant le retour des adultes sur
la colonie des températures différentes ont été mesurées au niveau de I’estomac. En effet, la température
de I’estomac est maintenue basse durant toute la durée de cette derniére séquence contrairement aux
précédentes séquences de plongées (Handrich et al. 1997). Ce résultat pourrait souligner une réduction
de I’activité de digestion afin de garder une quantité de poisson intact pour I’alimentation du poussin a

terre.
3.2 A terre

Etant donné I’absence de nourriture a terre pour les adultes, I’activité de digestion est totalement absente
lorsque les oiseaux se trouvent dans la colonie. Et pourtant, durant la saison de reproduction, les adultes
doivent étre capables de nourrir le poussin dés son éclosion et méme aprés plusieurs jours de jeline en
incubation. Ainsi, les individus méles ont la capacité de maintenir de la nourriture quasi-intacte dans
leur estomac (Gauthier-clerc et al. 2000). En effet, une étude a montré que chez le manchot royal, 90%
des males relevant leur femelle a une période proche de la date d’éclosion avaient I’estomac plein et que
40% des males incubant prenaient effectivement en charge 1’alimentation du poussin a 1’éclosion, et
méme apres 20 jours d’incubation (i.e. jeline). Ainsi, les individus males sont capables de nourrir le
poussin avec la nourriture des derniers repas en mer (réduction de I’activité de digestion) maintenue
intacte dans I’estomac a 38°C au cours du jeine d’incubation (Gauthier-clerc et al. 2000). Plusieurs
processus sont a I’origine de ce maintien de nourriture dans un état favorable a la régurgitation tel que
la température et le PH du milieu stomacal (Thouzeau et al. 2003; 2004) favorable au développement

d’une flore bactérienne spécifique (e.g. Spheniscin ; Thouzeau et al. 2003).

C. Matériel et Méthodes

Le but principal de ma thése étant I’étude des variations de températures périphériques et internes chez
le manchot royal dans I’eau, la premicre étape a été de construire une structure (i.e. piscine) afin de
pouvoir maintenir les oiseaux dans 1’eau durant plusieurs jours consécutifs (Chapitre 1 et 2). Avant leur
immersion, les manchots ont été équipés de loggers de températures permettant 1’enregistrement des

données durant toute la durée de I’expérimentation. D’autres techniques se sont par la suite ajoutées a
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ce dispositif de base afin d’étudier plus en détails les colits de thermorégulation (Chapitre 2 et 3) et la

dynamique de changement de température (Chapitre 3 et 4).
1. La piscine

Afin d’¢étudier la thermorégulation d’individus adultes dans I’eau en fonction de I’état nutritionnel de
ces derniers, une piscine d’eau de mer a été construite a I'intérieur d’un enclos en bois fermé (3x3
meétres), a ciel ouvert, a proximité immédiate de la colonie. Cette piscine mesure 2.5 métres de long,
pour 1.30 métres de large et 1.20 métres de haut (Figure 33A). Au cours des trois années
d’expérimentation, et forte de I’expérience acquise chaque année, la piscine a évolué et s’est
perfectionnée afin dans un premier temps d’améliorer le confort des individus et d’installer un systéme

de respirométrie.

Figure 33 : Construction de la piscine (A) pour une version simplifiée la premiere année (B) mais comprenant déja le
mécanisme de base de renouvellement d’eau a 1’aide de deux pompes (C) permettant de pomper I’eau de mer de la baie

Le principe de fonctionnement de la piscine a pour but de reproduire un environnement le plus proche
possible de celui rencontré par un manchot en haute mer pendant la phase nocturne d’inactivité en
surface. Dans un premier temps cet environnement correspond a une qualité de I’eau parfaite, d’un point
de vue pureté et température. Ainsi, un systéme de pompage sophistiqué (Figure 31C) a été mis en place
avec une premiére pompe amenant 1’eau de la baie a la piscine et une deuxiéme pompe sortant I’eau de
la piscine vers la baie (Figure 31D). Ce systéme a permis un renouvellement constant de 1’eau de la
piscine. D’ailleurs, I’enregistrement continu de la température de I’eau au cours des expérimentations,
et griace a ce systeme de pompage d’eau de mer, nous avons pu constater le maintien de la qualité de

I’eau de mer et de sa température.

La deuxiéme année, un systéme de goutticre a débordement a été mis en place afin d’¢éliminer les féces
et les plumes présents a la surface de I’eau et pouvant nuire a la propreté du plumage des individus et

donc impacter a la fois la flottabilité mais également 1’isolation thermique de ces derniers.
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Par ailleurs, un systéme de filet a été installé afin d’éviter toutes sorties spontanées de la piscine, pour

les individus qui seraient arrivés a se hisser sur les rebords de cette dernicre (Figure 31B)

Enfin la troisiéme année, pour mesurer le métabolisme des individus dans diverses conditions, un
systéme d’armature portant une cloche de respirométrie (voir partie 4.1, ci-apres) et empéchant le retour

des manchots en surface ailleurs que sous la cloche, a été installé. Ce dispositif pouvait étre relevé

facilement a tout moment grace a un systéme de poulies surplombant la piscine (Figure 34).

Figure 34: Piscine durant la 3ieme année d’expérience, opérationnelle pour des mesures de respirométrie

2. La chirurgie

L’équipement des individus s’est fait sous anesthésie gazeuse. Le protocole de chirurgie a été mis en
place et éprouvé par des vétérinaires depuis de nombreuses années. Les doses de médicaments, les
procédures d’anesthésie et chirurgicales ont ét¢ adaptées a I’espéce. Toutes les anesthésies générales et

les chirurgies ont été réalisées en présence d’un vétérinaire et d’assistants en tenue stérile (Figure 35).

Figure 35 : Equipement stérile lors d’une intervention chirurgicale sur manchot royal en baie du marin. L’habillement des
intervenants se compose d’un calot, d’un masque, d’une blouse et d’une paire de gants stériles. On apercoit également un
champ stérile qui recouvre le sujet anesthésié
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2.1. Pré-anesthésie et induction

Afin que I’individu soit dans les meilleures conditions pour la phase d’induction, une premicre injection
de valium (diazépam) lui est faite 30 minutes avant I’induction, ainsi qu’une injection de Robinul
(glycopyrrolate) afin de limiter la production salivaire durant la chirurgie et une dose de Rimadyl
(caproféne) afin de prévenir I'inflammation post-opératoire. Suite a ces injections, I’individu est

maintenu au calme sans dérangement.

Apres un délai de 30 minutes, ’individu est amené en salle de chirurgie. Par le biais d’un masque,
I’individu est maintenu sous Isoflurane et oxygene a dose élevée pendant 4 minutes afin d’induire
I’anesthésie. Par la suite, I’individu sera maintenu sous anesthésie grace a un débit constant d’oxygene

mélangé a une concentration plus modérée d’Isoflurane.

L’individu est ensuite placé sur la table de chirurgie et intubé par une sonde trachéale a ballonnet
préalablement induite de tronothane, un anesthésiant local. L’utilisation de ce dispositif permet d’éviter
les fuites d’oxygene, de connaitre la concentration exacte d’Isoflurane respirée par I’animal et d’éviter
le passage d’¢léments de régurgitation dans les voies respiratoires. Afin d’éviter le desséchement de la
pupille de I’ocryl-gel est déposé sur la cornée et une compresse stérile est déposée sur cette derniere afin
de fournir une protection supplémentaire a I’ceil. Une seconde série d’injections est réalisée, composées
de Dolorex (butorphanol) afin de prévenir la douleur post-opératoire et du Marbocyl (marbofloxacine)

afin de débuter la couverture antibiotique.

Enfin, des blocs de glace sont positionnés sur les pattes et sous les ailerons, des zones faiblement isolées
(i.e. fenétres thermiques), afin d’éviter I’hyperthermie des individus constatée en l’absence d’un

dispositif de refroidissement.
2.2. Chirurgie

La zone d’implantation des loggers de température est tout d’abord déplumée sur 2 rangées de plumes
et sur 2 cm de long. Aprés un nettoyage de la peau a 1’alcool, une injection de xylocaine adrénalisée est
effectuée. En tant que vasoconstricteur, ce produit limitera les saignements lors de 1’incision et limitera
¢galement la douleur sur cette zone (analgésique). Un champ stérile est ensuite disposé autour de cette
zone et est désinfecté par 3 bains successifs de bétadine savon, alcool et bétadine pure. La zone ainsi

dite "propre", I’'implantation peut débuter.

Une incision de 1.5 cm est réalisée au milieu de la zone déplumée. A 1’aide d’ustensiles chirurgicaux,
une "poche" est alors créée au milieu dans le tissu adipeux sous-cutané a égale distance entre le muscle
et la peau sur un plan transversal et non pas directement sous I’incision, mais en décalé sur un plan
frontal. Ainsi, le logger ne se trouvera pas directement sous la zone déplumée mais bel est bien sous une

zone intacte.
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La zone est par la suite refermée a 1’aide de points de suture résorbables. La méme procédure est

appliquée sur chaque zone d’implantation d’un logger.
2.3. Réveil et soins post-opératoires

Apreés avoir refermé la derniere zone d’implantation, le débit d’Isoflurane est baissé en gardant le méme
débit d’oxygeéne. Aux premiers signes de réveil, I’individu est désintubé et étroitement surveillé durant
les premiéres minutes afin d’éviter toutes régurgitations qui pourraient venir obstruer les voies
respiratoires. Une fois I’animal redevenu vigile, il est isol¢ en enclos, au calme et a I’abri du soleil.
L’animal est contr6lé a distance de nombreuses fois durant I’heure suivant le réveil afin de s’assurer

d’une récupération normale.

Les individus sont placés sous couverture antibiotique durant les 3 jours suivants, avec deux injections
quotidiennes matin et soir. De plus, en cas d’inconfort de ’animal les premiéres 12h post-chirurgicales,

une injection d’anti-inflamatoire et de dolorex peut étre rajoutée.

3. La surveillance vidéo

/

Figure 36 : Moniteur situé¢ dans le bureau/laboratoire permettant une surveillance des individus en piscine a distance et une
intervention rapide en cas de besoin
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Un systéme de surveillance vidéo a ét€ mis en place sur toutes les expérimentations menées en piscine
afin de pouvoir contréler les individus a tout moment de la journée sans dérangement des oiseaux. Ce
dispositif était composé d’une caméra (Reconyx HC600 HyperFire models) placée au-dessus de la
piscine avec un angle de vue couvrant toute la surface de I’eau et d’'un moniteur transmettant les images
dans le bureau/laboratoire de travail (Figure 36). De plus, le moniteur a également permis

I’enregistrement 24h/24 des vidéos permettant par la suite de revenir sur le comportement des individus

en piscine (Etude complémentaire ; Figure 37).

Figure 37 : Exemple d’images enregistrées par le moniteur permettant le suivi et I’étude du comportement des individus de
jour (A) comme de nuit (B) avec la détermination de comportements telle que la fuite (C)

4. Mesure des températures corporelles

4.1 Températures internes

Afin d’enregistrer les températures corporelles des individus pendant toutes les phases de
I’expérimentation, 4 loggers ont été implantés, 3 loggers au niveau des tissus adipeux périphériques du
flanc, du dos et de la plaque incubatrice et 1 dernier logger au niveau de la cavité abdominale (Figure
38).

Figure 38 : Position des enregistreurs de températures détectés aux rayons X sur un individu vivant. Le logger du dos (bleu),
du flanc (vert) et de la plaque incubatrice (rose) sont placés dans le tissu adipeux sous-cutané, périphérie, tandis que le logger
de la cavité abdominale (rouge) est en position plus interne. Adapté de Lewden et al. 2017b

Les enregistreurs de températures (‘Ibuttons’, modéle MXMDS1922L-F5; AVNET183 MEMEC, figure

39) ont une résolution de =0.0625°C pouvant enregistrer des températures entre 0-50°C a une fréquence
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d’un point toutes les 11 minutes (pour une autonomie de mémoire de 21 jours). Avec un diamétre de
17.35 mm et une épaisseur de 5.89 mm (Figure 39), pour une masse de 2.9 g, ces loggers, méme au

nombre de 4, n’induisent aucune géne aux individus équipés.

Figure 39 : Evaluation de la taille réelle de quatre Ibuttons

4.2 Températures superficielles par thermographie

La technique de thermographie infra-rouge est une technique de mesure non-invasive largement
utilisée ces dernicres années pour identifier des surfaces d’échanges thermiques (e.g. Tattersall et al.
2009) mais également pour étudier la thermorégulation d’individus dans différentes conditions de stress
thermique (e.g. McCafferty et al. 2001; McCafferty et al. 2013; Van de Ven et al. 2016), de stress de
capture (Jerem et al. 2015), de manipulation (Herborn et al. 2015) ou encore d’impact d’équipement
d’appareils de mesures (McCafferty et al. 2007)(voir McCafferty et al. 2013 pour revue). Cette
technique permet de détecter les radiations infrarouges (de longueur d’onge entre 8-12 pm) émises par
tout corps dont la température est supérieure a 0°C. Cependant ces radiations étant absorbées par 1’eau,
il est impossible d’effectuer des mesures sous I’eau. Les images thermiques reflétent uniquement la
température de surface sur une zone sans plume. Ainsi, I’eeil et le bec chez les oiseaux sont des zones
bien indiquées (e.g. chez le manchot royal, Figure 40) et largement utilisées dans les études

précédemment citées.

Figure 40 : Visualisation a 1’aide de thermographie infra-rouge de zones d’échanges thermiques sans plume, I’ceil et le bec,
chez le manchot royal © A.Lewden
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Cependant, due a la proximité des vaisseaux sanguins sous la surface de la peau, si cette dernicre est
moins bien isolée par les plumes ou le tissu adipeux (Trawa 1970; Frost et al. 1975; Despin et al 1978),
les images thermiques peuvent représenter le réseau de veines sous-cutanées et refléter le degré de
vasodilatation/constriction sous-cutanée (Tattersall et al. 2009; Weissenbock et al. 2010). Ainsi en
raison de I’absence de tissu adipeux, les ailerons de manchots sont des candidats idéaux pour I’étude de

la perfusion périphérique en période de ré-augmentation des températures (Chapitre 4).

Dans le but d’améliorer la qualité des photos thermiques, un studio photo a été¢ aménagé au sein d’un
batiment sur le terrain, a proximité de la colonie. En effet, cette espace clos permet dans un premier
temps de s’extraire des radiations solaires et de créer un arriére-plan d’absorption et de températures
uniformes. De plus, dans 1’optique de standardiser la prise de photo, le studio permet également d’étre
a égal distance du manchot tout au long de I’expérience et a la méme distance pour tous les individus

mais également d’avoir le méme angle de prise de vue (Figure 41).

-

Tatm=20 Dst=1.0
2015-12-08 06:36:41 e=0.96 Tréfl=20

Figure 41 : Image thermique prise d’un manchot royal dans le studio photographique permettant d’obtenir un arriére-plan
uniforme sans variation de température

5. Mesure de ’activité métabolique

Dans le cadre de mon projet de thése, j’ai mesuré I’activité métabolique de manchots maintenus dans la
piscine mais présentant des températures périphériques variées (Chapitre 2) et 1’activité métabolique

durant des périodes de réchauffement des tissus périphériques dans I’air (Chapitre 3).
5.1 La respirométrie

La majorité de 1’énergie utilisée chez les endothermes est dérivée du processus d’oxydo-réduction (e.g.
glycolyse, dégradation des acides des gras) (Schmidt-Nielsen 1979). Ainsi, I’'une des méthodes pour

estimer ’activité métabolique d’un organisme est de mesurer les échanges respiratoires de ce dernier.
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Le principe de respirométrie est de mesurer la consommation d’oxygene et/ou la production de CO;
d’un organisme maintenu dans un environnement hermétiquement clos (i.e. chambre métabolique)

alimenté par un débit d’air de quantité et de composition connue

En effet, grace a différentes équations (Lighton 2008), connaissant le débit d’air circulant dans la
chambre métabolique, la composition de I’air entrant dans la chambre et en mesurant la composition de
I’air sortant de la chambre, il est alors possible de déterminer quelle a été la consommation d’oxygene

et la production de CO; de I’organisme présent dans la chambre métabolique.

Cette technique permet de mesurer des individus dans différentes conditions. Lorsque les individus sont
maintenus dans leur zone de thermoneutralité (TNZ), a jeun et au repos, il est alors possible de
déterminer le BMR de ces derniers (voir McKechnie 2008 pour revue). Si la température ambiante de
la chambre métabolique est maintenue a des températures inférieures a la TNZ alors il sera possible de
mesurer le métabolisme des individus en production de chaleur (i.e. thermogeénese) jusqu’a atteindre la
capacité maximum de production (e.g. Swanson et Liknes 2006; Swanson 2010; Lewden et al. 2012).
Le métabolisme lors de la dissipation de chaleur peut également étre mesuré en maintenant la
température de la chambre métabolique au-dessus de la TNZ (e.g. McKechnie et al. 2016; Smith et al.
2017; O’Connor et al. 2017). Enfin, le métabolisme durant 1’activité physique telle que la marche ou le
vol (e.g. Froget et al. 2002) ou métabolisme lors de la digestion (e.g. Enstipp et al. 2008) est également

¢valuable par le systéme de respirométrie.

Ainsi, le dispositif mis en place permettait de mesurer deux types de chambres métaboliques : L’une ou

les individus étaient dans 1’eau, et ’autre ou les individus étaient dans I’air (Figure 42).

A - Chambre métabolique dans I'eau B - Chambre métabolique dans l'air

m e
vJ v

\J o \J

Figure 42: Présentation des chambres métaboliques du systéme de respirométrie mis en place pour mesurer les individus dans
I’eau (A) et a terre (B). Les fleches bleues correspondent aux entrées d’air tandis que les fleches rouges a la sortie de I’air dans
un tuyau menant a I’analyseur de composition de I’air en humidité, oxygéne et CO2
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5.2 Mesure de la fréquence cardiaque

Une autre méthode pour estimer les dépenses énergétiques d’un organisme est celle de mesurer la
fréquence cardiaque de ce dernier. En effet, de par la relation qu’il existe entre la consommation
d’oxygene et la fréquence cardiaque (équation de Fick’s), il est alors possible d’estimer I’une a partir de
I’autre. Ainsi, bien que cette relation ne soit pas tout a fait constante et puisse varier en fonction de la
condition corporelle (voir partie E-1 de I’introduction) de nombreuses ¢tudes ont pu explorer les
dépenses énergétiques des manchots royaux en milieu naturel (e.g. Groscolas et al. 2010; Viblanc et al.

2014 ; 2015).

Nous avons équipé les individus de la piscine (Chapitre 1 et 2) d’enregistreurs de fréquence cardiaque.

Ces enregistreurs sont composés deux parties :

1) Deux électrodes, placées en sous-cutanés (Figure 43), capables de déceler I’activité

¢lectronique liée aux contractions du muscle cardiaque et transmettant 1’information au moniteur.

2) Le moniteur qui va convertir I’information a I’aide d’un algorithme pré-programmé et la
stocker dans une mémoire interne. Ainsi, ce dispositif peut avoir une autonomie de plusieurs jours sans
nécessiter d’intervention. Cependant, en présence d’eau de mer ce dispositif, trés efficace a terre, s’est
révélé étre plus difficile a mettre en place pour des mesures effectuées sur des individus maintenus en

piscine.

En raison de la discontinuité des données acquises nécessitant une analyse plus complexe
qu’initialement prévue, les résultats présentés dans ce manuscrit de thése sont des résultats préliminaires
(i.e. Etude complémentaire) et sont présentés a titre indicatif pour des analyses complémentaires qui

seront effectuées dans les prochains mois.

Figure 43 : Identification par radiographie de la position des deux électrodes en sous-cutanés au niveau du dos (fleches roses)
a hauteur des os du bassin. Les Ibuttons positionnés dans la cavité abdominale et au niveau de la plaque incubatrice (rond jaune)
sont également identifiables sur cette radiographie.
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5.3 Mesure de I’accélération

L’accélérometrie est la mesure des mouvements d’un individu dans les trois dimensions spatiales. Bien
qu’utilisé depuis de nombreuses années chez [’homme (Cavagna et al. 1963), I’accéléromeétrie comme
indicateur de la dépense énergétique n’a été que depuis peu appliquée au monde animal (Wilson et al.
2006; voir Halsey et al. 2011a pour revue). En effet, les colits énergétiques des mouvements d’un
individu constituent souvent la majorité des dépenses énergétiques (Karasov 1992). Ainsi, ils peuvent
gtre corrélés aux dépenses énergétiques de ce dernier procurant un index de la consommation d’oxygene
(Elliott et al. 2013; Gleiss et al. 2011; Halsey et al. 2011a; Wilson et al. 2006). L’accélérométrie
comme index de la consommation d’oxygene a également été calibrée récemment via la respirométrie
en laboratoire (Halsey et al. 2011b; Lighton et Halsey 2011; Welch 2011). Plus récemment encore,
Hicks et al. 2017 semble valider le lien entre I’accélération et la fréquence cardiaque de I’activité chez

le cormoran huppé (Figure 44).
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Consommation d’oxygéne (Accélérométrie)

Figure 44 : Relation entre deux méthodes de prédictions de la consommation d’oxygeéne en fonction du type d’activité : le
repos (vert), la plongée (orange) et le vol (violet) Adapté de Hick et al. 2017

Dans le but de contrdler, d’étudier et/ou de corréler I’activité des individus en piscine aux températures
corporelles mesurées, les manchots en piscine ont ¢été équipés d’un accélérométre en bas du dos.
Cependant, ces données n’ont pas encore fait I’objet d’analyses poussées et seront évoquées uniquement

dans la partie discussion.
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High peripheral temperatures in king penguins while resting at sea:
thermoregulation versus fat deposition

Agnés Lewden'*, Manfred R. Enstipp'-2, Baptiste Picard?, Tessa van Walsum? and Yves Handrich'

ABSTRACT

Marine endotherms living in cold water face an energetically
challenging situation. Unless properly insulated, these animals will
lose heat rapidly. The field metabolic rate of king penguins at sea is
about twice that on land. However, when at sea, their metabolic rate is
higher during extended resting periods at the surface than during
foraging, when birds descend to great depth in pursuit of their prey.
This is most likely explained by differences in thermal status. During
foraging, peripheral vasoconstriction leads to a hypothermic shell,
which is rewarmed during extended resting bouts at the surface.
Maintaining peripheral perfusion during rest in cold water, however,
will greatly increase heat loss and, therefore, thermoregulatory costs.
Two hypotheses have been proposed to explain the maintenance of a
normothermic shell during surface rest: (1) to help the unloading of N,
accumulated during diving; and (2) to allow the storage of fat in
subcutaneous tissue, following the digestion of food. We tested the
latter hypothesis by maintaining king penguins within a shallow
seawater tank, while we recorded tissue temperature at four distinct
sites. When king penguins were released into the tank during the day,
their body temperature immediately declined. However, during the
night, periodic rewarming of abdominal and peripheral tissues
occurred, mimicking temperature patterns observed in the wild.
Body temperatures, particularly in the flank, also depended on body
condition and were higher in ‘lean’ birds (after 10 days of fasting) than
in ‘fat’ birds. While not explicitly tested, our observation that nocturnal
rewarming persists in the absence of diving activity during the day
does not support the N, unloading hypothesis. Rather, differences in
temperature changes throughout the day and night, and the effect of
body condition/mass supports the hypothesis that tissue perfusion
during rest is required for nutritional needs.

KEY WORDS: Seabirds, Heterothermia, Subcutaneous fat,
Normothermia, Fat storage, Heat loss

INTRODUCTION

Marine endotherms living in cold water are confronted with
potentially significant heat loss and high thermoregulatory costs, as
the heat capacity and thermal conductivity of water are substantially
higher than those of air (Kooyman et al., 1976; Dejours, 1987).
Hence, effective insulation is of great importance. Most marine
mammal species possess a substantial subdermal fat layer (blubber)
to achieve such insulation. By contrast, many marine birds rely to a
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large extent on the air layer that is trapped within their plumage.
While air is a better insulator than fat, problems arise during diving,
when the increasing pressure with depth reduces the insulating air
layer trapped within the plumage, so that heat loss increases
(Kooyman et al., 1976; Wilson et al., 1992; De Vries and Van
Erden, 1995; Ponganis et al., 2003). Hence, avian divers that rely
exclusively on their plumage air layer for insulation (e.g.
cormorants) face an enormous heat loss to the environment,
burdening their energy budget (Grémillet et al., 2001; but see
Enstipp et al., 2007). Penguins possess both (1) air that is trapped
within their dense down layer and (2) a layer of adipose tissue,
uniformly distributed under the skin (subcutaneous fat; Pond and
Mattacks, 1985). The subcutaneous fat layer and the alteration of
peripheral blood perfusion (vasoconstriction) enable these birds to
build up a thermal gradient between the warmer body core and the
cooler body shell, reducing heat flux to the environment and
keeping thermoregulatory costs at bay (Kooyman et al., 1976;
Ponganis et al., 2001, 2003). The effectiveness of such a response
has been demonstrated experimentally in marine mammals (e.g.
Kvadsheim and Folkow, 1997). Effective thermoregulatory
capacity is a prerequisite for the extreme dive performance of the
two largest penguin species, the king penguin (Aptenodytes
patagonicus) and the emperor penguin (Aptenodytes forsteri).
Current depth records for these species are 343 m versus 564 m,
with maximum dive durations of 9.2 min versus 27.6 min,
respectively (Wienecke et al., 2006; Sato et al., 2011; Piitz et al.,
1998; Piitz and Cherel, 2005). Certainly, the hydrodynamic design
and propulsive mode (wing propelled) of penguins enables these
birds to move through the water column at low energetic costs (Culik
et al., 1994, 1996a). However, exactly how these penguins achieve
such extreme dive performance is still the subject of intense
research. Recent studies on emperor penguins (mostly concerning
birds diving from isolated ice holes) have started to unravel the
physiological mechanisms behind such performance (Knower
Stockard et al., 2005; Ponganis et al., 2007, 2009, 2011; Meir
et al., 2008; Meir and Ponganis, 2009; Williams et al., 2011).
Unfortunately, because of the lack of a comparable set-up, such
studies have not been possible with king penguins.

However, a number of studies have investigated the diving
energetics and thermoregulation of king penguins foraging at sea
(Froget et al., 2004; Culik et al., 1996b; Handrich et al., 1997,
Schmidt et al., 2006; Enstipp et al., 2017). These studies found
substantial temperature declines in core (abdominal) and/or
peripheral tissues (Culik et al., 1996b; Handrich et al., 1997;
Schmidt et al., 2006; Enstipp et al., 2017) and this has led to the
suggestion of a regional hypothermia as a mechanism to lower
diving metabolism and increase breath-hold duration (Butler, 2004;
Schmidt et al., 2006). For example, Handrich et al. (1997) recorded
abdominal temperatures in foraging king penguins that fell as low as
11°C. While some of this extreme tissue cooling might have been
caused by the ingestion of cold prey, abdominal temperature was
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10-20°C below the recorded stomach temperature (Handrich et al.,
1997). Furthermore, Schmidt et al. (2006) found that pectoral
muscle temperature of king penguins during foraging bouts dropped
on average by ~2°C, with maximal declines of up to 5.5°C. The
temperature of the subcutaneous brood patch, a bare and highly
vascularized skin area, decreased on average by ~13°C, with
maximal declines of up to 21.6°C (Schmidt et al., 2006). In king
penguins swimming/diving within a shallow (30 m) static water
channel for up to 3 h, Fahlman et al. (2005) also observed a
temperature decline in subcutaneous tissues as well as in the lower,
middle and upper abdomen that depended on the nutritional status
of the birds. Lastly, Enstipp et al. (2017) reported peripheral
temperature drops (subcutaneous flank) in juvenile king penguins
foraging at sea to as low as 12.5°C.

Following these hypothermic periods, the birds rest for extended
periods at the surface and rewarm both their deep and peripheral
tissues to normothermic values (Schmidt et al., 2006). Reperfusion
of peripheral tissues while resting (i.e. vasodilation), and the
associated peripheral rewarming, might be important as it ensures
the supply of oxygen and nutrients to these tissues, while it removes
metabolic by-products (Kooyman, 1989). However, this also leads
to an increase in heat loss during this inactive period and might
explain why metabolic rate estimates for king penguins at sea are
higher at night (when they are resting at the surface) than during the
daytime, when they forage (Froget et al., 2004). The study by Froget
etal. (2004) also reported metabolic rate estimates for king penguins
at sea that were about twice those of birds ashore in the colony,
illustrating the scope of metabolic costs associated with activity and
thermoregulation at sea. Besides increased heat loss and heat
production, the heat increment of feeding, associated with the
digestion/assimilation of food, will also increase metabolism during
these resting periods, while some of that heat might be used to
substitute for regulatory thermogenesis (Green et al., 2006;
Lovvorn, 2007; Enstipp et al., 2008). However, the reasons why
king penguins maintain a peripheral normothermia when resting in
cold water, despite the potentially high energetic costs associated
with it, are still unclear. Two general hypotheses have been
proposed: (1) the ‘N, unloading hypothesis’ and (2) the ‘nutritional
hypothesis’. In the N, unloading hypothesis, the maintenance of
peripheral perfusion during extended surface breaks in king
penguins is required to help unloading of N,, accumulated during
diving (Fahlman et al., 2007). N, accumulation was suggested to
explain why king penguins terminate foraging bouts, especially
during the day, when prey might be readily available (Fahlman et al.,
2007). In general, N, is highly fat soluble and accumulates in
subcutaneous fat during diving (Behnke et al., 1935). Hence, at the
end of extended deep diving bouts, a poor peripheral circulation
(vasoconstriction) might delay N, clearance and, thereby, increase the
likelihood of bubble formation (Fahlman et al., 2007). Accordingly,
perfusion of subcutaneous adipose tissues after diving might speed
up the removal of N, and help to avoid decompression sickness
(Fahlman et al., 2007). In the nutritional hypothesis, maintenance of
peripheral perfusion during inactivity at night could be required for
the assimilation of free fatty acids (FFA) following digestion of food
(Schmidt et al., 2006). Subcutaneous adipose tissue is the most
important tissue in penguins for FFA storage (Cherel et al., 1993).
Accordingly, peripheral perfusion is required to allow fat deposition,
and this might explain the observed general rewarming that occurs
after foraging, when birds rest at the surface.

In this study, we explored the nutritional hypothesis by
monitoring the temperature of various tissues of king penguins as
a proxy of tissue perfusion, while birds underwent alimentary

manipulation inside a water tank. Our objectives were as follows: (1)
to investigate tissue temperatures of king penguins resting in a
shallow seawater tank during the day (digestive period) and night
(post-digestive period), in the absence of diving activity, and (2) to
investigate the effect of body condition on observed tissue
temperature variations (‘fat” versus ‘lean’ birds).

We predicted that if peripheral reperfusion/rewarming is related
to the requirements of fat deposition in subcutaneous tissues, we
should see a general increase in peripheral tissue temperature during
the post-digestive period (at night), when compared with the
digestive period (during the day). Furthermore, peripheral tissue
temperatures of birds should be affected by their body condition, as
‘lean’ birds should preferentially restore subcutaneous fat stores (to
improve insulation) and, therefore, display higher peripheral
temperatures, reflecting greater peripheral perfusion. By contrast,
‘fat’ birds might deposit fat preferentially in abdominal adipose
tissue and display higher abdominal temperatures than ‘lean’ birds.

MATERIALS AND METHODS

Experiments were conducted on Possession Island, Crozet
Archipelago (46°25'S, 51°51’E), in the Southern Indian Ocean
during the Austral summer (November 2014 to March 2015). At the
time of capture, king penguins were in the courtship phase of their
breeding cycle at the colony ‘La Baie du Marin’. We equipped eight
adult males (identified by song; Jouventin, 1982) with temperature
data loggers (see below). All experimental procedures were
approved by the French ethics committee (APAFIS, permit no.
02015041411414001) and the French Polar Environmental
Committee (permit no. 2013-76, 2014-121).

Experimental set-up

Surgical procedure

On the day of capture, body mass and a number of morphometric
measurements were taken (e.g. length of flippers, feet, beak and
head). Birds then underwent surgical implantation of temperature
data loggers at four different sites (see below). The surgical
procedure followed the protocol previously detailed in Froget et al.
(2004) and Fahlman et al. (2005), with the following modifications
concerning drug administration: in preparation for surgery, birds
were injected with a mixture of Valium (1 ml; Virbac, Carros,
France), glycopyrrolate (0.6 ml; Vétoquinol, Paris, France) and
butorphanol (1 ml; Vétoquinol) into the pectoral muscle, 30 min
before anaesthesia was induced with isoflurane, delivered in O,.
To avoid post-operative infection, birds were injected with
marbofloxacin (Vétoquinol) into the brachial flipper vein.
Injections of Rimadyl and cefalexin (Vétoquinol) were delivered
during surgery and every 12 h post-surgery for up to 72 h, to reduce
potential pain and inflammation.

Temperature loggers

Penguins were implanted with temperature loggers (iButton
MXMDS1922L-F5, Memec, Avnet, Massy, France; resolution
+0.0625°C, range 0-50°C, diameter and height 17.35%5.89 mm,
mass 2.9 g, recalibrated in a water bath with an absolute accuracy of
+0.1°C) at four distinct locations (Fig. 1), which recorded instant
temperature every 11 min. Three of the four temperature loggers
were implanted into the subcutaneous fat layer within the flank,
back and brood patch, while the last logger was placed into the
abdominal cavity, lateral to the brood patch (Fig. 1). The three
peripheral loggers were positioned about halfway between the
muscle and the skin, and care was taken to achieve comparable
logger positioning in all birds. During experimentation, we also
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Fig. 1. Experimental set-up and the position of the loggers. (A) A king
penguin resting in the seawater tank, showing the position of two of the four
temperature loggers. When king penguins floated in the tank, the back logger
(blue dot) remained above water, whereas loggers at all other positions were
submerged. (B) The position of the loggers in the flank (green dot), the brood
patch (pink dot) and the abdominal cavity (red dot). The external logger on the
lower back was part of a different study.

recorded ambient air temperature in the enclosure and water
temperature (7,) within the tank (monitored with iButtons; those in
water were submerged to 0.8 m).

To allow full recovery from surgery, birds were kept together in a
wooden enclosure (in air; 3x3 m, no roof) without disturbance
(apart from feeding) for an average of 6.1+0.1 days, before
introduction into the seawater tank. Upon completion of
experimentation, birds underwent the same procedure to remove
the temperature loggers. Before release back into the colony,
penguins were colour marked (using hair dye: Belle Color, L’Oreal,
Clichy, France) so they could be followed throughout the breeding
season.

Seawater tank

A water tank (2.5%1.3x1.2 m lengthxwidthxheight, filled to a water
level of 0.8 m) was built adjacent to lab facilities and the colony.
Fresh seawater was pumped continuously from the adjacent bay. A
surface skimmer at one end of the tank and a sufficiently high water
turnover (complete turnover within 1h) ensured a good water
quality within the tank and maintained a fairly constant water
temperature throughout experimentation (mean Ty, 5.7+0.6°C).
Birds inside the water tank were monitored continuously by video
camera (DVR Eye, Pix Controller, Export, PA, USA).

Feeding and experimentation

Penguins did not ingest food voluntarily and were, consequently,
force fed. For this, birds were captured within the wooden enclosure
or from within the water tank and briefly restrained while being
weighed (accuracy 0.1 kg) and fed whole fish (sardines, Sardina
pilchardus, stored at 5°C; Armement des Mascareignes, Le Port,
France). Birds easily adapted to this procedure, which never
exceeded 10 min (mean duration 6.9+£3.7 min). During recovery
from surgery (on average, 2.2+0.1 days after surgery) and before
introduction into the water tank, birds were fed 3 times per day for 4
successive days (stage 1), to enable them to regain their original
body mass at capture. Mean meal size was 0.3£0.1 kg, which
amounted to a total of 3.3+£0.4 kg of fish fed to each bird within
4 days. Consequently, body mass of birds at the time of introduction
into the water tank did not differ from their initial mass at first
capture (P=0.63).

To investigate the hypothesis that maintained peripheral
perfusion at night is related to fat deposition, all birds underwent
a specific protocol that included feeding and fasting periods inside a
shallow seawater tank and/or in air (see Fig. 2 for an outline of the
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temporal organization of our experiment). The experimental
protocol included four distinct periods, during which we recorded
tissue temperature: (1) stage 1, during which birds rested for 4 days
inside the wooden enclosure (‘fat’ birds in air); (2) stage 2, during
which birds spent 2 consecutive days inside the shallow seawater
tank (“fat’ birds in water, body mass 13.6+0.4 kg; Table 1); (3) stage
3, during which birds fasted for 10 days and were alternated
between the water tank and the wooden enclosure; (4) stage 4,
during which birds spent another 3 consecutive days inside the
water tank (‘lean’ birds in water; body mass 11.9+0.7 kg; Table 1).
During stage 1 (in air), birds were fed 0.9+0.1 kg fish per day (see
above). When inside the water tank (2 days during stage 2 and
3 days during stage 4; but not during the fasting period), birds were
fed four meals per day, at 08:30 h, 11:30 h, 14:30 hand 17:30 h, and
were fasted at night. Total meal size per day per bird at that point
varied between 1.5+0.2 and 1.8+0.0 kg. Hence, we simulated
conditions typically encountered by these birds at sea, albeit in the
absence of diving activity.

Data analysis

All data of one bird were removed from the analysis because of its
digestive problems and repeated food regurgitation. Furthermore,
one logger in the back (bird ID2) and one logger in the abdominal
cavity (ID5) failed to record data. Within the four distinct stages,
days were split into daytime periods (08:00 h to 22:00 h; last feeding
occurred at 17:30 h) and night-time periods (22:00 h to 08:00 h);
during the latter, birds rested without disturbance. The lower critical
temperature for adult king penguins in air has been estimated at —5°C
(Froget et al., 2002). Air temperatures throughout experimentation
ranged between 4.6 and 17.3°C. Hence, when birds rested in air (with
the possibility of remaining in the shade on sunny days), they were
within their thermoneutral zone. For our investigation, we considered
the tissue temperatures of birds recorded during stage 1 (in air) to
represent the normothermic condition for each respective tissue.

In our analysis, we first focused on the general temperature
patterns recorded in our penguins within the seawater tank (stage 2
and stage 4; 5 days in total), to allow a comparison with temperature
patterns observed in foraging birds at sea. We then concentrated our
investigation on tissue temperatures recorded in penguins during
stage 2 (‘fat’ birds in water). Specifically, for the flank tissue
(permanently submerged in a penguin when resting in water, Fig. 1),
we investigated normothermic periods (~37°C) that occurred during
the night. We also compiled a frequency distribution for all four
tissue temperature recordings obtained during the night in stage 2
and contrasted this with tissue temperatures obtained during stage 1
(“fat’ birds in air). Lastly, we studied temperature changes during the
two periods that birds spent in water with contrasting body
conditions (stage 2 versus stage 4).

We considered birds to be in a digestive state throughout the
daytime and in a post-digestive state for most of the night. Frequent
defecation throughout the daytime was observed in all birds (with
the exception of the bird excluded from the analysis), indicating that
birds digested the provided food. During digestive activity, blood
flow to the digestive organs within the body core will increase
(Gallavan and Chou, 1985; Bottje and Harrison, 1986, 1987), while
peripheral perfusion will be reduced. Hence, if a peripheral
reperfusion/rewarming is related to the requirements of fat
deposition in subcutaneous tissues, we would expect to see an
increase in peripheral tissue temperature during the post-digestive
period (at night), when compared with the digestive period
(daytime). Furthermore, we would also expect that the body
condition of birds will affect peripheral tissue temperature, for the
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Fig. 2. Temperature recordings from four tissues when king penguins rested in air and in water. (A) Hourly mean temperature from 7 birds throughout the
experiment. The initial part of the experiment (stage 1, 4 days in air) was followed by 2 days in water (stage 2, ‘fat’ birds), after which birds were fasted for 10 days in
air/water (stage 3), before they spent another 3 days in water (stage 4, ‘lean’ birds). Feeding events occurred during the day, as indicated by the arrows.

(B) Temperature recordings from a single bird (ID 3) for comparison, plotted with water temperature (T,). Night periods are indicated by the grey bars at the top.
Only 3 days are displayed for stage 1, and only a period of 34 h, when birds rested in air, is shown for stage 3. Tissue temperature oscillations between day and

night are visible in water, while they are absent in air.

following reasons. While the exact time course and preferential site
of fat deposition/mobilization in birds is not clear, Blem (1990)
suggested that ‘subcutaneous fat may tend to be the first deposited
and the last to be used’, while intraperitoneal fat ‘may be the first to
be mobilized during stress’. By contrast, experiments conducted
with rats suggest that abdominal adipose tissue is important for the
short-term (meal-to-meal) dynamics of both fat mobilization and
storage, while subcutaneous adipose tissue is more important for the
long-term management of energy reserves (West et al., 1989;
Sugden et al., 1994; Bertile et al., 2003). From studies concerning
fuel mobilization during fasting, it seems clear that subcutaneous fat
provides most fuel during these periods in penguins and seals
(Cherel and Le Maho, 1985; Nordey and Blix, 1985; Nordey et al.,
1990; Markussen and Ryg, 1992; Cherel et al., 1994), while seal
pups might increase protein catabolism, to retain a critical blubber
layer for insulation (Qritsland et al., 1985). Clearly, the benefit of
the time course with respect to subcutaneous fat suggested by Blem
(1990) is obvious for avian divers like penguins, where
subcutaneous fat provides most insulation. Accordingly, after a

fasting period, birds should preferentially restore their subcutaneous
fat layer to provide insulation in cold water. If so, then peripheral
tissue temperatures during rest (reflecting perfusion) should be
higher in fasted (hereafter ‘lean’) birds, when compared with
non-fasted (hereafter ‘fat’) birds. However, higher peripheral
temperatures in lean birds might also be a consequence of their
reduced insulation, when compared with fat birds, without any
differences in perfusion. Hence, there are two potential explanations
for the elevated peripheral temperatures in lean birds: (1) active
regulation of peripheral perfusion, presumably to deposit
subcutaneous fat; and (2) reduced subcutaneous insulation leading
to greater heat flux from the core to the skin. To distinguish between
these two potential causes, we focused on temperatures recorded
within the flank. We determined (1) the total amount of time that
flank temperature was above 36°C (i.e. near normothermia) during
the night in fat and lean birds and (2) the mean temperature during
these near-normothermic episodes (birds did not maintain a
constant normothermic level and temperature oscillations were
common, so that birds showed multiple near-normothermic periods
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Table 1. Tissue temperatures of king penguins resting during the night in air (stage 1) or in water (stage 2 and stage 4) and corresponding body

masses
Abdominal cavity
Body mass (kg) Flank temperature (°C) Back temperature (°C) Brood patch temperature (°C) temperature (°C)

Bird ID Stage 2 Stage4 Stage1 Stage2 Stage4 Stage1 Stage2 Stage 4 Stage 1 Stage2 Stage 4 Stage 1 Stage2 Stage 4

ID1 14.2 12.6 37.5¢0.2 34.3+5.0 36.7+2.6 37.2+0.2 37.2+2.0 37.2+0.5 37.5+0.3 29.7+5.1 23.2+6.7 37.9+0.3 37.7+0.4 35.9+1.1
Max. 37.9 384 38.4 38.3 36.7 371 38.4 38.2
Min. 233 27.2 29.4 36.3 20.2 16.1 36.4 33.2

ID2 13.2 11.2 37.4+0.2 27.4+4.1 33.0+4.7 - - - 37.0+0.4 21.6+1.7 25.04+4.4 38.1+0.2 36.0+0.7 35.8+1.4
Max. 36.5 38.7 - - - 30.4 36.8 37.9 39.1
Min. 229 24.0 - - - 18.8 18.4 34.4 33.8

ID3 13.6 12.0 37.0+0.3 354422 354433 37.0£0.3 37.6+1.0 37.6+1.5 36.9+0.8 31.6+4.8 31.6+54 36.9+0.9 35.8+1.1 35.8+2.1
Max. 37.9 38.5 38.6 38.6 374 38.0 38.3 38.3
Min. 29.3 274 335 29.2 247 222 32.6 28.0

D4 13.7 11.8 36.7+0.6 30.7+5.8 35.7+1.8 36.840.6 359+1.1 36.8+0.5 36.5+1.0 25.2+5.8 25.9+3.0 37.5+0.5 32.8+3.3 32.6+2.9
Max. 37.6 38.0 37.6 37.8 36.8 325 38.2 37.2
Min. 244 31.2 322 35.3 17.9 204 27.0 26.6

ID5 13.2 11.8 36.9+0.3 37.4+0.6 36.2+1.0 37.2+0.3 37.6+0.5 37.27+0.4 36.5+0.9 29.4+5.3 25.2+3.3 - -

Max. 38.2 37.7 38.3 38.0 37.7 36.0 - -
Min. 34.0 33.2 35.3 34.7 20.3 20.1 - -

ID6 13.6 11.8 36.7+0.4 23.942.0 32.3+2.9 37.2+04 32.7+3.8 37.5#1.3 352421 15.6+1.3 19.9+2.2 37.4+0.6 25.7+3.5 27.5+3.2
Max. 34.9 38.5 38.0 38.9 18.6 24.9 33.0 35.5
Min. 22.0 29.2 251 29.5 14.0 16.3 217 223

ID7 13.7 11.8 36.7+0.4 27.0+4.1 33.4+3.3 37.0£0.4 37.6+1.1 37.4+0.9 36.240.5 16.0+1.3 23.9+5.0 37.6+0.3 24.0+2.1 24.0+5.7
Max. 37.8 375 39.0 38.4 19.3 36.8 29.4 36.8
Min. 23.9 275 322 33.2 14.2 18.8 20.9 18.8

Meants.d. 13.6+0.4 11.9+0.7 36.9+0.3 30.1+4.8 34.5+3.0 37.0£0.2 36.6+1.3 37.4+0.9 37.1+0.3 23.5+5.8 24.8+4.5 37.5+0.4 31.7+4.8 31.8+2.7

Mean temperature values (+s.d.), as well as maximum and minimum temperatures are shown. N=7 birds for flank and brood patch tissues and N=6 birds for back tissue and

abdominal cavity.

of varying duration; Fig. 2B). We reasoned that if mean temperature
levels during these near-normothermic periods were similar in the
two conditions, while lean birds spent a greater part of the night
at elevated flank temperatures, this would lend support to the
nutritional hypothesis.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed in JMP® (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Body mass differences of birds during different
stages and differences in the mean temperature of tissues between
the day and night were tested using a paired #-test. Temperature
variations of tissues between the first and last hour of day and night
periods during stage 2 and stage 4 were investigated using linear
mixed model analysis (LMM). We included hour (first versus last),
period (day versus night), body condition (fat versus lean) and the
interaction term hourxperiod as fixed effects, while bird ID was
included as a random effect. Similarly, mean flank temperatures
during near-normothermic periods and the total time per night spent
above 36°C (stage 2 versus stage 4) were investigated using LMM
analysis. For tissues where body condition significantly affected
temperature variations between day and night, LMM was also used
to investigate the effect of body mass and meal size on tissue
temperatures at night. If interactions within a model were
significant, we conducted a post hoc Tukey HSD test.
Significance was accepted at P<0.05. All values are presented as
means=s.d., unless indicated otherwise.

RESULTS

Upon first introduction into the seawater tank, birds explored the tank
and even briefly submerged for a few seconds. However, they
quickly adapted to the set-up and, apart from grooming, rested calmly
at the surface throughout experimentation (Fig. 1A). When left
undisturbed, activity levels of birds did not differ between day and
night and no antagonistic behaviour between birds was observed.
Recorded temperatures in all tissues declined strongly when birds
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entered the water (7,,=5.7+0.6°C; mean temperature declines: back
5.5+1.0°C, flank 10.2+1.9°C, brood patch 15.8+2.6°C, abdominal
cavity 5.5£1.7°C; Fig. 2). Feeding events throughout the day caused
additional temperature declines in all tissues, sometimes preceded
by temperature reversals (Fig. 2). During the night inside the seawater
tank, periodic rewarming was observed in all tissues and we found a
considerable overlap of tissue temperatures when birds rested in
water (stage 2) or in air (stage 1; Fig. 3).

Diel temperature patterns

Overall, tissue temperatures of our birds during the 5 day period they
spent in the seawater tank (stage 2 and stage 4) did not differ
significantly between day and night, and this was true for all tissues
investigated (flank: 31.743.3 versus 33.1+4.4°C; back: 36.3+2.3
versus 37.0+1.3; brood patch: 22.5+2.9 versus 24.3+4.9°C;
abdominal cavity: 31.324.2 versus 32.1+4.6°C; P>0.05 for all
tissues). As birds could not dive/forage within our set-up (apart from
occasional brief/shallow submersions), this is not surprising.
However, while overall temperature values did not differ
significantly between day and night, temperature variation during
these periods did (LMM; interaction: hourxperiod; Table 2). During
the day, the temperature of all tissues decreased significantly between
the first and last hour (08:00-09:00 h versus 21:00-22:00 h; see
Fig. 4). At night, temperatures increased between the first and last
hour (22:00-23:00 h versus 07:00-08:00 h). However, given the
considerable individual variation, this temperature increase was only
significant for the brood patch and the abdominal cavity (Fig. 4).

Temperatures during the night (post-digestive)

As conditions in the tank during the night resembled the situation
during the night at sea (i.e. birds in the post-digestive condition,
resting at the surface), which was clearly not the case for the day
period, we focused our following investigations on night periods
only. When resting in air during stage 1, birds maintained stable
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Fig. 3. Frequency distribution of tissue temperature from four sites recorded during the night, when birds rested in air or in water (stage 2). A large
overlap between the black and coloured bars (as in the back tissue) indicates that recorded tissue temperatures were similar when birds rested in air and in water,

with temperatures being normothermic in air (~37°C).

temperatures in all tissues throughout the night, with temperatures
varying by less than 1°C (Table 1, Fig. 2). We chose mean
temperatures from this period to represent the normothermic
condition for each tissue investigated. Accordingly, normothermic
temperature was defined as 36.9+0.3°C for the flank, 37.0+£0.2°C
for the back, 37.1+0.3 for the brood patch, and 37.5+0.4°C for the
abdominal cavity, respectively (Table 1, Fig. 2A). In contrast to the
situation in air, tissue temperatures of birds in water varied greatly
during the night in stage 2 (Table 1). The greatest temperature
difference was found in the brood patch, with a difference of 16.5°C
between the maximum and minimum temperature recorded in one
bird (Fig. 2B). Similar temperature differences for birds in water
during the night (stage 2) were also found for the flank (14.6°C),
back (12.9°C) and abdominal tissues (11.3°C; Table 1). Despite a
considerable variation, tissue temperatures generally increased
throughout the night (Fig. 2) and in some cases normothermic
values were reached (see maximum values in Table 1 and
individual temperature traces in Fig. 2B). This was especially
true for the back and the flank tissues, where some birds (e.g. ID1
and ID5) maintained peripheral tissues at normothermic values for
extended periods (e.g. for an entire night, ~10 h), while such
periods were rather short-lived in other birds (e.g. ID3 and ID7) or
completely absent (ID2, ID4, ID6). There was also a considerable

overlap in observed temperatures at night between birds resting in
air (normothermic temperatures) and birds resting in water (stage 2;
Fig. 3). Temperatures within the back tissue overlapped by 74% in
the two conditions and were mostly above or slightly below the
established normothermic threshold when birds rested in air
(Fig. 3). Similarly, temperature overlaps of 45% and 42% were
observed for the flank tissue and the abdominal cavity,
respectively. Furthermore, for 32% of the night, peripheral flank
tissue reached temperatures in excess of 37°C. The least overlap
was found in the brood patch (30%), where temperatures for birds
resting in water were frequently well below the normothermic
threshold (Fig. 3).

The effect of body condition (lean versus fat birds)

After fasting, mean body mass of birds during stage 4 (lean birds;
11.94£0.7 kg) was significantly lower than that during stage 2 (fat
birds; 13.6+0.4 kg; P<0.0001). Temperatures of the flank and back
tissues during the night in lean birds (stage 4) were significantly
higher than those in fat birds (stage 2), indicating that body
condition (body mass) affected these tissue temperatures (LMM;
flank: P<0.0001, back: P=0.04; Table 2, Fig. 5). However, as birds
did not maintain temperatures at a stable level and multiple
temperature oscillations typically occurred throughout the night, so
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Table 2. Results from linear mixed model analysis concerning the effects of time of day and body condition on tissue temperature
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Back Brood patch Abdominal cavity

Flank

Estimatets.e.
-0.52+0.27

Estimatets.e. Estimatets.e.
-1.51+0.34

Estimatets.e.
—0.54+0.80

0.0529
0.9408
<0.0001***

-1.96
-0.07

<0.0001***

-4.39
—1.45

0.1961
0.8958

-1.30
-0.13

3.76
-5.40

0.0841
0.9188
<0.0001***

-1.74

Hour (last)

0.1484
<0.0001***

0.10

Period (night)

8.71 2.32+0.27
0.4

3.28+0.34

9.5
-0.3

0.58+0.15
—0.85+0.16

0.0003**

1.63+0.31
—1.36+0.32

5.26

—4.24
General linear mixed model estimates for the effects of time (hour: first versus last; period: day versus night; and the interaction term hourxperiod) and body condition (fat versus lean) on tissue temperature

Hour (last)xperiod (night)
Body condition (fat)

0.69

0.7416

<0.0001***

<0.0001***

0.59, N=137; abdominal cavity:

0.39, N=117; brood patch: R?

0.41, N=137; back: R?=

variations in king penguins. The model was run separately for all tissues; bird ID was included as a random effect. Flank: R?

RZ

0.74, N=117. **P<0.005; ***P<0.001.

that normothermic periods alternated with hypothermic periods
(Fig. 6), considering only mean temperatures might be misleading.
For the flank temperature, we therefore calculated the total amount
of time birds spent per night in near-normothermic conditions
(>36°C) and the mean temperature during these near-normothermic
periods. This showed that in the fat condition, flank temperature was
on average elevated above 36°C for 37.14£9.9% of'the night, while in
the lean condition this was the case for 51.7+8.9% of the night.
However, given the considerable individual variation, this
difference failed to reach statistical significance (LMM, P=0.13).
During the daytime, the respective values were 16.8+9.7% and
18.2+8.9% for the fat and lean condition, respectively. Mean flank
temperature during near-normothermic periods throughout the night
did not differ between conditions (37.5+0.3 and 37.6+0.6°C in the
fat and lean condition, respectively; LMM, P=0.39). Lastly, mean
abdominal temperature during the night did not differ significantly
between stage 2 and stage 4 (Table 1). However, while mean
abdominal temperature (31.8+5.3°C) was higher than mean flank
temperature (30.3+4.7°C) in fat birds (stage 2), the reverse was true
for lean birds (stage 4; 31.7£3.8 versus 33.7+£2.7°C; Table 1, Fig. 2)
but differences failed to reach significance, given the considerable
individual variation.

DISCUSSION

We found that king penguins, fed and released for the first time into
a seawater tank during the day, immediately reduced their body
temperature (Fig. 2). When maintained inside this tank for 2-3 days,
episodic rewarming of abdominal and peripheral tissues to
normothermic values occurred during the night, when birds
rested. While the temperature patterns varied greatly between
tissues and individual birds, and temperatures underwent rapid
changes rather than being maintained at a stable level, patterns
nevertheless mimicked those observed in the wild, where tissue
rewarming occurs during nightly resting at the surface (Schmidt
et al., 2006). Differences in temperature changes throughout the day
(when feeding occurred) and the night (when birds rested
undisturbed), and the negative relationship between tissue
temperature (flank and back) and body condition/body mass are
in agreement with our predictions and support the hypothesis that
tissue perfusion during rest (as reflected in recorded tissue
temperatures) is required for nutritional needs.

Diel temperature patterns
A number of studies have investigated the foraging behaviour of
adult king penguins at sea during various phases of their breeding
cycle (Piitz and Bost, 1994; Piitz et al., 1998; Charrassin et al., 1998,
2001, 2002). At sea, their activity follows a diel pattern: during
daylight hours, birds forage for extended periods, often diving to
great depth in pursuit of their prey; at night, birds conduct shallow
travelling dives and/or rest at the surface (Piitz et al., 1998; Moore
et al., 1999; Piitz and Cherel, 2005). Typically, body temperature
also follows a diel pattern: when foraging during the day, abdominal
and peripheral tissue temperatures fall well below normothermic
values and even in the hard-working pectoral muscle, temperature
declines of up to 5.5°C have been observed (Culik et al., 1996b;
Handrich et al., 1997; Schmidt et al., 2006). When resting at the
surface during the night, tissue temperatures return to normothermic
values (Culik et al., 1996b; Handrich et al., 1997; Schmidt et al.,
20006).

In our set-up, birds could not dive (apart from brief/shallow
submersions) and, consequently, we did not observe such a clear
diel temperature pattern. Overall tissue temperatures of our birds did
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40 - Fig. 4. Tissue temperature changes of king
penguins during the day and night in water.
as. b
................................ hy b b ¢ a Marginal means (+s.e.) for 6—7 birds (see Materials
351 2% a b and methods) were estimated for different tissues,
) l _____________ a, using separate linear mixed models (LMMs) during
%: i c b’g ................ the first/last hour of the day and night. Dotted lines
5 301 ae.. “eb indicate a significant difference between the first
© I - and last hour of each period ( post hoc Tukey HSD,
2 25 1 _eb P<0.05) for all tissues. Data points that do not share
% --------------- the same letters are significantly different from each
= Ca other (P<0.05).
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not differ significantly between day and night periods. However,
despite individual variation, there was a general pattern of declining
temperatures during the day and increasing temperatures during the
night (Figs 2 and 4), mimicking patterns observed at sea. The
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Fig. 5. Flank and back temperature of 7 king penguins resting in water
during the night in the lean (stage 2) and fat (stage 4) condition. Values for
flank (A) and back (B) temperature were averaged for each night spent in water.
Body condition (mass) significantly affected flank temperature, such that
temperatures were higher in lean birds than in fat birds (LMM, P<0.0001,
r’=0.68, n=34 nights). This was also true for the back tissue, albeit the
relationship was driven by one individual (LMM, P=0.04, r>=37, n=29 nights).

decrease of abdominal temperature during the day was probably
caused by the ingestion of cold fish (Culik et al., 1996b; Eichhorn
etal., 2011; Fig. 2B), while the decrease of peripheral temperatures
(flank, back, brood patch) may be due to a redistribution of blood
flow associated with digestive processes (Gallavan and Chou, 1985;
Bottje and Harrison, 1986, 1987; Fahlman et al., 2005). However,
some of the recorded temperature changes, especially during the
day, could also be a consequence of stress associated with the force-
feeding procedure, which might have altered blood flow (Cabanac
and Aizawa, 2000; Edgar et al., 2013; Herborn et al., 2015).

Temperatures during the night (post-digestive)

Given the limitations of our experimental set-up with respect to
replicating daytime conditions typical for king penguins at sea, we
focused our analysis on the night-time, where conditions were
similar to the wild (i.e. fed birds resting at the surface). Here, we
found that all birds displayed normothermic periods in all tissues
investigated (Table 1, Figs 2B and 3). While such normothermia
was maintained in some birds and tissues for extended periods (e.g.
during the entire night in the flank of ID5), tissue temperatures in
most birds oscillated over shorter periods. Consequently,
normothermic periods in our birds were of shorter duration than
those observed in the wild (see Schmidt et al., 2006). Given the
shorter duration of normothermic periods within our set-up,
temperature averages of peripheral tissues in king penguins
resting for extended periods at the sea surface (brood patch 37.3+
0.7°C and flank 37.9+0.2°C; Schmidt, 2006; Schmidt et al., 2006)
were considerably higher than the temperatures in our birds,
averaged throughout the night (brood patch 23.5+5.8°C and flank
30.144.8°C; Table 1). Nevertheless, during normothermic periods,
our birds reached temperatures comparable to those of king
penguins at sea in all tissues investigated (see maximum values in
Table 1). The shorter normothermic periods and the great inter-
individual variability observed in our birds could be related to the
experimental set-up imposed on the birds (short-term captivity,
frequent force-feeding during the day) and/or their known capacity
to slow down/delay digestive activity (Thouzeau et al., 2003, 2004).
In fact we observed one bird (excluded from the analysis) that
regurgitated complete meals in an undigested state 12 h after force-
feeding. Clearly, if birds did not digest their provided meals or
slowed digestion considerably, perfusion and temperature patterns
different from the wild situation are to be expected. However,
frequent defecation was observed during the daytime, indicating
that birds digested food. This is further supported by the observed
tissue temperature increases during the night in all birds after being
fed during the day.
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Air Water
Stage 1 Stage 2 (fat)

Water
Stage 4 (lean)

Fig. 6. Continuous temperature recording for the flank
tissue of a king penguin (ID1) resting in air (stage 1) and in

Tissue temperature (°C)

water (stage 2 and stage 4). Stage 2 and 4 were separated by a
10 day fasting period, not shown here. Night periods are
indicated by the grey bars at the top. The dotted line indicates the
temperature threshold above which temperatures were
considered to be near-normothermic (36°C). Periodic tissue
rewarming above the threshold occurred during the night in both
the fat and lean condition. However, this occurred more
frequently in the lean condition, while the mean temperature
during these near-normothermic periods did not differ between
conditions.

5 6 ‘ 7 19 20 21
Time (day)

Tissue temperatures in penguins resting in water during the night
differed considerably between sites (Table 1, Figs 2 and 3), with the
highest and lowest temperatures recorded from the back and
the brood patch, respectively. Temperature was consistently at the
highest level in the back, which was the only site typically not
submerged (apart from periods of short/shallow submersions) and,
hence, exposed to air rather than water (Fig. 1A). Clearly, the heat
conservation scenario at this site must have differed considerably
from that at all other sites, so that birds could maintain perfusion and
high tissue temperatures in the back without being subjected to
increased heat loss associated with cold water exposure. By contrast,
the lowest temperatures were recorded at the brood patch (Table 1,
Figs 2 and 3). This bare and highly vascularized skin fold facilitates
the rapid transfer of heat from parent to egg during incubation
(Midtgard, 1984, 1985), while it might be a prime site for heat loss
when birds are at sea, especially during foraging. Schmidt et al.
(2006) suggested that the brood patch might be important in
regulating pectoral muscle temperature during diving by allowing a
controlled loss of heat via an adjustment of its perfusion (‘peripheral
perfusion adjustment’). While the recorded brood patch temperatures
in our birds resting in water at night were considerably lower than the
temperatures observed in birds at sea (Schmidt et al., 2006), they
oscillated strongly between day and night (Fig. 2), suggesting some
important changes in perfusion status.

Effect of body condition and the nutritional hypothesis

Based on the temperature recordings in various tissues of king
penguins foraging at sea (pectoral muscle, brood patch, flank),
Schmidt and colleagues (Schmidt, 2006; Schmidt et al., 2006)
suggested that the high temperatures observed at night, presumably
associated with high heat loss and thermoregulatory costs, are linked
with the requirements of maintaining peripheral perfusion to
facilitate the deposition of subcutaneous fat after successful
foraging. Our experiments recording tissue temperatures in fat and
lean birds showed a trend of increasing tissue temperatures during
the night (Figs 2 and 4, Table 2), which fits well with our prediction
in support of the nutritional hypothesis. Furthermore, night
temperatures in the flank were significantly affected by body
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condition (Tables 1 and 2). As predicted, flank temperatures of
penguins during the night were significantly higher in the lean
condition than in the fat condition. These higher flank temperatures
recorded in lean birds could be the consequence of either (1) an
active regulation of peripheral perfusion, presumably to deposit
subcutaneous fat, or (2) a reduced subcutaneous insulation leading
to greater heat flux from the core to the skin, without changes in
perfusion. As near-normothermic periods that occurred throughout
the night reached similar temperature levels in both fat (stage 2) and
lean birds (stage 4) but the overall duration of these periods per night
was longer in lean birds, our results argue against simple changes in
body insulation explaining the observed patterns (Fig. 6). Rather,
our results suggest that these higher mean temperatures in the flank of
lean birds are the consequence of an active vasomotor regulation,
presumably to allow deposition of subcutaneous fat. Such preferential
deposition of subcutaneous fat in lean birds would be of great benefit
for their insulation in cold water and would keep heat loss at bay (see
Enstipp et al., 2017). It also agrees with the suggestion by Blem
(1990) that subcutaneous fat in birds tends to be the first deposited.
By contrast, fat birds are well insulated; hence, the need to perfuse
subcutaneous tissues for fat deposition should be reduced. These
birds might instead store any surplus FFA in abdominal adipose
tissue and reduce peripheral perfusion to avoid additional heat loss.
Our finding that flank temperatures in lean birds remain consistently
above abdominal temperatures, while the reverse tends to be true for
fat birds, supports such a scenario (Table 1, Fig. 2).

Hence, our results are in general agreement with the suggestion
that the apparent paradox of high peripheral temperatures in king
penguins during extended resting phases at the surface (reflecting
sustained peripheral perfusion) is associated with perfusion
requirements for subcutaneous fat deposition. The high
thermoregulatory costs associated with such maintained peripheral
perfusion are illustrated by our observation that some birds with
high peripheral temperatures during the night lost body mass during
experimentation (stage 2), despite feeding.

There has been evidence for a delay of digestive processes in king
penguins and seals (Gauthier-Clerc et al., 2000; Sparling et al.,
2007). By contrast, Sviérd et al. (2009) found that food digestion
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began during foraging in fasted Steller sea lions (Eumetopias
Jjubatus) and was not deferred until afterwards, suggesting that
access to the ingested energy was important in these nutritionally
stressed animals. Our penguins defecated frequently throughout the
day in both conditions (fat and lean) and, hence, it seems unlikely
that they deferred digestion. Accordingly, our results support the
hypothesis that nutritionally stressed lean birds had a greater need to
deposit any surplus FFA in the subcutaneous fat for insulation,
when compared with fat birds. That a sufficient subcutaneous fat
layer is of great importance is illustrated by the observation that
fasting grey seal pups (Halichoerus grypus) increase protein
catabolism to retain a critical subcutaneous fat layer for
thermoregulatory reasons (Qritsland et al., 1985). Similarly,
Enstipp et al. (2017) found a substantial decline in peripheral
temperatures reached during foraging bouts of juvenile and adult
king penguins over time and attributed this to changes in body
insulation (i.e. subcutaneous fat).

As an alternative to the nutritional hypothesis explaining
peripheral normothermia during extended surface breaks in king
penguins, Fahlman et al. (2007) suggested that such perfusion is
required to support the unloading of N, accumulated during diving.
Hence, they suggested that N, accumulation might force king
penguins to terminate foraging bouts, even when prey might be
readily available (Fahlman et al., 2007). While such a scenario seems
plausible, it is unclear how birds might detect critical levels of N,
that could trigger peripheral perfusion to flush out N,. Furthermore,
although not explicitly investigated in our experiment, peripheral
rewarming observed in our birds during the night (reflecting
peripheral perfusion) in the absence of diving activity during the day
does not lend support to the N, unloading hypothesis. Accordingly,
we suggest that increased peripheral temperatures observed during
the night in our birds reflect tissue perfusion required for the
deposition of fat in subcutaneous adipose tissue. Higher peripheral
temperatures in the lean condition reflect the preferential deposition
of subcutaneous fat under these circumstances.

Finally, Fahlman et al. (2005) suggested that the metabolic and
regional temperature changes they observed in fasting (non-fed)
king penguins in water (trials of ~3 h) were associated with the need
to mobilize fuel from subcutaneous adipose tissue. This is of course
the flip side of the coin and it would be most interesting to study the
temperature changes associated with both feeding (fat deposition)
and fasting (fat mobilization) periods. Such a study should shed
more light on the apparent trade-off between nutritional dynamics
and thermoregulation.
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ABSTRACT

Most animals experience periods of unfavourable conditions,
challenging their daily energy balance. During breeding, king
penguins fast voluntarily for up to 1.5 months in the colony, after
which they replenish their energy stores at sea. However, at sea, birds
might encounter periods of low foraging profitability, forcing them to
draw from previously stored energy (e.g. subcutaneous fat). Accessing
peripheral fat stores requires perfusion, increasing heat loss and
thermoregulatory costs. Hence, how these birds balance the conflicting
demands of nutritional needs and thermoregulation is unclear. We
investigated the physiological responses of king penguins to fasting in
cold water by: (1) monitoring tissue temperatures, as a proxy of tissue
perfusion, at four distinct sites (deep and peripheral); and (2) recording
their oxygen consumption rate while birds floated inside a water tank.
Despite frequent oscillations, temperatures of all tissues often reached
near-normothermic levels, indicating that birds maintained perfusion to
peripheral tissues throughout their fasting period in water. The oxygen
consumption rate of birds increased with fasting duration in water, while
it was also higher when the flank tissue was warmer, indicating greater
perfusion. Hence, fasting king penguins in water maintained peripheral
perfusion, despite the associated greater heat loss and, therefore,
thermoregulatory costs, probably to access subcutaneous fat stores.
Hence, the observed normothermia in peripheral tissues of king
penguins at sea, upon completion of a foraging bout, is likely explained
by their nutritional needs: depositing free fatty acids (FFAs) in
subcutaneous tissues after profitable foraging or mobilizing FFAs to
fuel metabolism when foraging success was insufficient.

KEY WORDS: Thermoregulation, Seabirds, Subcutaneous fat,
Normothermia, Fat mobilization, Heat loss

INTRODUCTION

Most animals experience periods of unfavourable conditions,
where, e.g. climatic conditions and/or food scarcity might
challenge their daily energy balance. If energy expenditure is
exceeding energy intake, animals might be able to draw from
previously stored energy (e.g. subcutaneous fat) and/or they might
change their activity patterns in an attempt to reduce energy
expenditure. In the long run, however, the energy budget will have
to be balanced to avoid negative consequences for fitness and
survival (Drent and Daan, 1980).
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In birds, many species regularly encounter voluntary fasting
periods (e.g. during reproduction), which range from a few days up
to several months. The most extreme example is the 4 months
fasting period of male emperor penguins (Aptenodytes forsteri)
during courtship and incubation in the middle of the Antarctic
winter, when air temperatures may reach as low as —40°C and wind
speeds as high as 40 m s! (Stonehouse, 1953; Le Maho et al.,
1976). Accumulating fat depots before fasting periods and reducing
energy use during these periods by reducing activity or the need for
active heat production will all be important strategies to buffer these
animals against starvation (Hohtola, 2012). For example, Tattersall
et al. (2016) showed that fasting Muscovy ducklings (Cairina
moschata) at thermoneutrality reduce blood perfusion to thermal
windows (e.g. bill surfaces), thereby lowering thermal conductance,
allowing birds to maintain their core temperature at lower energetic
costs. Similarly, huddling in fasting emperor penguins is a well-
known mechanism to reduce heat loss, reducing thermoregulatory
costs (Gilbert et al., 2008). Furthermore, allowing a regulated drop
in body temperature will reduce the costs of maintaining
normothermia below thermal neutrality (Hohtola, 2012). This is
due to: (1) a reduction in tissue metabolism due to the temperature
dependence of metabolism (Q;o effect); and (2) the declining
temperature gradient between the animal and its surroundings,
reducing heat loss (McCue, 2010). The ability of some bird species
to lower their body temperature during periods of food limitation
has been known for a long time (Chossat, 1843; Hohtola, 2012).
Regulated hypothermia has been observed in many bird species,
spanning a body mass (M;,) range of between <3 g and ca. 6500 g,
and associated reductions in metabolic rate have also been reported
(see McKechnie and Lovegrove, 2002 and McCue, 2010 for
Teview).

In large birds, such as geese and penguins, core temperature
reductions during fasting are typically small (Le Maho et al., 1981;
Groscolas, 1986; Fahlman et al., 2005; but see Butler and Woakes,
2001 and Eichhorn et al., 2011). Nevertheless, these animals usually
show a decline in their basal metabolic rate during fasting, most
likely due to a decline in peripheral temperature, reducing the body
volume that is maintained at normothermia (Dewasmes et al., 1980;
Le Maho et al., 1981; Cherel et al., 1988; Fahlman et al., 2005).

During breeding, king penguins (A4ptenodytes patagonicus
J. F. Miller 1778) alternate shifts at the colony with foraging trips
at sea. While extended fasting periods at sea are unlikely, birds
might have to travel extensively to reach profitable foraging
grounds, during which feeding might not be possible. During the
Austral winter, the availability of their preferred prey (myctophid
fish; Cherel and Ridoux, 1992; Raclot et al., 1998; Bost et al., 2002)
declines (Kozlov etal., 1991), so that birds have to roam over greater
distances and dive to greater depths to capture prey (Charrassin and
Bost, 2001; Charrassin et al., 2002). Furthermore, Bost et al. (2015)
showed that during the last decades, frequent large-scale climatic
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List of abbreviations

FFAs free fatty acids

My body mass (kg)

RMR resting metabolic rate

Tw water temperature (°C)

Vo, oxygen consumption rate (ml min=")

s Vo, mass-specific oxygen consumption rate (ml min="kg~")
Veo, CO, production rate (ml min=")

anomalies occurred in the southern Indian and Atlantic Oceans that
shifted the preferred foraging zone of king penguins southward, so
that the distance birds had to travel and their foraging depth
increased significantly. Hence, foraging might not always be
profitable, so that the energy balance of birds on a daily basis
might be negative. During these periods, birds have to rely on
energy reserves, stored in the abdominal and subcutaneous adipose
tissues (Cherel et al., 1994). However, access of these energy stores
requires tissue perfusion, which will lead to a warming of these
tissues. In the case of the subcutaneous fat store, this will increase
the thermal gradient between the periphery and the surrounding
water, increasing heat loss, which is considerably greater in water
than in air (Kooyman et al., 1976; Dejours, 1987), elevating
thermoregulatory costs. Hence, because of the dual function of their
subcutaneous adipose tissue, which serves as an energy store but
also as an important insulator, king penguins face a conflicting
situation during periods of insufficient food intake at sea: (1)
maintain peripheral vasoconstriction, as during diving, to reduce
heat loss but potentially run out of fuel; or (2) vasodilate the
periphery to access the fuel source but increase heat loss and
thermoregulatory costs. For juvenile king penguins, during their
first months at sea, such an energetic challenge might be crucial
(Orgeret et al., 2016; Enstipp et al., 2017).

Previous studies investigated some of these issues in king
penguins that floated inside a shallow water channel (at 4°C;
Fahlman et al., 2005). During these short trials (~3 h), resting
metabolic rate (RMR) was significantly greater in fasted birds when
compared with fed birds, most likely because of differences in body
insulation. However, when investigating the effect of total fasting
duration on penguin RMR in water, Fahlman et al. (2004) found that
total fasting duration (in air) had little effect on penguin RMR in
water. As birds were maintained in air and only entered the water
channel for relatively short periods at a time in these studies, the
physiological responses of birds to extended fasting periods in water
remain unclear.

Hence, our study investigated the conflicting situation
encountered by king penguins when fasting for extended periods
in cold water. Implanting temperature loggers into peripheral and
deep tissues before birds underwent a specific protocol of fasting in
air or water, we studied the changes of tissue temperatures
associated with fasting in water as an index of tissue perfusion
status. We also investigated the metabolic costs associated with
fasting in water, the effect of fasting duration, and the relationship
between peripheral tissue temperature and bird metabolic rate. We
predicted that birds will initially maintain peripheral perfusion when
fasting in water (‘short’ fast) to mobilize fuel but will reduce
peripheral perfusion during a later fasting period (‘long’ fast). The
latter prediction we based on the expectation that birds should
maintain a eruwetad fat layer thickness to avoid heat loss and
thermoregulatory costs to spiral out of control, as has been
suggested for seal pups (Qritsland et al., 1985). Finally, we
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compared the observed temperature changes of king penguins when
fasting in water with changes that occur when birds are feeding in
water (Lewden et al., 2017).

MATERIALS AND METHODS

This study was conducted at the king penguin colony (‘La Baie du
Marin’) on Possession Island, Crozet Archipelago (46°25'34"S, 51°
51'36"E); a colony of ~16,000 breeding pairs (Delord et al., 2004).
During three consecutive Austral summers, between November 2013
and March 2016, we captured a total of 17 male king penguins
(identified by song; Jouventin, 1982) during the courtship phase of
their breeding cycle, equipped them with temperature data loggers
and maintained them for ~4 weeks each in a captive setting. All birds
underwent a specific protocol that consisted of a series of feeding and
fasting periods in air and/or in water. In a previous study, we
investigated the physiological responses of king penguins to feeding,
when maintained inside a shallow seawater tank (see Lewden et al.,
2017). Here, we report our investigation into the physiological
responses of king penguins to prolonged fasting in water. Both
investigations were conducted as a single experiment and the
experimental protocol was designed accordingly ( ). The aim
of both investigations was to shed some light into the apparent trade-
off between nutritional dynamics and thermoregulation of king
penguins at sea. Hence, in the current study, we will contrast and
discuss our results from both investigations. All experimental
procedures were approved by the French ethics committee
(APAFIS, permit no. 02015041411414001) and the French Polar
Environmental Committee (permit no. 2013-76, 2014-121).

Temperature loggers and surgical procedure

Individual penguins were equipped with four temperature loggers
(iButton, MXMDS1922L-F5; Maxim Integrated, San Jose, CA,
USA; resolution +0.0625°C; range 0-50°C; diameter and height
17.4x5.9 mm; mass 2.9 g; recalibrated in a water bath with an
absolute accuracy of +0.1°C) at four distinct locations, which
recorded instant temperature every 11 min. Three of the four
temperature loggers were implanted into the subcutaneous fat layer
within (1) the flank, (2) the back and (3) the brood patch, while the
last logger (4) was placed into the abdominal cavity, lateral to the
brood patch. The three peripheral loggers were positioned about
halfway between the muscle and the skin, and care was taken to
achieve comparable logger positioning in all birds. During
experimentation, we also recorded ambient air temperature in the
enclosure and water temperatures (7.,) within the tank (monitored
with iButtons; in water submerged to 0.8 m). Temperature loggers
were implanted on the day of capture under general anaesthesia, as
detailed in Lewden et al. (2017). After surgery, birds were maintained
inside a wooden enclosure (3%3 m, no roof) for an average of 6.0
+0.1 days for recovery, before experimentation started.

Experimental design

To investigate the physiological responses of king penguins to
fasting in cold water, all birds underwent a specific protocol that
consisted of two 2-day fasting periods inside a shallow seawater
tank, which were separated by fasting periods of 4—7 days in air (see
Figs 1 and 2 for an outline of the temporal organization of our
experiment). Two birds at a time were maintained inside this
shallow seawater tank (2.5x1.3%1.2 m; length, width and height,
filled to a depth of 0.8 m) that was supplied continuously with fresh
seawater from the adjacent bay (mean 7, in tank: 7.7+0.9°C; see
Lewden et al., 2017 for details). When initially introduced to the
tank, birds conducted a few brief and shallow dives, after which they
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Day 0 Surgery Fig. 1. Flow chart illustrating the experimental protocol
to investigate the physiological responses of king
\V4 penguins to feeding and fasting in water. Fhe-blackand
Davs 1-6 respestively- The fasting duration in air differed between
y Recovery * » Days 3-6 fed trials (range 7-10 days), while birds fasted on average for
10 days between feeding sessions in the tank (range
v First introduction into water tank 8—11 days). ‘Fat’ and ‘Lean’ refer to different body condition
states during feeding trials in water (see Lewden et al.,
. 2017), whereas ‘Short’ and ‘Long’ refer to different fasting
Days 7-8 {Fat} durations in the current study.
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\V4
- Bl air
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typically floated calmly. No antagonistic behaviour between birds
was observed. The experimental protocol was designed to facilitate
both investigations (the physiological effect of feeding and fasting
in water) and an idealized outline is presented in Fig. 1. However,
the experimental protocol varied between years, allowing the effect
of total fasting duration (in air and water) on peripheral perfusion-te
be-investigated; as visible in Fig. 2: during year 1 (N=0), stage 2, the
first fast in the water tank started with birds that had fasted in air for
6 days (Fig. 2A), whereas during year 2 (N=7), stage 2, started with
birds that had been fed inside the water tank (Fig. 2B). Accordingly,
fasting duration in air (7-10 days) and total fasting duration (11—
14 days) varied between years, whereas the fasting time in water was
identical in all cases, i.e. 4 days (Figs 1 and 2). The accumulative
time spent fasting during each year (in air/water) is indicated in
Fig. 2 (‘Total fasting duration’). Concerning the current
investigation, our protocol included four distinct periods, during
which we recorded tissue temperatures in birds: (1) stage 1 (not
shown in Fig. 2 and not included in our analysis), during which
birds fasted for 6 days inside the wooden enclosure (but see above);
(2) stage 2, during which birds spent two consecutive days fasting
inside the water tank (experimental days I-1I; ‘short’ fast); (3) stage

3, during which birds fasted for 4-7 days inside the wooden
enclosure in air; and (4) stage 4, during which birds spent another
two consecutive days fasting inside the water tank (experimental
days III-1V; ‘long’ fast; Figs 1 and 2).

When inside the water tank, disturbance of birds was kept to a
minimum. However, each bird was captured and removed briefly
(<5 min) from the tank once every other day for weighing (14y,).
During the third year (N=4 birds), the focus was on respirometry
trials, which were conducted with single birds in the morning and
afternoon. Accordingly, one of the birds was removed from the tank
during these periods. During this last year, two birds also underwent
a fasting period of 6 days in air before introduction to the water tank,
while the other two birds were fed up to the day before introduction.
Upon introduction during that year, birds were fasted within the
water tank for a continuous period of up to 4 days.

Respirometry trials

During the third year, we measured oxygen consumption rates (Vo)
in four penguins, when they floated calmly inside the seawater
tank, using an open-circuit respirometry system (‘Turbofox’; Sable
Systems, Henderson, NV, USA). Respirometry trials were
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Stage 2 Stage 3 Stage 4 Fig. 2. Tissue temperatures recorded in four
A In seawater tank In air In seawater tank tissues of king penguins throughout

experimentation. Birds fasted in a seawater tank

during stages 2 and 4, while they fasted on land
during stage 3. Values are hourly means shown
separately for year 1 (A) and year 2 (B). N=6 and 7
birds for year 1 and year 2, respectively. The total
fasting duration of birds (in water and air) is
indicated in Arabic numbers (position of the
numbers corresponds with the end of the indicated
fasting day), while the fasting days in water
(experimental days) are indicated by Roman
numbers (I-1V). Night periods are indicated by the
grey shading.
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conducted throughout the fasting period, after birds had fasted
between 0.58 and 3.91 days within the seawater tank (between 0.58
and 8.22 days of total fasting duration). We conducted a total of 13
trials (between two and six trials per bird) that lasted on average
1.5 h. Penguins were trained to remain and breathe inside a
transparent Plexiglas dome with the shape of a diamond and a
sloped ceiling (44x44x15-20 cm, longxwidexhigh; volume ~30 1),
which served as the respirometry chamber. The remaining water
surface was covered with mesh, to prevent surfacing outside the
chamber, in case birds submerged. The open bottom end of the
chamber was slightly submerged within the seawater tank to provide
a seal. Three small holes near the bottom of the chamber allowed
ambient air to enter the dome. During a trial, the primary flow
control unit of the Turbofox pulled air through the chamber at a
rate of 50 1 min—! [automatically corrected to standard temperature
and pressure (STP), 273K and 101.3 kPa]. A subsample
(200 ml min—!) was passed through a humidity meter (RH-300), a
CO, analyser and a fuel cell oxygen analyser. Oxygen and CO,
concentrations within the chamber, main flow rate through the
chamber, humidity of the gas sample and barometric pressure were
recorded every 4 s onto a laptop computer using ExpeData (Sable
Systems). All connections between the various components of the
respirometry system were made using gas-impermeable tubing. The
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gas analysers were calibrated before each trial using ambient air
scrubbed of water vapour (magnesium perchlorate) and CO,
(Ascarite and Soda lime; all chemicals from Sigma—Aldrich
Chemie, Lyon, France), while the CO, analyser was spanned with
0.49% CO, (Alphagaz; Air Liquide, Paris, France). The humidity
meter was calibrated weekly, according to recommendations of
the manufacturer. We used wet and dried (using magnesium
perchlorate) ambient air to set the span and zero water vapour
pressure reading (kPa), respectively.

Data analysis and statistics

In our analysis of body temperature variation, we first calculated
mean hourly values for each bird and all tissues throughout stages
24 (experimental days I-II, fasting in air, and experimental days
HI-1V), from which we calculated grand means from all birds
during year 1 and year 2 (Fig. 2). For our statistical analysis, values
from all birds during the first two years were then pooled (V=13
birds), while the temperature values from the four birds during year
3 were excluded from this part of the analysis, as the experimental
protocol differed (focus on respirometry). In a second step, we
calculated mean tissue temperatures for each experimental day, split
into daytime (08:00 h to 22:00 h) and night-time periods (22:00 h to
08:00 h). As tissue temperatures declined strongly when birds were
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first introduced to the water tank, after which they recovered (Fig. 2),
we excluded the daytime part of experimental days I and III from our
statistical analysis. Thirdly, to investigate temperature variations
throughout the penguin body during fasting, we selected the highest
(maximum; in air) and highest/lowest (maximum/minimum; in
water) mean hourly temperatures recorded across all tissues (grand
means from all birds) throughout the fasting period. Temperature
variations were investigated separately for the fasting periods in air
(stage 3) and in water (stages 2 and 4). In a further step, we focused
on the flank tissue and investigated episodes when flank tissue
temperatures of birds were >36°C while fasting in water (stages 2
and 4), which we defined as normothermic events. For these events,
we recorded the maximum temperature per event, event duration
(minutes) and the total number of events per day/night period. From
this, we calculated the mean maximum flank temperature during
these episodes for day and night periods (experimental days I-1V)
and their cumulative duration (expressed as a percentage of day/
night periods spent at normothermia). Lastly, to compare tissue
temperature changes in king penguins associated with fasting
conditions with those of feeding (see Lewden et al., 2017), we
plotted the mean hourly temperatures for all tissues from all birds
(grand means from 13 birds) when fasting throughout stages 2—4 in
comparison with those of seven birds that were fed throughout these
stages (data from Lewden et al., 2017).

Respirometry data were analysed using ExpeData (Sable
Systems). Gas analyser drift and lag time of the respirometry
system were corrected for. Main flow rate was corrected to STP dry
(STPD) using eqn 8.6 in Lighton (2008). Similarly, we did not scrub
water vapour before gas analysis but corrected for this dilution
effect during data analysis using eqn 15.3 in Lighton (2008).
Vo, and CO, production rate (¥¢o,) were calculated using eqns 11.7
and 11.8 in Lighton (2008), respectively. To investigate the link
between fasting time inside the water tank and Voz, we selected a
stable 10 min segment of J/;, data from each respirometry trial,
when birds floated calmly inside the respirometry chamber, to
represent the metabolic rate of the bird for that trial. To investigate
the link between flank temperature and metabolic rate, when birds
fasted inside the water tank, we selected multiple periods throughout
each trial when 7, was stable for at least 5 min (n=12 observations
in six trials, N=1 bird) and plotted, ¥, against the corresponding
flank temperatures for each period. As instantaneous temperatures
were recorded every 11 min, we linearly interpolated between two
recorded values to acquire temperature values for each minute.
Unfortunately, the temperature logger inside the flank tissue failed
in three out of the four birds that participated in respirometry trials.
Hence, we were only able to investigate this relationship in one bird.
¥, values are presented mass specifically as s-¥o, (ml min~! kg~!).

All statistical analyses were conducted in JMP® (Version Pro
11.2.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). All investigations
concerning: (1) My, changes; (2) the effects of various parameters on
tissue temperatures; (3) the effect of fasting time in water/total
fasting duration on, ¥ ; and (4) the relationship between flank
temperature and ¥, were conducted using linear mixed models
(LMMs). Where appropriate, interaction terms were first included in
the respective model and removed if not significant. If interactions
were significant, we conducted Tukey’s HSD test for post hoc
analysis.

In our investigation of My, changes, we included year and stage
(capture, after stage 2, after stage 4) and the interaction year*stage
as fixed effects, while bird ID was included as a random effect. To
test for the effects of various parameters on the temperatures of
tissues throughout fasting periods in water, we ran separate LMMs

for each tissue, including experimental day (I-IV) as a non-linear
factor, year, period (day/night), My, loss and 7, as fixed effects,
while bird ID was included as a random effect. Tukey’s HSD test
was used for post hoc analysis. To distinguish between the effects
of total fasting duration (in air and water) and fasting duration in
water only (experimental day) on tissue temperatures, we ran
separate LMMs for each tissue, testing their effects on tissue
temperatures during experimental days III-IV. Similarly, LMM
analysis was used to test for the effect of fasting time in water/total
fasting duration (fixed effect) on bird oxygen consumption and
for the relationship between flank temperature and oxygen
consumption (fixed effect). Significance for all statistical tests
was accepted at P<0.05. All mean values are presented with
standard error (s.e.m.).

RESULTS

M,, of king penguins at first capture was higher during the first year
(13.8+0.3 kg), when compared with the second year (12.4+0.3 kg,
P<0.0001). However, M,, development throughout experimentation
did not differ between years (P=0.9, post hoc Tukey’s HSD). M,,
declined significantly between first capture (13.1+0.2 kg) and
stages 2 (12.1+02 kg) and 4 (11.0+0.2 kg) (P<0.0001; N=13 birds,
n=39 observations).

Tissue temperature variations

When fasting in cold water, the thermal response was complex.
During stage 2 (experimental days I-II), the mean hourly
temperatures of all tissues increased (Fig. 2), after the initial
decline associated with introduction to the water tank (Fig. 2A).
During the second period inside the water tank (stage 4;
experimental days III-IV), temperatures of all tissues declined
again upon introduction to the water tank but to a lesser extent than
during stage 2 (Fig. 2). Hereafter, tissue temperatures recovered
quickly and generally stabilized at an elevated level, while frequent
temperature oscillations continued to occur, especially in the brood
patch and the flank tissue (Fig. 2). This general pattern of
temperature development becomes even clearer when looking at
the mean temperature values computed by LMM analysis for each
experimental day ( , data from both years merged). This shows
that temperatures for all tissues except the back tissue increased
significantly throughout stage 2, while during stage 4 they were
maintained at an elevated level (P<0.0001 for the flank and brood
patch, P=0.02 for abdominal cavity; ). In the back tissue,
temperature was elevated throughout experimental days I-III and
declined marginally but significantly during experimental day IV
(Fig. 3B; P=0.003; Table 1). Our LMM analysis further showed that
experimental day (i.e. fasting duration in water) had the strongest
effect on tissue temperatures, while other factors considered were
less consistent (year, period, My, loss, Ty; Table 1). A further LMM
analysis showed that tissue temperatures during stage 4
(experimental days III-IV) were not affected by total fasting
duration and did not differ between birds that had fasted for 11 or
14 days (P=0.39 for the flank, P=0.28 for the brood patch, P=0.11
for abdominal cavity and P=0.08 for the back). Of all the tissues
investigated, the back tissue clearly contrasted with the rest, as its
temperature remained fairly stable throughout fasting in water, with
slightly lower mean temperatures during stage 4 (when compared
with stage 2; Fig. 3B) and during the night, when compared with the
day (37.2+0.1°C versus 37.6+£0.2°C). Plotting the maximum and
minimum mean hourly temperatures observed across tissues against
total fasting duration, when birds fasted in water (stages 2 and 4),
shows that the maximum temperatures declined slightly with fasting
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duration (P<0.0001 for year 2), while at the same time, the
minimum temperatures increased (P<0.0001 for both years;

A). In the latter case, temperature increased on average by
0.56°C per day fasting (total fasting duration).

In the flank tissue, the number of normothermic events (periods
with temperatures >36°C) increased with the number of fasting days
spent in water (experimental days I-IV; ). This is true for day
and night periods, while, in general, a greater number of events was
observed during the day, when compared with the night. The
relative time spent at normothermia during the day and night also
increased during stage 2 (experimental days I-1II), while it levelled
off or even decreased slightly during stage 4 (experimental days 11—
IV; Table 2). In some individuals, flank temperature was at
normothermia for entire day and/or night periods. Mean maximum
temperature during these normothermic events was similar
throughout all fasting days in water, ranging between 37.6°C and
38.0°C (Table 2).

By contrast, when fasting in air (stage 3), temperatures of all
tissues investigated declined over time (Fig. 2). Plotting the highest
mean hourly temperatures observed across tissues against total

Table 1. Effects of various parameters on tissue temperature variations
in king penguins fasting in water (LMM analysis)

Flank Back Brood patch ~ Abdominal
R?=0.52 R?=0.54 R?*=0.70 cavity R?=0.59
Experimental day <0.0001*** 0.0029**  <0.0001*** 0.0235**
Year n.s. n.s. n.s. 0.0139*
Period (day n.s. 0.0230** n.s. n.s.
versus night)
M, loss n.s. n.s. 0.0125 n.s.
Tw n.s. 0.0433 * n.s. n.s.

The model was run separately for each tissue with bird ID as a random factor.
*P<0.05; **P<0.005; ***P<0.001. M,, body mass; T, water temperature; n.s.,
not significant.
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fasting duration shows that these temperatures declined significantly
over time during both years (stage 3, fasting in air; Fig. 4A;
P<0.0001 for both years). The average temperature decline was
—0.19°C per day fasting (total fasting duration).

Metabolism
We found a strong positive relationship between the #g, of birds
when floating in the tank and both total fasting duration (in air and
water; P=0.0012) and their fasting time in water only (P=0.0008;
A). During experimental day I, sV, averaged 20.1+
7.2 ml min~! kg~!, while during experimental day IV it averaged
45.4+0.3 mI min—! kg~!. We also observed a significant positive
relationship between #, and flank temperature, when birds fasted
inside the water tank, so that s, was higher when flank temperature
was higher (N=1 bird, P=0.01; Fig. 5B). Lastly, flank temperature
during these selected periods increased with fasting duration in water
(N=1 bird, P<0.0001).

Fasting versus feeding

Comparing the tissue temperature development of birds during
stages 2 and 4 (in water) when fasting (current study) and when
feeding (Lewden et al., 2017) shows that temperatures of all tissues
were higher in the fasting condition, when compared with the fed
condition ( ). When maintained in air (stage 3), the temperature
of all tissues declined slowly over time (Fig. 6). During this latter
stage, birds were fasted in both investigations and, hence, no
comparison with a fed condition is possible.

DISCUSSION

Our study found that deep and peripheral tissue temperatures of king
penguins increased during the initial 2 day fasting period in water,
and were maintained at a near-normothermic level during the
second, later fasting period in water (Figs 2 and 3). Similarly, when
fasting in water, minimum tissue temperature across all tissues
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corresponding flank temperature during the fasting period in water (n=12
observations in six trials, N=1 bird). The solid lines indicate the relationships
established from LMM analysis.

already been inside the water tank for 2 days and, hence,
temperatures did not decline further). However, during the
following night, all tissue temperatures recovered and often
approached normothermic values during experimental day II (i.e.
abdomen, flank and back). During the second 2 day fast in water
(stage 4), the initial temperature drop upon introduction to the water
tank was smaller, and temperatures recovered quickly and were
maintained at near-normothermic levels (experimental days III-1V;
Figs 2 and 3). The temperature development of the back tissue
during fasting in water differed from all other tissues. The
temperature of the back, in general, changed little and was
maintained at a high level throughout fasting in water, although it
declined slightly during stage 4 (Figs 2 and 3). This is most likely
explained by the observation that the back tissue was above water
almost the entire period the birds spent in water, while all other
tissues, in which temperature was monitored, were permanently
submerged (see fig. 1 in Lewden et al., 2017). Accordingly, the heat
conservation scenario must have differed substantially between the
back and all other tissues. It is, therefore, not surprising that
temperatures of the back tissue, when birds were inside the water
tank, followed a trajectory similar to that of all other tissues during
fasting in air (Fig. 2). This illustrates the different responses of birds
to fasting, depending on context (air versus water) and underlines
the great importance of regional heterothermia to lower energetic
costs (Handrich et al., 1997; Eichhorn et al., 2011).
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While temperatures in the flank, abdomen and brood patch on
average increased during stage 2 and were then maintained during
stage 4, when penguins fasted in water, such description ignores the
frequent temperature oscillations (warming and cooling cycles) we
observed in all of these tissues (but not in the back), which were
especially pronounced in the flank (Fig. 2B). Such temperature
oscillations might reflect complex changes in underlying
neurophysiological adjustments (Tattersall et al.,, 2016). A study
investigating the thermoregulatory responses of Muscovy ducklings
to cold and fasting found that, in cold-acclimated birds, the frequency
of short-term body temperature fluctuations was reduced during
fasting (Tattersall et al., 2016). This was interpreted by the authors as
a novel energy-saving mechanism: a reduction in short-term body
temperature fluctuations was suggested to lead to a profound
reduction in the estimated energetic costs of warming, independent
of the metabolic savings associated with diurnal body temperature
changes. While we did not investigate short-term temperature
fluctuations in our penguins, we observed a significant increase in
minimum tissue temperature during fasting (when birds were inside
the water tank), which was accompanied by a small decrease in
maximum tissue temperature (Fig. 4). Such temperature development
might indicate a change in the amplitude of temperature fluctuations.

Frequent temperature oscillations, especially in the flank tissue,
are also illustrated in Table 2, which indicates the number, relative
duration and mean maximum temperature during events, when
temperature was equal to or exceeded 36°C in the flank
(normothermic events). The number of these events increased in
birds throughout the fasting period in water during both day and
night periods, while the relative time spent in normothermia also
increased up to experimental day III, after which it declined
(Table 2). Similar to what has been observed in free-ranging king
penguins during their resting periods between foraging bouts at the
sea surface, the normothermic periods observed in the flank tissue
of our inactive captive birds often lasted for extended periods (i.e.
the entire night or day in some individuals; Table 2; Schmidt et al.,
200%; Enstipp et al., 2017). The mean maximum flank temperature
during normothermic events was similar throughout the fasting
period in water (Table 2), indicating that the higher mean hourly
tissue temperatures during stage 4 (‘long’ fast), when compared
with stage 2 (‘short’ fast), are not merely a consequence of
differences in body condition and insulation during these two stages
(see Enstipp et al., 2017).

A number of studies has investigated the physiological
mechanisms underlying the great fasting capacity of penguins in
air (Dewasmes et al., 1980; Le Maho et al., 1976; Cherel et al., 1988,
1994; Eichhorn et al., 2011). When fasting in air, the deep
temperature of king penguins is typically maintained or decreases
only to a small extent (Fahlman et al., 2005; Viblanc et al., 2014; but
see Eichhorn et al., 2011 for fasting chicks), while a reduction in
metabolism is mostly achieved through a decline in thermal
conductance (e.g. regional heterothermia) and a general decline in
activity (Eichhom et al., 2011; Viblanc et al., 2014). In our study,
we also observed a small but persistent decline in all tissue
temperatures when birds fasted in air (stage 3, Fig. 2), so that the
maximum temperature recorded in any of the tissues monitored
declined by ~1°C over the course of 12 days (Fig. 4B). By contrast,
few studies have investigated the physiological responses of fasting
penguins when floating on water (Fahlman et al., 2004, 2005).
When king penguins were introduced to a shallow water channel,
abdominal and subcutaneous temperatures declined immediately
(Fahlman et al, 2005). That temperature decline was more
pronounced in fasted than in fed or re-fed birds, and the higher
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¥, of fasted birds under these conditions, when compared with the
others, were attributed to their lower body condition/body insulation
(Fahlman et al., 2005). However, birds were only maintained inside
the water channel for ~3 h, so that no tissue rewarming could be
observed (Fahlman et al., 2005). Furthermore, total fasting duration
of penguins (in air) had little effect on their RMR in water (Fahlman
et al., 2004). Our results are in general agreement with the findings
of these latter two studies. For example, our study also showed that
the effect of total fasting duration (in air and water) on penguin
temperature development was negligible, when compared with
fasting duration in water only. However, because we maintained
king penguins inside a water tank for a prolonged period (4 days in
total), we were able to investigate the thermal responses of king
penguins to fasting in water in greater detail than previous studies.

Our study found a significant increase in deep and peripheral
tissue temperatures of king penguins when fasting in water over
time, indicating the maintenance of peripheral perfusion. The
increase in deep tissue temperature (abdominal cavity) is likely to be
a consequence of the increase in metabolic rate with fasting duration
and not linked with changes in perfusion. The higher tissue
temperatures during experimental days I[I-IV, when compared with

experimental day I, suggest that birds were in a greater need to
access subcutaneous fat stores to fuel metabolism during the later
part of their fasting period in water. We predicted that birds will
maintain peripheral perfusion during the short fast (first 2 day
fasting period in water), while we expected that birds might reduce
peripheral perfusion during the long fast (second 2 day fasting
period) to reduce heat loss. Hence, our results are in agreement with
our first prediction, whereas we did not observe a reduction in
peripheral perfusion (as indicated by tissue temperatures) during the
later fasting period. The latter might be explained by an overall too
short fasting duration in our experiment, so that the body condition/
insulation of birds (erteia] fat layer thickness; Qritsland et al., 1985)
was still sufficient to balance the heat loss associated with peripheral
perfusion. This is supported by the M}, of our birds at the end of
experimentation (11.0+£0.2 kg), which was still above the eraeiat M},
of ~10 kg. At this latter point, birds enter into phase III of fasting,
which is associated with a switch from a predominant lipid
metabolism to protein catabolism (Cherel et al., 1988). The decline
in the relative duration of normothermic events observed in the flank
tissue during experimental day IV (on average 67%), when
compared with experimental day III (on average 81%), might

9
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indicate the beginning of a switch in thermal strategy (i.e. peripheral
vasoconstriction to avoid excessive heat loss).

Metabolism
Our respirometry trials showed two important points: (1) the #5, of
birds when floating in the water tank increased with the time they spent
fasting in water (Fig. 5A); and (2) when fasting in water, higher flank
temperatures of birds were associated with a greater #,_ (Fig. 5B). The
increase in peripheral temperatures we observed during stage 2
(experimental days I-II) and their maintenance at an elevated level
during stage 4 (experimental days III-IV) clearly suggest that birds
maintained peripheral perfusion during these periods. Accordingly,
heat loss must have been increased during this time, so that
thermoregulatory costs must have also been elevated. This is
illustrated by the positive relationship between flank temperature
and s Vo,; a higher flank temperature (reflecting a greater perfusion
level) was associated with a greater s Vo, (Fig. 5B). Hence, the
increase in s Voz with fasting duration in water is most likely explained
by the increase/maintenance of peripheral perfusion but also by a
decline in body condition and, therefore, body insulation, as birds
presumably reduced their subcutaneous fat layer to fuel metabolism
(Cherel et al., 1994; Fahlman et al., 2005; Enstipp et al., 2017).

#g, of king penguins measured in our study during their first
hours of fasting in water (17.5 ml min~! kg~!; mean 7,, ~8°C) was
similar to previously reported measurements under comparable
conditions (Culik et al., 1996a; Fahlman et al., 2004, 2005).
However, while we observed a significant increase in s
Vo, throughout the fasting period, when birds floated on water,
this was not the case in previous studies. For example, Fahlman et al.
(2004) reported an s-¥o, of 14.0 ml min~! kg~! in king penguins
floating inside a water channel (7, 4°C; My, 12.1 kg) for ~3 h, after
they had fasted for 512 days in air. After a total fasting duration of
11-25 days (in air), the M,, of penguins in that study was reduced to
10.4 kg but s-V, was little elevated at 16.9 ml min~! kg~! during a
further 3 h respirometry trial in the water channel (Fahlman et al.,
2004). This difference in response found in our study, when
compared with previous studies, might be related to differences in
the experimental set-up. While previous studies recorded Vo, in
trials when birds remained on water for relatively short periods (i.e.
a few hours), our birds were maintained in the seawater tank for two
consecutive days during each introduction to the tank (stages 2 and
4). For example, the 7o, recorded by Fahlman et al. (2005)
coincided with a strong temperature decline in abdominal and
peripheral tissues of birds, similar to the temperature declines
observed upon first introduction to the seawater tank in our study
(Fig. 2A, experimental day I). In our study, birds recovered from this
initial temperature decline and maintained elevated temperatures in
all tissues throughout their fasting periods in water (Figs 2 and 3).
However, this was clearly not the case in previous studies and might
explain the relatively low sV, values of birds in water after
extensive fasting in air (Fahlman et al., 2004, 2005). A direct
comparison between studies is further complicated by the fact that
resting measurements within the water channel in Fahlman et al.
(2004, 2005) were taken opportunistically, when birds rested at the
water surface between dives for periods of at least 20 min. As birds
will generate substantial amounts of heat during swimming, some of
this heat might have been available even during resting periods,
delaying the need for heat production and, therefore, reducing
thermoregulatory costs and f/oz (Kaseloo and Lovvorn, 2005, 2006;
Lovvorn, 2007).

In our study, the s, of penguins after fasting for 4 days within
the water tank was substantially higher than at the start of their fasting
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period in water, reaching values in excess of 40 ml min~! kg~!
(Fig. 5A). To put this into perspective, Froget et al. (2004) estimated
the ¥4, of king penguins during their foraging trips based on the
recording of heart rate. They found that s+, reached its highest level
during the first hour after the end of a foraging bout, when birds
floated at the surface, re-perfusing peripheral tissues and digesting
food (Handrich et al., 1997; Schmidt et al., 2006). ¥4 during this
period was estimated to average 25.8 ml min~! kg! in birds with a
mean M, of 12.8 kg (Froget et al., 2004). The higher s, recorded in
our study, after 4 days of fasting, might be accounted for by
differences in body insulation (i.e. a My, of 11.1 kg in our study versus
12.8 kg in Froget et al., 2004), increasing heat loss (Enstipp et al.,
2017) and, therefore, thermoregulatory costs in our birds.
Furthermore, as the ¥, -heart rate relationship used to estimate
Voz from the recording of heart rate in free-ranging king penguins
(Froget et al., 2004) was derived from treadmill exercise in air
(Fahlman et al., 2004), it might also be possible that the 7, estimate
for the first hour after foraging is underestimating the true costs.
Halsey et al. (2008) determined the costs associated with recovery
from hypothermia in king penguins after they had been swimming
inside a shallow water channel for 2 h. During these trials in water, the
abdominal temperature of fasted birds (M, 10.6 kg) declined by 1-6°
C (maximum; depending on thermistor position within the
abdomen). When recovering in air, the s—V, of fasted birds
reached values ~32 ml min~—! kg~! (Halsey et al., 2008; their fig. 1A).

Fasting versus feeding

Cemparing our investigation into the physiological responses of
king penguins to prolonged fasting in water with that of feeding in
water, we found that in both cases tissue temperatures increased
during their periods in water (Fig. 6). During feeding conditions,
temperature increases occurred mostly during the night, when birds
were left undisturbed (Lewden et al., 2017), while during fasting
temperature increases (or the maintenance at an elevated level)
occurred during the day and night. Similarly, normothermic periods
in the flank tissue (temperatures >36°C) occurred predominately
during the night in the fed condition, while they extended
throughout 24 h periods in the fasted condition (Table 2). These
periods also occurred much more frequently during fasting and their
duration was considerably longer than during feeding. For example,
in fed birds (‘lean’ condition), the flank temperature was >36°C for
52% of the night period, while in fasted birds this was the case for
81% and 67% during the last two nights in the water tank (Lewden
etal.,2017; Table 2). In general, when in water, tissue temperatures,
reflecting perfusion, were considerably higher during the fasting
condition, when compared with the fed condition (Fig. 6). The
higher tissue temperatures of king penguins observed in the fasting
condition in water (reflecting perfusion level ) when compared with
the feeding condition, might be explained by a greater need to
access subcutaneous fat stores during the former to fuel metabolism.
When fed inside the water tank, following digestion, birds will need
to deposit any surplus free fatty acids (FFAs) in the abdomen and/or
subcutaneous tissue, requiring perfusion of these tissues. However,
the required extent of tissue perfusion will depend on the surplus of
FFAs. It might be possible that the amount of fish fed to penguins in
our feeding investigation (Lewden et al., 2017) did not require a
tissue perfusion comparable to that of the current study, when birds
were fasting.

In the wild, the temperature of deep and peripheral tissues
declines during foraging bouts of king penguins, following a
reduction in tissue perfusion (vasoconstriction; Culik et al., 1996b;
Handrich et al., 1997; Schmidt et al., 2006; Enstipp et al., 2017).
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Upon completion of their daily foraging activity, when birds
typically rest at the surface, the temperature of deep and peripheral
tissues increases to normothermic values. This enlarges the body
volume of penguins, which is maintained at a normothermic level
and increases the temperature gradient between the penguin body
and the surrounding cold water, elevating heat loss. While such a
response might seem paradoxical at first, it might be required for a
number of reasons. Firstly, peripheral tissue perfusion might be
required for the supply of oxygen and nutrients to these tissues,
while it will also allow the removal of metabolic by-products
(Kooyman, 1989). Importantly though, peripheral perfusion will
also be required to allow deposition of FFAs in subcutaneous tissues
after profitable foraging (Lewden et al., 2017), while after less
profitable foraging, when foraging success is insufficient to cover
energy expenditure, this will allow fat stores to be accessed to fuel
metabolism, as suggested by Fahlman et al. (2005). The findings of
the current study lend support to such a scenario. The strategy
chosen by king penguins to manage the apparent conflict between
nutritional requirements and thermoregulatory demands might seem
non adaptive at first. However, delaying metabolic processes that
require peripheral tissue perfusion until after the end of a foraging
bout has two major advantages: (1) it keeps the metabolic rate
during diving low, increasing apnea duration; and (2) it keeps heat
loss at bay, which is considerably smaller at the surface than at
depth.
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Impact des conditions expérimentales sur les individus de manchots royaux
maintenus en piscine

Contexte de I’étude

Le maintien de manchots royaux en captivité a permis d’étudier la thermorégulation chez des individus
équipés d’enregistreurs de températures. Ces individus étaient maintenus dans une piscine d’eau de mer
a deux états nutritionnels : ‘nourris’ (Chapitre 1 ; Lewden et al. 2017b) et ‘a jeun’ (Chapitre 2 ; Lewden
et al. soumis). Ces études avaient pour but de recréer artificiellement les conditions naturelles nocturnes
(i.e. individus a la surface de I’eau) rencontrées apreés une journée de plongées lors d’un voyage
alimentaire (Handrich et al. 1997; Fahlman et al. 2004). Cependant, afin de mener a bien les protocoles,
nous avons dii manipuler les individus, notamment lors des phases d’alimentation et de pesée de ces
derniers. Or, plusieurs études ont montré un impact du stress induit par la manipulation humaine sur
I’organisme des especes animales (e.g. Cockrem 2007; Herborn 2015). Ainsi, cette réponse
émotionnelle a été décrite pour la premiére fois par Cannon 1927, traduite par des modifications

physiologiques (notamment endocrines) et comportementales des individus.

Ainsi, en réponse au stress, la concentration plasmatique de corticostérone augmente chez les oiseaux
(Day et al. 1999; Cockrem 2007). La variation des niveaux plasmatiques de cette hormone refléte alors
le degré de réponse au stress des individus dans différentes situations (Romero 2002 ; Cockrem et al.
2004). Cette réponse au stress a, par ailleurs, été décrite chez plusieurs espéces de manchots, telles que
le manchot royal (Aptenodytes patagonicus) (Holberton et al. 1996), Papou (Pygoscelis papua)
(Holberton et al. 1996), Adélie (Pygoscelis adeliae) (Cockrem et al. 2006) et de Magellan (Spheniscus
magellanicus) (Hood et al. 1998; Walker et al. 2004; Walker et al. 2006).

Le comportement de ‘fight-or-flight’ a été également décrit comme un comportement d’évitement au
stress produit a la suite d’un événement stressant (Jansen et al. 1995). En effet, sous I’influence de
signaux nerveux induits par le systeme sympathique, le corps se prépare a 1’évitement et/ou la fuite au
travers de différents processus physiologiques. Ainsi, I’augmentation de la fréquence cardiaque, ou
tachycardie, et ’augmentation de la ventilation ont été mises en évidence chez plusieurs especes
d’oiseaux (Cabanac et Guillemette 2001; Cabanac et Aizawa 2000; Carere et Van Oers 2004; Van Oers
et Carere 2007). Cet effet a notamment été décrit lors de la présence et/ou de la manipulation humaine
chez le manchot royal (Viblanc et al. 2012), mais également chez d’autres espéces de manchots (Giese
1998; Holmes et al. 2005; Ellenberg et al. 2006, 2013). De plus, une redistribution de la circulation
sanguine périphérique dans le cas d’un comportement de ‘fight or flight’ a été suggérée au profit de
I’oxygénation des organes de réponses (e.g. muscle et cerveaux) (Siegel 1980; Koolhaas et al. 1999;
Busnardo et al. 2010). En outre, un phénoméne d’hyperthermie a également été décrit chez plusieurs

espéces d’oiseaux en réponse au stress. Il se traduit par une augmentation de la température corporelle
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interne (Groenink et al. 1994; Veening et al. 2004) face a la diminution simultanée de la température
périphérique sous I’effet de la vasoconstriction (Cabanac et Aizawa 2000; Edgar et al. 2011, 2013;
Herborn et al. 2015; Jerem et al. 2015 mais voir Ikkatai et Watanabe 2015; Lewden et al. 2017a).

L’objectif de la présente étude est d’évaluer I’effet du stress induit par la présence/manipulation humaine
a différents niveaux, i.e. physiologique et comportemental, chez des manchots royaux maintenus en
piscine. Bien que les hormones de stress n’aient pas été mesurées au cours de 1’expérimentation, le
budget temps a été évalué chez les individus ‘a jeun’ et ‘nourris’. Ainsi, ’agitation globale de ces
derniers nous a permis d’estimer la proportion de comportement "fight and flight" observée en piscine.
Puis, I’effet du stress sur la fréquence cardiaque des oiseaux a également été mesuré en fonction de trois
types de stress: le bruit, la présence humaine et 1’évenement de capture. Enfin, les variations de
températures ont été analysées pour comparaison sur deux groupes d’individus : des individus manipulés

et des individus non manipulés durant leur séjour en piscine.

Matériel & Méthodes

L’étude du comportement des manchots royaux a été réalisée en condition expérimentale sur I’ile de la
possession, au sein de I’archipel de Crozet (46°25° S, 51°45° E). Les données collectées correspondent
a deux années d’expérimentation, la premiére entre Novembre 2013 et Février 2014 et la deuxieéme entre
Novembre 2014 et Février 2015. Le jour de leur capture sur la colonie, les individus males (sélectionnés
par le chant (Jouventin 1982)) ont été équipés de 4 enregistreurs de températures : 3 ont été placés en
périphérie (flanc, dos et plaque incubatrice) et le dernier dans la cavité abdominale. L’équipement des
individus s’est déroulé sous anesthésie générale selon la procédure décrite dans Lewden et al. 2017D.
Aprés une période de récupération de la chirurgie, durant laquelle les individus sont restés a terre sans
dérangement, ces derniers ont été placés dans une piscine d’eau de mer (a renouvellement d’eau
constant, et ce afin de maintenir la qualité et la température de celle-ci constantes). Les individus ont été

maintenus en piscine seuls, ou en bindme, durant toute la durée de I’expérimentation (Table 1).

Table 1 : Résumé des conditions expérimentales appliquées en piscine pour 1’étude du comportement, de la fréquence cardiaque
et des températures au cours de la premicre et la deuxieme année de terrain

Année Seul /Enbinéme Etat nutritionnel Stressor N
" 3 Comportement 1 Seul Ajeun et nourris Non 12
[}
g . . A . . Capture - Présence
© a Fréquence cardiaque 2 Binbme A jeun et nourris S 8
S on
c 9
> =S T frat 1 Seul Aeun Non 2
empératures R
P 2 Binbme J Capture 2

Analyse de [’agitation/comportement

Les individus ont été filmés 24h/24 durant toute la durée de I’expérimentation en piscine. L’analyse de
’agitation/comportement sans dérangement humain concerne 12 individus maintenus individuellement

en piscine pour une durée moyenne de 43:11 heures (de 41:55 heures a 45:38 heures). La moitié de ces
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individus (N=6) a été maintenue en piscine a jeun, tandis que I’autre moiti¢ des individus (N=6) a été
nourrie d’un repas de poisson (masse moyenne = 601 £76 g), et ce, une seule fois avant la mise en
piscine. Les individus ont ét¢ filmés a I’aide d’une caméra extérieure (Reconyx HC600 HyperFire
models) permettant de visualiser ’intégralité de la surface de la piscine par tous les temps. Un premier
visionnage de plusieurs vidéos sélectionnées aléatoirement a été effectué¢ par le méme observateur afin
de se familiariser avec le comportement des individus. Puis, suite a ce visionnage, un total de 6
comportements a ét¢ défini allant du plus calme au plus agité : ‘Immobile’, ‘en sommeil * (Matériel

supplémentaire 1), © calme ’, comportement de * confort ’, d” exploration ’ et de * fuite * (Table 2).

Le comportement spécifique de ‘sommeil’ a été étudié chez les 12 individus tandis que les autres
comportements ont été étudiés uniquement sur 8§ individus (6 ‘a jeun’ et 2 ‘nourris’). Cependant, bien
que de nombreux ¢éléments convergent vers 1’identification d’un comportement de ‘sommeil’ en piscine
(matériel supplémentaire 1), ce dernier ne peut pas étre identifié comme tel de fagon catégorique en
I’absence d’un électroencéphalogramme. De plus, la qualité des vidéos ne permet pas de statuer sur
I’ouverture ou non de I’ceil, un élément supplémentaire permettant de confirmer un réel comportement

de sommeil (Rattenborg et al. 2000).

Le comportement dominant a été déterminé par séquence de 10 minutes sur toute la durée du jour, soit
plus de 14h par journée. En effet, les films nocturnes n’étaient pas d’assez bonne qualité pour déterminer
le comportement des individus avec des confusions possibles, par exemple, entre le comportement
3 b 3 1 : r r . e r L r Ol

calme’ et en ‘sommeil’. Cependant, les vidéos nocturnes ont néanmoins été visionnées afin vérifier

qu’il n’y avait pas de différence majeure dans 1’agitation des individus entre le jour et la nuit.
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Table 2 : Descriptif des six comportements identifiables en piscine a partir des enregistrements vidéo organisé en fonction du degré d’agitation

A. Lewden 2017

En sommeil

Pas de tonus musculaire ni au niveau de la
nuque ni au niveau de la queue. Bec et naring
sous |'eau avec des productions de bulles a
intervalle régulier. La téte se reléve hors de
I'eau de temps en temps mais sans aucun
autre mouvement du corps.

Calme

L'individu flotte a la surface de I'eau, la téte
est hors de I'eau en regardant autour de lui
sans mouvement du corps

Confort

Activité de toilettage du dos ou du ventre. La
position penchée d'un c6té ou |'autre avec
des retours a I'horizontal fréquent

66

Exploration

Mouvement des pattes, déplacement calme
d'un bout a I'autre de la piscine. La téte est
relevée ou I'oiseau regarde sous I'eau et
montre un comportement alerte

Mouvement des pattes et des ailerons.
Immersion sous |'eau avec des tentatives de
sortie de la piscine. Nage d'un bout a I'autre

de la piscine

Liste des n
Degré d'agitation Description Exemple Seul Exemple en bindbme Autres exemples
comportements
0 ImmOb"e Aucun mouvement détectable de I'individu
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Analyse de la fréquence cardiaque

La deuxiéme année de mesure, I’effet de 3 types d’événements stressants, ci-aprés appelés ‘stressor’, a
¢té¢ étudié sur 6 individus maintenus en bindmes durant 1’expérimentation, i.e. deux individus
simultanément dans la piscine. Ces trois binomes ont été maintenus dans 1’eau a I’état ‘nourris’ et a
I’état ‘a jeun’ consécutivement. Les individus ‘nourris’ ont regu 3 repas de sardines (sardines, Sardina
pilchardus, stored at 5°C; Armement des Mascareignes, Le Port, France) par jour d’en moyenne 0.3
+0.1 kg chacun. La fréquence cardiaque a pu étre étudiée grace a des électrodes cardiaques placées en
sous-cutanée durant la chirurgie d’équipement et reliées a un moniteur traduisant le signal regu et
I’enregistrant sur une mémoire interne. Durant ’expérimentation en piscine, les 3 stressors ont été
appliqués en notant ’heure d’initiation et de fin de I’événement. Les trois stressors étaient (de
I’événement le moins stressant au plus stressant) : un bruit a proximité, la présence d’une personne
visible par les individus ou la manipulation des individus par ’expérimentateur. Se basant sur la
délimitation théorique de 1I’éveénement (heure d’initiation et heure de fin), la durée réelle de chaque
stressor a pu étre déterminée. Cette durée réelle est généralement plus longue que la durée théorique.
En effet, la vision de I’expérimentateur déclenche 1’augmentation de la fréquence cardiaque avant la

capture de I’oiseau tandis que le retour a la normale s’effectue plusieurs secondes aprés la fin du stressor

(Figure 1).

S~ =
| Durée théorique !

A,

N\ﬂf\wmm{ \MN\MJ\’\NJ\/\'N\;’M“J\VW

76 bpm

Bt dmme

Figure 1 : Exemple de ’augmentation de la fréquence cardiaque en réponse au stress induit par la capture de I’individu. Cette
augmentation commence et se prolonge au-dela de la durée théorique de 1’événement, correspondant a la durée réelle de la
réaction au stress
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L’analyse de la fréquence cardiaque a ¢té réalisée selon la méthode décrite dans Viblanc et al. 2012.

Briévement, I’exces de la fréquence cardiaque ‘excess.HR’ a été calculée selon I’équation (1) suivante :

YHR.eve Y HR.be
N.eve N.be ) (1)
T.eve

excess.HR =

Avec HR.eve qui correspond a la moyenne des fréquences cardiaques au cours de I'événement (N.eve :
durée réelle de I’événement) ; HR.be la moyenne des fréquences cardiaques au cours des trois minutes
précédant I'événement et 7.eve : durée théorique de I’événement. L’exces de la fréquence cardiaque a

ainsi été analysé chez les 3 bindmes en fonction du stressor et de leur état nutritionnel.

Analyse des températures

Les températures périphériques du flanc et du dos ont été analysées chez des individus maintenus
individuellement en piscine entre 48 et 56 heures. Ces quatre individus ont suivi le méme protocole
d’équipement chirurgical que décrit précédemment mais ont été équipés uniquement de deux
enregistreurs de températures. Les 4 individus étudiés ici ont tous été maintenus ‘a jeun’ en piscine ;
tandis que les deux premiers individus n’ont été ni dérangés ni manipulés durant I’expérimentation, les
deux autres individus ont été sortis de la piscine entre 2 et 4 fois par jour et laissés sans dérangement

durant la nuit.

Analyses statistiques

Les résultats présentés dans cette étude n’ont pas encore fait I’objet d’analyses statistiques et seront

présentés ici a titre descriptif.
Résultats préliminaires

Analyse de [’agitation/comportement

Les résultats obtenus montrent qu’indépendamment de 1’état nutritionnel, les manchots étudiés passent
en moyenne 50.4 = 21.3 % de leur budget-temps en comportement de ‘sommeil’ (Figure 2). Le cumul
des pourcentages de comportements de non-agitation (catégories ‘immobile’, ‘sommeil’, ‘calme’ et
‘confort’) conduit & un total de 74.6 + 17.0 % contre 25.4 + 4.3 % du temps passé en comportements

d’agitations (catégories ‘exploration’ et ‘fuite’).
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‘Ajeun’ 1 ‘Ajeun’ 2 ‘Ajeun’ 3 ‘nourris’ 1

Moyenne

O Immobile

@ Sommeil

‘Ajeun’ 4 ‘Ajeun’ 5 ‘Ajeun’ 6 ‘nourris’ 2 mcikné
@ Confort
® Exploration

o Fuite

O Immobile @ Sommeil O Calme

O Confort M Exploration M Fuite

Figure 2 : Budget temps de 8 individus maintenus individuellement en piscine en condition a jeun (N=6) ou nourris (N=2) et
budget temps moyen réparti entre en 6 comportements : Immobile, Sommeil, Calme, Confort, Exploration et Fuite

On note également une répartition du budget-temps variée entre les individus. En effet, tandis que
I’individu 2 ne montre pas de comportement de ‘sommeil’, 5/8 individus expriment plus de 50% du
budget-temps ‘en sommeil’. Le pourcentage du temps en exploration des individus semble quant a lui
plutot stable entre les individus a I’exception de I’individu 6. En effet, les individus passent en moyenne
13.6 % du temps en exploration avec, en excluant I’individu 6, une gamme restreinte d’exploration allant
de 7.1 a 25% du temps. Finalement, le comportement de fuite reste ponctuel chez tous les individus avec
un maximum de 6.3% du temps pour I'individu 4 face a une moyenne de 1.5% pour les 7 autres
individus.

Sans observer de différence majeure du pourcentage total du comportement de ‘sommeil’, on note
cependant une tendance de durée des comportements de ‘sommeil’ plus longue chez les individus ‘a
jeun’ comparativement aux individus nourris (Figure 3A). De fagon spécifique, la durée des événements
de ‘sommeil’, caractéristique de la non-agitation des individus, augmente significativement entre le
premier et le dernier matin en piscine (Figure 3B) avec une durée moyenne de 01 :53 minutes le premier

jour, de 03 :44 minutes le deuxiéme jour et de 04:51 le troisiéme jour.
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Figure 3 : Durée totale des événements de ‘sommeil” entre les individus en condition de jetine ou nourris (A) et en fonction
du nombre de jours passés en piscine

Analyse de la fréquence cardiaque

La capture des individus semble induire une plus forte augmentation de la fréquence cardiaque que lors

d’un stress induit par la présence humaine a proximité des oiseaux, tandis que le stress d’un bruit

anthropique conduit a une augmentation de la fréquence cardiaque la plus faible (Figure 4).
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Figure 4 : Excés de la fréquence cardiaque (bpm pour battements par minute) en fonction de 3 types de stress : La capture, la
présence humaine a proximité des individus et un bruit anthropique entendu par les individus

De plus, on note une tendance a ce que les individus maintenus ‘a jeun’ expriment un exces de la
fréquence cardiaque plus important que les individus ‘nourris’ (Figure 5). En effet, avec un exces de
fréquence cardiaque de 205.48 + 34.0 battements par minute, il semble que les individus ‘a jeun’ aient
une réponse légerement moins forte que les individus ‘nourris’ avec un excés de fréquence cardiaque de

284.42 + 47.8 battements par minute.
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Figure 5 : Excés de la fréquence cardiaque en fonction de I’état nutritionnel des individus : A jeun ou nourris
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Analyse des données de températures corporelles

Les températures périphériques, du flanc et du dos, semblent toutes les deux étre affectées par la
manipulation humaine (Figure 6). Tout d’abord, la premiére immersion dans I’eau induit une diminution
drastique des températures périphériques chez tous les individus. Indépendamment des fluctuations a
court-terme, on note que le schéma global de réaugmentation des températures périphériques avec le
jetne (Chapitre 2 ; Lewden et al. soumis) est présent chez tous les individus. Cependant, a court-terme,
les températures périphériques semblent affectées par la manipulation humaine avec un nombre plus
important de fluctuations chez les individus manipulés (Figure 6B) comparativement aux individus
maintenus en piscine sans dérangement (Figure 6A). En effet, chaque événement de manipulation induit
une diminution bréve des deux températures enregistrées suivie d’une réaugmentation quasi-instantanée
de ces derniéres. De plus, bien que la réaugmentation de la température du dos aprés un événement de
manipulation semble ramener le tissu a la température initiale, la température du flanc remonte quant a
elle a des températures supérieures a la température initiale méme si ces températures €élevées ne sont

pas maintenues et re-diminuent rapidement.
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Figure 6: Températures du dos et du flanc mesurées sur 4 individus maintenus a jeln en piscine sans dérangement (A) ou avec plusieurs événements de manipulations
humaines (Fléches oranges)(B). La premiére fleche rouge indique I’'immersion des individus dans 1’eau tandis que la deuxiéme signale la sortie de I’eau des oiseaux. Bien
qu’a fine échelle les températures entre les deux groupes varient on note que le patron général de réaugmentation des températures avec la durée du jetin en piscine est présent
chez les 4 individus.
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Discussion préliminaire

La mise en place de deux conditions expérimentales aux cours des études menées en piscine (Chapitres
1 et 2 de ce manuscrit ; Lewden et al. 2017b; Lewden et al. soumis) a nécessité un dérangement plus ou
moins important des oiseaux selon I’ état nutritionnel souhaité pour chaque groupe. Ainsi, I’alimentation
des individus a conduit & la prise de repas 4 fois par jour induisant 4 captures individuelles quotidiennes
tandis que la condition ‘a jeun’ n’a nécessité aucun dérangement journalier. Conscientes des effets de
cette manipulation sur les individus, et afin de pallier a un biai potentiel que cela aurait pu engendrer,
les précédentes études réalisées a partir de ces données ont basé toutes leurs analyses sur des périodes
de non-dérangement des oiseaux. Ainsi, ‘a jeun’ comme ‘nourris’, les températures corporelles ont été
¢tudiées dans les mémes conditions pour chaque groupe, c’est-a-dire durant les 10 heures de non-
dérangement des manchots (Lewden et al. 2017b; Lewden et al. soumis). De plus, bien que le niveau de
corticostérone n’ait pas ét¢ mesuré durant ces études, chaque manipulation des oiseaux s’est faite avec
I’utilisation d’une cagoule, démontrée comme réduisant le niveau de stress chez les manchots adélie

(Cockrem et al. 2008).

Les résultats de la présente étude montrent un effet du dérangement et de la manipulation humaine sur
les individus maintenus en piscine (Figures 4 et 6B). Cependant, malgré le dérangement des oiseaux
(nécessaire au déroulement de I’expérimentation, i.e. alimentation des individus ‘nourris’), on note un
bon niveau d’acclimatation a la piscine (Figures 2 et 3) avec des oiseaux montrant méme des indices de
comportement de ‘sommeil’ (matériel supplémentaire 1) et un schéma global des variations de

températures similaire chez tous les individus (Figure 6).

L’agitation des individus reste limitée au cours du séjour en piscine (Figure 2) et se concentre
principalement durant les premiéres heures d’immersion (Figure 3B). Bien que I’acclimatation des
individus a la piscine se mette en place rapidement apres le début de I’expérimentation (et se maintienne
sur la durée), il est a noter qu’un faible pourcentage des individus (i.e. 2/50 des individus mis en piscine)
a démontré une activité bien supérieure a la moyenne avec de nombreuses tentatives de sortie de la

piscine (observation personnelle).

Il est intéressant de noter que 1’état nutritionnel semble impacter a la fois le comportement de ‘sommeil’
mais également la réponse au stress des individus. En effet, on observe que les individus ‘a jeun’
montrent des événements de ‘sommeil’ plus long que les individus nourris méme en ayant subi le méme
nombre de dérangements (Figure 3). De plus, en condition ‘a jeun’, les oiseaux expriment une
augmentation de la fréquence cardiaque moins importante face a un événement stressant que les
individus ‘nourris’ (Figure 5). Ces résultats pourraient suggérer une stratégie d’économie d’énergie chez
les individus ‘a jeun’ déja observée au niveau de la fréquence cardiaque des manchots lors de la saison

de reproduction a terre (Viblanc et al. 2014).
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La diminution des températures périphériques mesurées lors de la manipulation des individus est en
accord avec les réponses au stress observées chez d’autres espéces d’oiseaux (Cabanac et Aizawa, 2000;
Edgar et al. 2011, 2013; Herborn et al. 2015; Jerem et al. 2015). De plus, restant presque exclusivement
a flotter a la surface de I’eau, les individus ont le plumage du dos sec la plupart du temps avec un gain
de chaleur possible par radiation solaire. En revanche, lors de la manipulation, les individus (qui tentent
d’éviter le contact) se retrouvent fréquemment mouillés par I’agitation. Le changement d’état du
plumage, de sec a mouillé, pourrait induire une diminution des températures périphériques. Enfin on
remarque que ces bréves diminutions sont suivies par une réaugmentation rapide des températures. Cette
réaugmentation des températures pourrait étre liée a une dissipation de la chaleur produite lors de
I’hyperthermie induite par le stress (Groenink et al. 1994; Veening et al. 2004) ou de la chaleur produite

par ’activité d’évitement lors de la capture.

En donnant la position précise de ’animal ainsi que le détail de ses mouvements, I’accélérométrie serait
une technique efficace pour répondre précisément aux hypothéses émises dans cette étude. Dans un
premier temps, I’immobilité des individus pourrait étre constatée grace a cette technique permettant de
délimiter, de jour comme de nuit, un comportement qui se rapprocherait le plus du comportement de
‘sommeil’. De plus, de par 1’étude des mouvements, le facteur refroidissant de I’immersion du plumage
au niveau du dos ou de la production de chaleur par ’agitation/activité pourrait étre identifié et contrdlé
en établissant un seuil de tangage et d’agitation (VEDBA) correspondant a une position d’immersion

des tissus et du mouvement.

Bien que la manipulation des individus induise un stress chez ces derniers et impacte ponctuellement la
température des tissus périphériques, elle reste primordiale lors a la mise en place de conditions
expérimentales. De plus, ces expériences permettent une meilleure compréhension des phénoménes
physiologiques impliqués dans les variations de température en testant 1’effet d’un facteur ciblé (e.g état
nutritionnel) en ’absence de facteurs confondants (e.g activité de plongée, de nage, taux de capture de

proies).
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Matériel supplémentaire 1

D’un point de vue comportemental, le sommeil se défini par un comportement calme et se caractérise
par (i) la fermeture des yeux, (ii) une diminution du seuil d’éveil a la stimulation, (iii) un retour rapide
a un état éveillé avec une stimulation suffisante et (iv) une augmentation de la durée ou de I’intensité du
sommeil aprés un manque de sommeil (voir Lima 2006 pour revue). Les oiseaux présentent
majoritairement des phases de sommeil lentes, caractérisées par des ondes lentes lors de I’enregistrement
de lactivité cérébrale faite par électroencéphalogramme (EEG). En revanche, ils expriment des phases
de sommeil paradoxal trés bréves (10 a 20 secondes), ayant un EEG similaire a celui d’un état éveillé
ainsi que des mouvements oculaires rapides et une diminution du tonus musculaire (Rattenbord et al.
2000). Le sommeil paradoxal est toujours précédé par une phase de sommeil lent. C’est aussi durant ce
sommeil lent que les oiseaux peuvent dormir de fagon unihémisphérique.

A terre, le sommeil du manchot est caractérisé par une posture debout avec le bec sous I’aileron (Buchet
et al. 1986 ; Figure 1). Ce comportement est toutefois peu fréquent (inférieur a 10%) lors de la saison
de reproduction ou les individus sont aux prises a la défense du territoire, de 1I’ceuf et par la suite du petit
poussin (Challet et al. 1994). L’augmentation de la durée du jeine avec la saison de reproduction suggere
une contribution du sommeil a 1’économie d’énergie (Challet et al. 1994).

Figure 1 : Posture conventionnelle décrite pour un comportement de sommeil chez le manchot (A) et posture moins
conventionnelle illustrant également un comportement de sommeil confirmé par un temps de réaction de I’individu long ainsi
que la fermeture des yeux (B)

Le sommeil chez le manchot royal en mer n’a, a notre connaissance, jamais ¢té décrit auparavant. En
effet, ces événements de sommeil se produisant, pour la plupart, & des centaines de kilométres de la
colonie, ils restent difficiles a observer ou a mesurer. Le maintien d’individu en condition captive a
permis pour la premiére fois de mettre en évidence des éléments pouvant participer a la description de
ce comportement énigmatique en mer.

Ainsi, ’immobilité des individus, I’absence de tonus musculaire au niveau du cou et de la queue,
accompagnée d’épisodes d’expirations sous ’eau, ayant le bec et les narines intégralement immerggés,
caractériserait bien un comportement de sommeil (Figure 2).
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Figure 2 : Comportement de sommeil observé en condition de captivité et entrecoupé de période d’expirations

En effet, durant ces périodes qualifiées de ‘sommeil’ dans 1’étude précédente, pouvant durer plusieurs
minutes, on observe une répartition du temps d’apnée de 84% contre 16% du temps ou les narines et le
bec se trouvent au-dessus de la surface de I’eau (Figure 3). Ainsi, les durées d’apnée durent en moyenne
11 secondes, mais peuvent s’étendre jusqu’a 41 secondes.

Figure 3 : Moyenne de la répartition de la durée d’apnée et de la durée avec les voies respiratoires au-dessus de la surface
durant plusieurs épisodes de ‘sommeil’

Les événements d’expiration sous 1’eau sont facilement identifiables grace au nombre de fois ou des
bulles sont observées a la surface de I’eau (Figure 2, photo de droite). De fagon standardisée, nous avons
assumé que lorsque I’animal reléve la téte hors de I’eau, ce dernier inspirait au moins une fois. C’est
ainsi que nous avons comptabilisé une inspiration a chaque reléve de téte. Ainsi, en paralléle d’une durée
d’apnée plus longue, on observe également un nombre d’expirations, i.e. sous 1’eau, supérieur a celui
du nombre d’inspirations (Figure 4A). De plus, le nombre d’expirations augmente avec la durée d’apnée
(Figure 4B).
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Figure 4 : Nombre d’expiration sous I’eau en fonction du temps d’apnée (A) et nombres d’expiration sous I’eau et
d’inspiration caractérisés par une position de la téte hors de I’eau en fonction de la durée totale du ‘sommeil’

Enfin, on note que ces événements de ‘sommeil’ ont également étaient observés lorsque les individus
¢taient maintenus deux par deux (i.e. bindbme) en piscine. Ainsi, nous avons noté des événements de
‘sommeil’ synchronisés (Figure 5A) avec au moins un individu présentant une posture caractéristique
de ‘sommeil’ (i.e bec sous 1’eau). Lors de ces épisodes, nous avons constaté, a de trés nombreuses
reprises, ’un des manchots prenant appui sur le deuxieme (Figure 5A). La position du bec sous 1’eau et
la production de bulles ont pu étre confirmées chez le premier oiseau tandis que ces indices de ‘sommeil’
n’ont pas pu étre identifiés chez le deuxiéme individu n’ayant pas la téte dans I’eau dans cette position.
Des périodes de ‘sommeil’ désynchronisés ont également été observées lors de cette cohabitation dans
I’eau (Figure 5B).

Figure 5 : Identification du comportement de ‘sommeil’ chez deux individus simultanément (A) maintenus en piscine. Ce
méme comportement de ‘sommeil’ a également été observé chez un seul des deux individus (individu a I’arriére-plan) de facon
désynchronisée (B)

Bien qu’il semble que le comportement de ‘sommeil’ soit exprimé chez les manchots royaux maintenus
en condition expérimentale dans une piscine, 1’absence d’un enregistrement encéphalogramme ne nous
permet pas de confirmer de fagon catégorique que nous sommes en présence d’un comportement de
sommeil tel que décrit dans la littérature.
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Résumé

Le manchot royal est une espece capable d’utiliser I’hétérothermie régionale afin d’augmenter la durée
en apnée de ses plongées. En revanche, de retour a la surface de 1’eau, la réaugmentation de tous les
tissus, y compris des tissus périphériques, conduit a une augmentation importante du métabolisme.
Plusieurs études suggerent que le cofit de récupération de la normothermie dépend de la température des
tissus périphériques induisant des pertes de chaleur plus ou moins importantes. Ainsi les individus
nourris, réduisant la perfusion sanguine aux organes digestifs au détriment de la périphérie, montreraient

des cofits de récupération plus faibles liés a une meilleure isolation thermique.

L’objectif de notre étude est de mesurer, chez des manchots royaux équipés de loggers internes, le colt
de récupération d’individus nourris et a jeun, lors de leur retour a terre, en fonction des variations de

températures internes et périphériques.

Les résultats montrent une récupération plus rapide des températures des individus nourris
comparativement aux individus a jeun en accord avec les précédentes études. De plus, les individus
nourris montrent un métabolisme de récupération supérieur aux individus a jeun. En revanche, on
observe une récupération quasi-instantanée des températures périphériques indépendamment de 1’état
nutritionnel. Enfin, le métabolisme de récupération, i.e. augmentation des températures, est supérieur au

métabolisme de maintien des tissus a normothermie, i.e. températures stables.

La récupération de la normothermie a terre intervient simultanément au niveau des tissus internes et des
tissus périphériques. Avec une augmentation des tissus périphériques plus rapide que celle des tissus
internes, cette récupération conduit méme a I’instauration d’un gradient inverse. L’activité de digestion
semble non pas se substituer au colit de thermorégulation mais s’ajouter au taux métabolique en
I’absence de conditions environnementales contraignantes. En effet, ayant été mesurées au sein de la
zone de thermoneutralité des individus, les colts de récupération semblent étre limités a la thermogénése
sans étre influencés par les pertes de chaleur. Nos résultats suggerent que I’utilisation de fenétres
thermiques au niveau du tronc pourrait étre un moyen d’ajuster plus finement la température interne
bien que la présence de tissu adipeux a cet endroit suggere également la mobilisation de I’énergie en

réponse au colt de thermorégulation.

Mots clés : Thermorégulation — Métabolisme — Normothermie - Dissipation de chaleur
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Introduction

Il est acquis que les especes marines endothermes, telles que les oiseaux plongeurs, sont soumises a des
pertes de chaleur plus élevées dans I’eau que dans I’air notamment en raison de la forte conductivité du
milieu aquatique (Bullard et Rapp 1970; Gagge et Nishi 1977; Dejours 1987). Ainsi, les cofts
énergétiques de thermorégulation sont plus élevés (Scholander 1940; Kooyman et al. 1976; Stahel et
Nicol 1982) et le métabolisme d’un individu submergé est environ deux fois supérieur a celui d’un
individu dans I’air (Ponganis 2015). Les pertes de chaleur peuvent étre limitées par ’isolation des
individus (Kooyman et al. 1976) et par la réduction du flux sanguin (i.e. vasoconstriction) dans les tissus
périphériques et les membres (Bullard et Rapp 1970). Ces ajustements vont permettre de diminuer les
colits de thermorégulation. De méme, il a été démontré que la production de chaleur par d’autres activités
telles que la digestion (i.e. specific dynamic action, SDA) pouvait, par substitution, réduire les colts de

thermogéneése au repos dans 1’eau (Culik et al. 1991; Charrassin et al. 1998; Ponganis et al 2001).

Le manchot royal (Aptenodytes patagonicus) exprime une consommation d’oxygene 83% plus ¢€levée
dans I’eau que dans l’air (Froget et al. 2004). De plus, une étude révele que dans I’eau froide, les
individus a jeun (i.e. sans SDA) ont une consommation d’oxygene au repos supérieure a celle mesurée
chez des individus nourris (Fahlman et al. 2005). Cette différence pourrait venir du fait que les individus
nourris présentaient un tissu adipeux plus épais que les individus a jeun, diminuant la conductance
thermique de ces derniers (Fahlman et al. 2005). Cependant, la méme relation a été établie entre des
individus a jeun et re-nourris, avec un repas de poissons aprés plusieurs jours de jeline, ayant la méme
condition corporelle (i.e. épaisseur du tissu adipeux) (Halsey et al. 2008). De plus, la réaugmentation de
la température de ’abdomen, aprés une période d’immersion dans 1’eau froide, a également été étudiée
et montre que I’abdomen d’individus re-nourris atteint plus rapidement la normothermie (i.e.

récupération) que celui d’individus a jeun (Halsey et al. 2008).

Ces études suggérent que la différence de métabolisme mesurée en fonction de 1’état nutritionnel des
individus dans 1’eau froide pourrait étre le résultat d’un ajustement de I’isolation. En effet, les oiseaux
nourris en activité de digestion pourraient favoriser la perfusion sanguine de la région splanchnique au
détriment des tissus périphériques qui, dans le cas d’une vasoconstriction, pourrait réduire les pertes de
chaleur (Fahlman et al. 2005; Halsey et al. 2008). De plus, une récente étude suggere que les individus
a jeun dans 1’eau maintiennent une plus longue perfusion du tissu adipeux (i.e. température plus €levée)
que les individus nourris (Lewden et al. soumis) supportant [’hypothése précédente. Cependant, aucune
mesure de températures périphériques en période de réchauffement, i.e. récupération apreés une période

d’hypothermie, n’a été a ce jour effectuée chez cette espece.

L’objectif de notre étude est d’étendre les mesures menées par les deux études précédemment citées en
mesurant I’évolution des températures périphériques chez des individus a jeun et nourris. En effet, il

apparait que 1’état nutritionnel des individus (i.e. & jeun vs nourris) influence la durée de vasodilatation
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périphérique du tissu adipeux chez le manchot royal (Lewden et al. 2017 soumis). De plus, la
mobilisation et/ou le stockage des réserves lipidiques en région sous-cutanée peut influencer les pertes
de chaleur via la vasoconstriction/dilatation des tissus périphériques. Ainsi, Lewden et al. a mesuré une
augmentation de la consommation d’oxygéne corrélée a ’augmentation de la température périphérique

du flanc.

Dans un premier temps nous allons déterminer I’évolution des températures internes et périphériques en
période de réaugmentation apres une hypothermie induite par une immersion dans 1’eau froide. D’apreés
la littérature, nous supposons que les individus nourris, en activité de digestion, maintiendront une
vasoconstriction périphérique (i.e. température basse) prolongée durant la réaugmentation des
températures internes. De plus, nous nous attendons a ce qu’indépendamment de 1’état nutritionnel, lors
d’une récupération des températures aprés une période d’hypothermie, les températures internes
augmentent en priorité suivies des températures périphériques. En effet, cette stratégie de réchauffement
permettrait de maintenir un gradient de température progressif entre le milieu interne et le milieu

ambiant limitant les pertes de chaleur en période de récupération.

Par la suite, nous allons étudier le métabolisme durant cette phase de récupération des températures a
normothermie en fonction de la température interne et de la température périphérique du flanc. Par
I’augmentation des pertes de chaleur, nous supposons que la réaugmentation des températures du tissu
périphérique en période de retour a normothermie sera plus couteuse que la récupération des

températures de 1’abdomen.

Pour se faire plusieurs manchots royaux, équipés de quatre enregistreurs de températures a différents
endroits du corps, ont été maintenus nourris ou a jeun dans une piscine d’eau de mer froide induisant
des températures corporelles basses. La température des tissus ainsi que le métabolisme ont été mesurés

a la sortie de la piscine durant la période de réaugmentation des températures a terre.
Matériel & Méthodes

Les manchots royaux ont été capturés paradant en colonie de la "Baie du marin" sur 1’ile de Possession,
dans I’archipel Crozet située au Sud de I’Océan Indien (46°4” S, 51°8° E). Les expériences ont été
men¢es durant trois étés austraux (de Novembre a Février 2013/2014; 2014/2015; 2015/2016). Les
procédures expérimentales ont €té€ approuvées par le comité d’éthique francais (APAFIS, permit No

02015041411414001) et le comité environnemental polaire francais (permit No 2013-76, 2014-121).

Le jour de leur capture, les individus ont été mesurés et pesés. Le méme jour, ils ont été équipés suivant
une procédure chirurgicale précédemment décrite dans Lewden et al. 2017b avec 4 enregistreurs de
température (iButton MXMDS1922L-F5; AVNET-MEMEC; résolution: £0.0625°C; gamme : 0-50°C).
Ces loggers ont été implantés au niveau du flanc, du dos et de la plaque incubatrice a égal distance entre

la peau et le muscle dans le tissu adipeux sous-cutané et au niveau de la cavité abdominale plus en
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profondeur. Aprés la chirurgie, les individus ont été maintenus deux par deux, dans un enclos en bois (3
x 3 m, sans toit) sans dérangement (2 part pour le nourrissage) durant 6.0+0.1 jours. Cette période a terre
est nécessaire chez le manchot royal pour que les individus retrouvent un comportement naturel apres

la chirurgie (Froget et al. 2004).

A la suite de cette période de récupération, les manchots ont été placés dans une piscine d’eau de mer
(2.5m de long x 1.3m de haut x 1.2m de profondeur et un volume d’eau de 2.5m?) équipée d’un systéme
de pompes assurant un renouvellement de I’eau constant afin de maintenir la qualité et la température

de I’eau stable.
Etat nutritionnel

Durant les 3 années, un total de 18 individus a été maintenu a jeun dans la piscine d’eau de mer. Suite a
ce jeline d’une durée moyenne de 55.12+ 9.5 heures, les individus ont été mesurés a terre, soit a
thermoneutralité (Froget et al. 2002). La masse moyenne des individus a jeun lors de leurs sorties de
piscine était de 11.65+0.1 Kg. La deuxiéme et la troisieme année d’expérimentation, les mémes
individus (N=12) ont ét¢ maintenus, lors d’'une seconde expérience, nourris en piscine. En effet, ces
derniers ont recu une moyenne de 0.3+0.1 kg de poissons par repas répartie en 4 repas durant la phase
diurne de la journée. Leurs masses le jour de la sortie de la piscine, et donc de leurs mesures, était de
11.94+0.2 Kg. La masse entre le groupe des individus a jeun et nourris n’est pas significativement

différente (Student’s t-tests, P>0.05).
Températures corporelles

Les températures du flanc (Tiqc), du dos (Taos), de la plaque incubatrice (Tinc) et de I’abdomen (Tapa) ont
¢té mesurées a une fréquence de 11 minutes. L.’analyse de 1’évolution de ces températures a été faite sur
les 121 minutes succédant la sortie de 1’eau pour les deux premicres années de mesure (N= 13 ; n=26 ;
Figure 1). En revanche, la troisiéme année (N=7 ; n=38), I’évolution des températures en période de
récupération a été étudiée sur une durée variable de 33 a 121 minutes selon les individus, pour une
moyenne de 70 minutes de temps de récupération. La derniére température mesurée en piscine a été
incluse dans les figures (-11 minutes) mais n’a pas été considérée dans les analyses statistiques. Ainsi,
les températures de récupération correspondent a la premicre température mesurée a terre (0 minutes)
jusqu’a la fin du temps de récupération. La récupération est considérée comme complétement atteinte
ou terminée lorsque les températures sont stabilisées ou supérieures a 36°C soit la température de

normothermie a 1°C prés.
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Respirométrie

Durant la troisiéme année de mesure, nous avons mesuré la consommation d’oxygene de 7 individus a
plusieurs reprises (n=38), avec une moyenne de 6 mesures par individu durant 01 :06 + 00 :20 minutes
a terre apres chaque sortie de la piscine. Pour se faire, nous avons utilisé un systéme de respirometrie en
circuit ouvert (‘Turbofox’ ; Sable Systems, Henderson, NV, USA) composé d’une chambre métabolique
cylindrique (volume de 60 L) suspendue au-dessus de I’animal restant calme dans le noir durant la

mesure (Figure 1).

Figure 1 : Vue extérieure (A) et intérieure (B) de la chambre métabolique terrestre pour mesurer le métabolisme de
récupération des températures aprés une période d’immersion dans I’eau froide

La chambre métabolique est ouverte a hauteur des pieds de I’individu permettant une entrée d’air dans
la chambre. Le flux d’air principal est pompé a travers la chambre métabolique et contrdlé par le
Turbofox a 40 L.min™ (corrigé automatiquement de STP, 273 K et 101.3 kPa). Un sous-échantillon de
I’air pompé (200 ml.min™") passe alors a travers une cellule d’analyse d’humidité (RH-300), de CO; et
d’oxygene. La concentration d’oxygene et de CO, dans la chambre, le flux d’air principal, I"humidité et
la pression barométrique ont été enregistrés toutes les 4 secondes a 1’aide du logiciel Expedata (Sable
Systems). Toutes les connexions entre les composants du systéme de respirométrie ont été montées avec
des tuyaux imperméables aux échanges de gaz. L’analyseur de gaz et d’humidité a été calibré avant
chaque mesure utilisant de I’air sec et sans CO, aprés étre passé successivement dans une combinaison
de colonnes composées de magnésium perchlorate, d’ Ascarite et de Soda lime (Sigma-Aldrich Chemie,
Lyon, France). De méme, la calibration de I’analyseur du CO; s’est faite avec une bouteille de gaz de

concentration en CO; de 0.49% (Alphagaz; Air Liquide, Paris, France).
Analyses des données

Dans un premier temps, la moyenne des températures de tous les individus a été calculée toutes les 11
minutes pour chaque tissu et pour les deux états nutritionnels. Pour chaque tissu, la température moyenne
a été étudiée en fonction du temps de récupération, de 1’état nutritionnel (a jeun ou nourris) ainsi que de
I’interaction entre ces deux facteurs par un modé¢le linéaire (LM). Puis le gradient de température entre

les températures internes et périphériques a été décrit.
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Par la suite, les analyses statistiques ont été réalisées uniquement sur la T et la Tapa. En effet, de par la
position des individus dans la piscine, I’enregistreur de température du dos se trouve sous une partie de
peau non-immergée en continu pouvant venir impacter la Tqos (Lewden et al. 2017b). De plus, la plaque
incubatrice étant une zone de peau déplumée fortement vascularisée, les variations de températures de
cette zone ne sont pas représentatives des températures périphériques du tronc, une zone
particulierement bien isolée par les phanéres. L’étude de I’augmentation de la Taq a été faite a ’aide
d’un modéle linéaire mixed (LMM) a partir de la différence de température entre la premiere et la
troisiéme mesure du temps de récupération, soit durant 22 minutes apres la sortie de I’eau. En effet, cette
période correspond a la durée moyenne de récupération compléte de la Tqe. Ainsi I’augmentation de la
Tabd (DTaba) a été étudiée en fonction de la Tanq initiale, de la Ty initiale, de la masse corporelle, de I’ état
nutritionnel et de I’interaction masse corporelle et état nutritionnel en incluant I’identifiant des individus

en facteur aléatoire.

L’¢étude du métabolisme de récupération débute par une comparaison multiple des moyennes (test de
Kruskal-Wallis) de mesures faites sur des individus a normothermie collectées dans littérature et les
mesures faites lors de notre étude sur des individus soit a normothermie soit montrant une augmentation

de la Taa inférieure ou supérieure a 2°C sur toute la période de récupération (i.e. 121 minutes).

L’analyse de la consommation d’oxygene s’est faite a I’aide du logiciel Expedata (Sable System). Cette
analyse suit les étapes précédemment décrites dans Lewden et al. soumis a quelques exceptions pres.
Les segments délimités lors de I’analyse ont été sélectionnés a partir de la température de normothermie
atteint par le tissu étudié. Ainsi, pour chaque enregistrement, le profil de consommation d’oxygene a été
divisé en deux périodes en fonction de la durée de récupération du tissu. La premiére partie du profil
correspond alors a la consommation d’oxygene pendant la période de récupération (recovery) tandis que
la deuxiéme partie correspond a la consommation d’oxygene pendant le maintien & normothermie du
tissu (normothermie). La valeur moyenne de consommation d’oxygene a été calculée pour les deux
segments et par la suite les valeurs du taux de consommation d’oxygene ont été transformées en taux

métabolique spécifique (W.Kg") considérant un RQ moyen de 0.74 calculé sur les individus mesurés.

Les différences de métabolismes entre la période de récupération et de maintien a normothermie des
températures ont été étudiées séparément pour les températures du flanc et de ’abdomen. La durée de
chacune de ces périodes a été incluse dans 1’analyse statistique qui suit afin de discriminer les individus
ayant eu une récupération rapide (durée courte) de ceux n’ayant pas récupéré (durée totale de
I’enregistrement). L’étude du métabolisme spécifique (MR pour " metabolic rate"; W.Kg') a été faite a
I’aide de deux LMM, une pour les Tasq et une pour les Ty, incluant chacune les individus comme facteurs
aléatoires et la période (recovery ou normothermie), la durée de mesure, la température initiale du tissu,
I’¢état nutritionnel et la durée depuis le dernier repas comme facteurs indépendants. La durée depuis le

dernier repas a été incluse car ce facteur peut étre un indice de 1’état physiologique (e.g. a jeun, en
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digestion ou post-digestif) mais également de la condition corporelle avec les individus ayant été nourris
récemment plus lourds que les individus a jeun. La masse ne variant pas en fonction de la période
considérée (recovery ou normothermie) tandis que le taux métabolique lui évolue et étant colinéaire a la
durée depuis le dernier repas, cette derniére n’a pas €té€ considérée dans les LMM. Enfin, une LMM sera
faite afin d’étudier le MR en fonction de la période, du tissu (flanc et abdomen) et de I’interaction entre
ces deux facteurs incluant les individus comme facteur aléatoire. Les analyses statistiques ont été

effectuées sous JIMP® (SAS Institude Inc., Cary, NC, USA).
Résultats

La réaugmentation des 4 tissus est visible des la premiére mesure apres la sortie de I’eau (11 minutes ;
Figure 2). La température moyenne du flanc (P<0.0001), du dos (P=0.0004), de la plaque incubatrice
(P<0.0001) et de ’abdomen (P<0.0001) sont significativement corrélés au temps de récupération
(Figure 2). Chacun de ces tissus augmentent a mesure que le temps de récupération passe. L’état
nutritionnel n’a pas d’effet sur la récupération de Tq. et de Taos (P>0.05), et nous pouvons noter, qu’apres
22 minutes de temps de récupération, les deux tissus sont de retour a normothermie. Cependant, 1’état
nutritionnel et I’interaction entre 1’état nutritionnel et le temps de récupération ont un effet significatif
sur les températures de la plaque incubatrice et de I’abdomen. En effet, la plaque incubatrice augmente
plus rapidement chez les individus nourris que chez les individus a jeun (Temps de récupération x état
nutritionnel : P =0.01 ; R?=0.81), avec une augmentation moyenne de 8.72°C pour les individus nourris
comparée a une augmentation moyenne de 4.29°C chez les individus a jeun pour le méme temps de
récupération (i.e. 121 minutes). De méme pour la cavité¢ abdominale, les individus nourris augmentent
la température abdominale de 5.94°C contre 0.35°C pour les individus a jeun pour la méme durée de

mesure (Temps de récupération x état nutritionnel : P <0.0001 ; R*=0.88).

Nous observons également qu’un gradient inverse de température se met en place chez les individus a
jeun (Figure 3A) tandis que ce dernier s’accentue avec la durée de récupération pour les individus nourris
(Figure 3B). En effet, de part une augmentation plus rapide du flanc par rapport a ’abdomen chez les
individus a jeun, la température de périphérie est supérieure a la température interne dés la minute 11 de
récupération (Figure 3A). Chez les individus nourris, bien que le gradient inverse soit déja présent dans
I’eau, on observe une accentuation forte de ce phénomene aux minutes 11 et 22 de récupération (Figure

3B).
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Figure 2 : Evolution des températures des 3 tissus périphériques, le flanc (vert), le dos (bleu), la plaque incubatrice et du tissu
interne, I’abdomen (rouge). Les températures de chaque individus nourris (en gris) et a jeun (en blanc) ont permis de calculer
la moyenne des températures toutes les 11 minutes pour les individus a jeun (couleurs claires) et les individus nourris (couleurs

foncées) en période de récupération apres une période prolongée en immersion dans I’eau froide
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Figure 3 : Evolution des températures par groupe d’individus a jeun (A) et nourris (B) pour les quatre tissus durant la période
de récupération de la normothermie a terre succédant la sortie de I’eau froide
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Nous observons également qu’un gradient inverse de température se met en place chez les individus a
jeun (Figure 3A) tandis que ce dernier s’accentue avec la durée de récupération pour les individus nourris
(Figure 3B). En effet, de part une augmentation plus rapide du flanc par rapport a ’abdomen chez les
individus a jeun, la température de périphérie est supérieure a la température interne dés la minute 11 de
récupération (Figure 3A). Chez les individus nourris, bien que le gradient inverse soit déja présent dans
I’eau, on observe une accentuation forte de ce phénomeéne a la minute 11 et 22 de récupération (Figure
3B).

L’augmentation de la Tag (DTwa) durant les 22 premiéres minutes de récupération, retour a
normothermie du flanc, n’est influencée ni par la masse (P=0.18), ni par 1’état nutritionnel des individus
(P=0.72). La DTapq est significativement corrélée a la Taq initiale (P=0.01 ; estimé : -0.22+0.1). Ainsi
plus la Tapq initiale sera faible plus la DTaq sera importante. En revanche, on observe la relation inverse
entre la DTasq et 1a Ty initiale (P=0.002 ; estimé : 0.29+0.1). En effet, plus la T initiale sera élevée plus
la DTaba sera importante (LMM ; R>=61 N=50).

Le taux métabolique mesuré durant la durée de récupération dans la chambre métabolique ne varie pas
en fonction de la réaugmentation de la Tapq (P>0.05) méme si I’on constate une tendance plus élevée
chez les individus ayant exprimé une augmentation de T supérieure a 2°C (Figure 4). De plus, on

remarque que les taux métaboliques obtenus sont similaires a ceux déja mesurés dans la littérature

(Figure 4).
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Figure 4 : Moyenne du métabolisme pour des individus de manchots royaux a normothermie mesurée dans la littérature
(2.64+0.10; N= 6 ¢tudes), dans cette étude (2.62+0.63; N=5 individus) et avec des individus montrant une récupération de la
Taba inférieure a 2°C (2.48.67+ 0.34; N=9 individus) et supérieure a 2°C (3.67+ 0.34; N=28 individus). Moyenne =+ s.e

* Le Maho et Despin 1976; Barré 1980; Froget et al. 2002; 2004; Fahlman et al. 2004; 2005

Le taux métabolique durant la récupération de la Tq. (moyenne marginalet s.e 4.31+ 0.47 W.Kg") est
significativement supérieur a celui mesuré¢ lorsque le flanc est maintenu a normothermie (moyenne

marginale £ s.e 2.94+ 0.47 W.Kg") (P< 0.0075 ; Table 1 ; Figure 5). De plus, il est a noter un effet
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significatif de I’état nutritionnel avec un métabolisme plus élevé chez les individus nourris que a jeun
(4.47+ 0.47 et 2.78+ 0.47 W.Kg" respectivement ; moyenne marginale = s.e) et un effet de la durée
depuis le dernier repas ainsi que de la température initiale du flanc (Table 1). En revanche, il n’y pas de
relation entre le MR et la durée des périodes de récupération et de normothermie.

Le MR durant les périodes de récupération et de normothermie de la Ta,a montre des résultats similaires
a ceux obtenus avec le flanc. En effet, on observe un MR de récupération significativement supérieur a
celui mesuré en normothermie (4.27+ 0.57 et 3.16+ 0.58 W.Kg ' respectivement ; moyenne marginale +
s.e) (P =0.0072 ; Table 1 ; Figure 5). On observe également un effet significatif de I’état nutritionnel
avec les individus nourris montrant un métabolisme supérieur (4.27+0.62 ; moyenne marginale * s.e)
aux individus a jeun (2.70+£0.62 ; moyenne marginale + s.e) et un effet de la durée depuis le dernier
repas (Table 1). De méme, il n’y a pas d’effet significatif de la durée de mesure ni d’effet de la Tabdo

initial sur le MR.
Tableau 1 : Estimé du modele et du test statistique pour le mod¢le complet décrivant le taux métabolique spécifique en fonction

de la période de récupération (recovery) ou de normothermie de la température du flanc (vert) et de I’abdomen (rouge) de
manchots royaux mesurés a terre

Taux métabolique

Température du flanc Températures de la cavité abdominale
Estimate t s.e P Estimate £ s.e P
R?=61 R?=0.30

Périodes (Recovery ou Normothermie) -0.69+0.24 0.008 -0.55+£0.2 0.007
Durée des périodes - NS - NS
Température initiale -0.36+£0.1 <0.0001 - NS
Etat nutritionnel (A jelne ou Nourris) -.085£0.3 0.005 -1.01£0.3 0.003
Durée depuis de le dernier repas 0.88+0.2 <0.0001 0.48+ 0.2 0.019

Enfin, indépendamment du tissu considéré (LMM ; Tissu P=0.40), le MR de récupération est
significativement supérieur que le MR de normothermie (Période P=0.0003 ; LMM R?=0.30 N=134 ;

Figure 5).
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Figure 5 : Métabolisme spécifique en fonction de la température du flanc (vert) ou de I’abdomen (rouge) utilisé pour déterminer
la durée de la période de récupération ou de maintien du tissu a normothermie. Post-hoc HSD Tuckey de 1’interaction
significative Période x Tissu. Une différence de lettre indique une différence significative entre deux taux métaboliques
spécifiques
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Discussion

Les résultats de cette étude s’accordent aux résultats obtenus lors des précédentes études (Fahlman et al.
2005; Halsey et al. 2008). En revanche, les investigations plus poussées de notre étude ne soutiennent
pas les hypothéses précédemment énoncées et permettent d’aller plus loin dans la compréhension de

I’évolution des températures au cours du réchauffement aprés une période d’hypothermie.
Températures corporelles

Tout d’abord, comme déja observé dans la littérature (Halsey et al. 2008), nous notons un effet de 1’état
nutritionnel sur la vitesse de récupération. Quelle que soit I’analyse statistique effectuée (e.g. Figure 2),
la récupération de la normothermie est plus rapide chez les individus nourris comparativement aux
individus a jeun. En revanche, cet effet est visible uniquement au niveau de ’abdomen et de la plaque
incubatrice et il ne semble pas y avoir d’effet sur les températures du flanc et du dos (Figure 2). Bien
que ces résultats semblent s’enligner avec les hypothéses précédemment énoncées, la mesure des
températures périphériques de cette ¢tude ne soutiennent pas ces hypothéses. En effet, on observe,
indifféremment de I’état nutritionnel, une réaugmentation de toutes les températures y compris des
températures périphériques qui ré-augmentent méme plus rapidement que les températures de
I’abdomen (Figure 3). Ces premicres données vont a I’encontre de notre hypothése basée sur une
vasoconstriction périphérique des individus nourris comparativement aux individus a jeun. De plus,
I’établissement d’un gradient inverse deés la minute 11 de récupération, avec des températures
périphériques supérieures a la température de 1’abdomen, semble de prime abord contre-intuitif. Selon
le principe de thermorégulation, un gradient naturel de températures allant de la température interne la
plus chaude vers des températures périphériques (e.g. la peau, les membres) plus faibles est établie chez
les especes endothermes afin de limiter les pertes de chaleur. Cependant, il est a noter que la récupération
des températures dans cette étude s’effectue au sein de la zone de thermoneutralité¢ du manchot royal
(Froget et al. 2002). Ainsi, nous pouvons supposer que I’augmentation des températures périphériques

a terre dans ces conditions, n’induise pas de pertes de chaleur conséquentes pour les individus.

Il semble que I’évolution de la température de ’labdomen dépende de la température périphérique du
flanc. En effet, alors que plus la Tapq initiale est faible plus la DTaa est importante, on remarque la
relation inverse avec la T initiale. Ainsi, une faible température initiale de I’abdomen et une haute
température initiale du flanc induisent une augmentation de I’abdomen plus importante. Il a été suggéré
que I'utilisation de fenétres thermiques au niveau de la périphérie du tronc chez les phoques pouvait
permettre de faciliter la thermorégulation des individus au sortir de I’eau (Mauck et al. 2007). Cette
suggestion pourrait également s’appliquer chez le manchot royal avec I'utilisation du tissu sous-cutané
du flanc comme fenétre thermique. En effet, la perfusion sanguine de ces zones périphériques permet
une dissipation de la chaleur et donc pourrait permettre d’éviter une surélévation des températures

internes lors de la production de chaleur. De plus, de fagon surprenante, la masse des individus n’a pas
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d’effet sur la réaugmentation des températures de ’abdomen durant les 22 minutes de récupération. Or,
les individus plus lourds, possiblement plus gras et donc mieux isolés, auraient pu présenter une
augmentation plus rapide des températures de I’abdomen. Cette absence d’effet de la masse pourrait
provenir d’une condition corporelle similaire chez les individus mesurés avec notamment aucune
différence significative entre la masse des individus a jeun et nourris. Ainsi, la récupération des
températures au sein de la zone de thermoneutralité ne semble pas étre affectée par les mémes facteurs

qu’en présence d’un environnement induisant des pertes de chaleur conséquentes.
Meétabolisme de récupération

Quel que soit le tissu considéré pour délimiter la durée de récupération et la durée de normothermie, on
observe un taux métabolique plus élevé durant la récupération des températures que durant leur maintien
a normothermie (Figure 5). Ce résultat supporte ’idée d’une production de chaleur active et couteuse
lors de la réaugmentation des températures tandis qu’au sein de leur zone de thermoneutralité, les
individus n’assument pas de cofits de thermorégulation a maintenir leur température corporelle a

normothermie.

Le métabolisme de récupération supérieur chez les individus nourris comparativement aux individus a
jeun est en accord avec les mesures de métabolismes précédemment effectués a terre chez cette espéce
(Halsey et al. 2008). Cependant des relations inverses ont également étaient mises en évidence chez le
manchot royal (Fahlman et al. 2005). De plus, bien que le métabolisme varie en fonction de 1’état
nutritionnel, on observe une relation positive entre le métabolisme et la durée du jeline qui va a ’opposé
de I’effet de I’ état nutritionnel (Table 1). L’augmentation du métabolisme avec la durée du jeline pourrait
venir d’un effet de la diminution de la masse corporelle des individus qui n’a pas ét¢ incluse dans cette
analyse pour des raisons statistiques. En effet, la réduction du tissu adipeux allant de pair avec une perte
de masse et donc de I’isolation pourrait conduire a des pertes de chaleur plus importantes et donc a un
métabolisme plus €levé. Cet effet pourrait subvenir au sein des individus a jeun alors que les individus

nourris ont un métabolisme en moyenne plus élevé.

La substitution de la production de chaleur au colt de thermorégulation intervient dans des conditions
précises telles qu’un environnement contraignant induisant de forte perte de chaleur (e.g. eau froide)
(Humphries et Carreau 2011). Or, nous n’observons pas de substitution de chaleur par digestion (i.e.
SDA) chez les individus nourris qui présentent un métabolisme de récupération supérieure aux individus
a jeun. Ainsi il est possible qu’en condition de thermoneutralité, les colits de thermorégulation ne soient
pas assez importants pour constater de la SDA et que le métabolisme supérieur des individus nourris
soit dii a I’activité de digestion. Une autre hypothése est que les températures initiales inférieures des
individus nourris comparées aux individus a jeun (Figure 2 et 3) induisent des colits de récupération plus

¢levés. De plus, de par la capacité de cette espéce a pouvoir ralentir son activité de digestion en période
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de reproduction (Gauthier-clerc et. 2000), les phases digestives et post-digestives restent difficiles a

deélimiter avec précision.

Enfin, bien que la dynamique de réaugmentation des tissus durant la récupération des températures apres
une période d’hypothermie induise un gradient inverse, la mesure des individus au sein de leur zone de
thermoneutralité crée des conditions environnementales neutres aux pertes de chaleur. Ainsi, on constate
que malgré ’augmentation rapide des températures périphériques, la température de 1’abdomen
augmente également simultanément jusqu’a atteindre la normothermie. L’intérét de la reperfusion du
tissu périphérique chez le manchot royal a fait ’objet de plusieurs études récentes (Lewden et al. 2017b,
soumis) suggérant la mobilisation des ressources énergétiques durant les périodes de jeline et la
reconstitution des réserves durant les périodes post-absorptives. La réaugmentation rapide du tissu
adipeux sous-cutané observée dans cette étude soutient ces suggestions avec des individus nourris
stockant le produit de la digestion alors que le colit de la récupération des températures a normothermie
(i.e. métabolisme de récupération) suggere une mobilisation des réserves énergétiques chez les individus
a jeun. De plus, il a également été suggéré chez d’autres especes marines, ’utilisation de la perfusion
périphérique afin de mieux réguler les échanges de flux thermiques en période de réaugmentation des
températures (Mauck et al. 2003). Ainsi, afin de mieux comprendre les enjeux thermiques de la
réaugmentation des tissus périphériques, sans les processus physiologiques de mobilisations et/ou de
stockages des réserves énergétiques, il serait pertinent d’étudier la récupération de tissus ne contenant

pas de réserves lipidiques tels que les ailerons et les pattes.
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Résumé

Les especes marines des régions subantarctiques passent la majeure partie de leur vie d’adulte dans les
eaux froides de ces régions polaires. L’isolation des individus est primordiale pour réduire les pertes de
chaleur et ainsi limiter les coiits de thermorégulation. Cependant les membres, tels que les nageoires et
les ailerons, demeurent des zones faiblement isolées qui contribuent aux pertes de chaleur de
I’organisme dans 1’eau. D’un autre c6té, lors du retour a terre, plusieurs espéces de mammiféres marins
utilisent ces larges surfaces, qualifiées de "fenétres thermiques", a des fins de thermorégulation dans le

but d’éviter des épisodes d’hyperthermie.

L’objectif premier de notre étude est d’étudier 1’utilisation des fenétres thermiques, en 1’occurrence les
ailerons et les pieds, lors du retour a terre des manchots royaux a 1’aide d’une caméra thermique. Cette
¢tude sera réalisée a la fois sur des oiseaux en liberté dans la colonie et sur des oiseaux captifs. En effet,
en condition expérimentale, la réaugmentation de la température des membres sera étudiée en fonction
de la température interne avec d’une part des individus ayant une température interne basse (expérience

A) et d’autre part des individus ayant une température interne a normothermie (expérience B).

Les résultats montrent une plus forte augmentation de la température des fenétres thermiques (i.e.
aileron) lors de I’expérience A que lors de I’expérience B. On note, également, que plus la température
initiale de I’aileron est faible plus cette température va augmenter alors que I’on observe la relation
inverse pour le pied. En condition naturelle, I’ceil est le premier tissu a ré-atteindre la normothermie
tandis que la température des fenétres thermiques augmente durant toute la durée de I’enregistrement
(environ 30 minutes). Enfin, bien que nous ayons mesuré des schémas similaires d’augmentation des
températures en condition naturelle et expérimentale, on observe une récupération plus rapide en

condition expérimentale qu’en colonie.

L’utilisation des fenétres thermiques, indépendantes de la température interne, semble indiquer un
recours systématique de ces derniéres au moment de la sortie de 1’eau. De plus, 1’augmentation
désynchronisée des températures de 1’aileron et du pied suggere des roles différents dans la récupération
de la normothermie. Cette réaugmentation des températures, s’opérant dans des tissus ne contenant pas
de réserves lipidiques, soutient ’hypothése de 'utilisation de ces zones faiblement isolées a des fins de

thermorégulation.

Mots clés : Thermorégulation —Vasodilatation périphérique — Normothermie — Fenétres
thermique — Imagerie thermique
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Introduction

Les especes marines endothermes doivent faire face a des pertes de chaleurs considérables dues a la
forte conductivité thermique et capacité calorifique du milieu marin comparé au milieu aérien (Dejours
1987 ; Nadel 1984). Ainsi les endothermes dans I’eau, maintenant un gradient de température élevé entre
la surface du corps et leur environnement, font face a des cofits de thermorégulation importants afin de
maintenir leur balance énergétique stable (Culik et al. 1994; Luna-Jorquera et Culik 2000). Une autre
stratégie de maintien des températures est la limitation des pertes de chaleur par une isolation efficace
réduisant ces dernieres. Ainsi, I’isolation fournie par 1’épaisseur de graisse sous-cutanée réduit les pertes
de chaleur par conductance tandis que les systémes de contre-courants vasculaires aux niveaux des
membres vont permettre de prévenir des pertes excessives par convection du centre du corps vers la
périphérie (Pabst et al. 1999; Williams et Worthy 2002). Les différentes especes de manchots conservent
leur chaleur grace a des adaptations morphologiques et physiologiques leur permettant d’affronter des
conditions froides aussi bien dans I’eau que dans I’air (Kooyman et al. 1976). En effet, ces espéces sont
recouvertes d’un plumage de faible conductivité (Dawson et al. 1999) composé de plusieurs types de
plumes (Williams et al. 2015) imbriquées les unes aux autres constituant une couverture imperméable
hautement qualifiée & son environnement aquatique qui est 1’eau froide (Pap et al. 2016). De plus, la
présence de systémes d’échangeurs de chaleur a contre-courant a travers un réseau artério-veineux au
niveau du cou, des pattes mais également des ailerons a également été identifiée chez ces especes

(Thomas et Fordyces 2007; 2012; McCafterty et al. 2013).

Les membres des espéces marines sont les zones les moins bien isolées du corps. Elles peuvent
représenter des pertes de chaleur totale de 8 a 28% d’aprés un modéle réalisé sur des espéces de phoques
et de baleines (Ryg et al. 1993). Ainsi, il a ét¢ montré chez des jeunes phoques que les pertes de chaleur
en vasoconstriction au niveau des nageoires représentent entre 2 et 6% des pertes totales du corps dans
une eau 0°C tandis que dans une eau a 24°C, sans vasoconstriction, ces pertes de chaleur augmentent
entre 19 et 48% (Kvadsheim et Folkow 1997). Cette étude illustre I’importance de la régulation des flux

sanguins selon les conditions environnementales.

D’un autre coté, il a également été suggéré que ces pertes de chaleur peuvent permettre d’éviter des
¢pisodes d’hyperthermies, parfois rencontrer lors du retour a terre des especes (Watts 1992). Les zones
nues ou faiblement isolées telles que les membres, ont alors été qualifiées de "fenétres thermiques" utiles
pour maintenir des échanges de flux thermiques avec I’environnement par I’augmentation des flux
sanguins au niveau de ces tissus périphériques (e.g. Klir et Heath 1992; Williams, 1990). L utilisation
de ce terme a ainsi largement été faite pour les espéces de mammiféres marins (Noren et al. 1999;
Meagher et al. 2002) et sera utilisée dans cette étude pour la premicre fois pour le manchot royal

(Aptenodytes patagonicus).
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Les ailerons des manchots représentent une large surface disponible aux échanges de chaleur (Boyds et
Croxall 1996). Ne contenant pas de tissus adipeux sous cutanés, ces derniers ne sont que faiblement
isolés tandis qu’un systéme de contre-courant permet de réguler les échanges de chaleur par flux sanguin
(Thomas et Fordyces 2012). Il semble d’ailleurs que ce systéme de contre-courant soit a I’origine de la
colonisation des eaux froides subantarctiques par les manchots (Thomas et Fordyces 2007). Ce systéme
peut en effet instaurer un gradient de températures pouvant aller jusqu’a 30°C de différence entre
I’épaule et ’extrémité de 1’aileron (Prevost et Sapin-Jaloustr 1964; Ponganis et al. 2003). De plus, il a
récemment €té mesuré qu’au retour a terre apreés un séjour dans I’eau froide, et indépendamment des
températures internes, les individus de manchots royaux augmentaient en dega de 10 minutes la
température du tissu adipeux sous-cutané du tronc (Lewden et al. in prep.). Bien que cette observation
puisse suggérer, comme précédemment observé chez trois espéces de phoques (Mauck et al. 2003),
’utilisation de fenétres thermiques lors du retour a terre, I’hypothése de processus physiologique a
¢galement été mise en avant chez cette espece. En effet, en tant que lieu principal de stockage des
réserves énergétiques (Cherel et al. 1993), la perfusion du tissu adipeux a donné lieu a I’hypothése du
remaniement des réserves énergétiques (i.e. mobilisation ou stockage) pour expliquer la réaugmentation

des températures périphériques (Lewden et al. 2017b, soumis et in prep.)

L’objectif de cette recherche est d’étudier I’évolution des températures des fenétres thermiques du
manchot royal lors de son retour a terre. Les membres des manchots étant dépourvus de tissu adipeux,
le rétablissement du flux sanguin aux niveaux des ailerons et des pattes, s’il a lieu, serait indépendant
de la présence de réserves lipidiques. De plus, possédant des échangeurs de chaleur vasculaires, les
températures de ces extrémités sont flexibles et peuvent étre maintenues a basses températures durant
de longues périodes lors des séjours en mer (Fahlman 2004). Enfin, la présence du systéme vasculaire
sous-cutané influence fortement la température de surface et refléte donc les ajustements de la
circulation sanguine sous-jacente (Tattersall et al. 2009; Weissenbock et al. 2010; McCafferty et al.
2011). Ainsi I’imagerie thermique, une méthode non-invasive de mesure des températures, va permettre
d’étudier, d’une part, I'utilisation des fenétres thermiques sur des individus non soumis au stress de la
manipulation. En effet, des études ont montré la variation de flux sanguins périphériques en réponse a
différents stress dont celui de la capture et de la manipulation humaine (e.g. Herborn et al. 2015; Jerem
et al. 2015). D’autre part, les températures des fenétres thermiques seront également étudiées en
environnement standardisé et en fonction de la température interne chez des individus en conditions

expérimentales.
Matériel & Méthodes

Les manchots royaux ont été étudiés dans leur environnement naturel sur 1’ile de Possession de 1’archipel
de Crozet (46°25° S, 51°45 E) de Novembre a Janvier durant deux années consécutives (Année 1 :

2015/16 et 2016/17) en Baie du Marin. Les expériences ont été conduites a proximité de la colonie
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d’approximativement 16 000 couples (Delord et al. 2004) et avec I’approbation du comité éthique
APAFIS (N°0201504XX) et du comité d’environnement polaire (N° 2013-76, 2014-121). Les individus
ont été capturés durant la phase d’appariement de leur cycle de reproduction et maintenus en captivité
pour une durée maximale de deux heures (Année 1 = 01:04 £ 00:01 heure, Année 2= 02:01 + 00:13

heures ; moyenne +s.d).
Protocole expérimentale

La sortie de I’eau des individus correspond au lancement du chronométre et donc au temps =0 de
I’expérience. Une premicre photo thermique est prise a la sortie des individus afin de s’assurer

préliminairement d’une vasoconstriction périphérique visible au niveau des membres des individus

(Figure 1).

SPOT=11.18C
SP02=30.4
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Figure 1 : Image thermique de deux manchots royaux se tenant dans la colonie montrant la différence d’état de perfusion
périphérique du pied. L’ oiseau avec une faible température du pied est récemment sorti de I’eau (a gauche) tandis que le second
oiseau (a droite) déja présent sur la colonie présente une température du pied relativement élevée

Suite a cette sortie, les individus ont été capturés et immédiatement transférés dans le studio
photographique a proximité en moins de 2 minutes (Année 1: 02:04 + 00:26 minutes et Année 2: 02:32
+ 00:18 minutes). Le studio photographique a permis la prise de photo thermique en conditions
standardisées en excluant les radiations solaires et procurant un angle et une distance de prise de vue
uniforme. Lors de la capture, les manchots ont été équipés d’une cagoule afin de réduire le stress induit
par la captivité (Cockrem et al. 2008). Les images thermiques des pieds et des ailerons ont été prises
manuellement tout au long de I’expérience a I’aide d’une caméra thermique (ThermaCAM™ P25,
gamme de mesure : 0.08°C a 30°C ; FLIR SYSTEMS). Le niveau d’activité moyen durant toute la durée
de D’expérience a été évalué a I’aide d’un indice de comportement allant de 1 (correspondant a un
individu calme) a 5 (correspondant a un individu trés agité, essayant continuellement de s’échapper). En
raison de la cagoule, la température des yeux et du bec, des températures fréquemment utilisées chez les

oiseaux (e.g. Jerem et al. 2015; van de Ven et al. 2016), n’ont pas pu étre mesurées. En revanche la
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corrélation entre ces deux températures et la température des ailerons a été établie préalablement chez
un individu mesuré durant 5 jours consécutifs en récupération apres une période dans I’eau froide en
condition expérimentale (voir résultats et matériel supplémentaire 1). Les photos thermiques ont été
systématiquement prises sur ’aileron et le pied droit de tous les individus. Les ailerons droits ont été
¢cartés du corps pour chaque prise de vue, afin de visualiser la vascularisation de la face interne, sans

appliquer de pression sur la peau.
Expérience A : Effet de la variation de la température interne sur la température périphérique

La premiére année, un total de 24 individus a été ramené en studio photographique et les photos
thermiques du pied droit et de [’aileron droit ont été prises a intervalle de temps régulier sur une durée
de récupération de 06:25 + 01 :13 minutes. La seconde année, un total de 16 individus a été¢ ramené en
studio photographique, dans les mémes conditions que la premiére année. Cependant, aprés la premiére
photo thermique, les individus ont été équipés d’un thermometre inséré dans le cloaque. Ainsi, la
température cloacale a été notée simultanément a la prise des photos thermiques sur un temps de

récupération totale de 21 :15 £+ 02 :43 minutes
Expérience B : Récupération des températures périphériques sans variation de la température interne

La deuxiéme année, 14 des 16 individus ramenés en studio photographique ont ét¢ maintenus en
captivité dans un enclos extérieur (a thermoneutralité; Froget et al. 2002; Fahlman et al. 2004) pour une
durée de 01:08 + 00:09 heures sans dérangement humain. Les individus ont ensuite été briévement
immergés dans un bac d’eau froide durant 04:03 + 00:43 minutes afin d’induire une diminution des
températures périphériques sans impacter les températures internes. Ainsi, la température cloacale n’est
pas significativement différente avant et apres cette I’immersion (37.3 + 0.7°C versus 37.2 £+ 0.5°C,
respectivement Student’s t-test; p=0.800), de méme que la température du pied (15.80 + 6.4°C et 10.65
+ 2.1°C ; Student’s t-test; p=0.315), tandis que nous observons une diminution significative de la
température de 1’aileron de 16.2 + 3.9°C avant I'immersion et de 11.0 = 2.5°C apres I’immersion
(Student’s t-test; p=0.002). Suite a la sortie de I’eau, les individus ont été immédiatement transférés au
studio photographique pour la prise de photos thermiques du pied et de ’aileron et la mesure de la
température cloacale (comme pour 1’expérience A) durant une période totale de 20:59 = 01.31 minutes
de récupération. Pour finir, a la fin de I’expérience tous les individus ont été pesés et relachés a I’endroit

de leur capture dans la colonie.
Mesures en condition naturelle

Le suivi de I’évolution des températures périphériques en condition naturelle a été réalisé par la prise
d’images thermiques d’oiseaux des leur sortie de I’eau et durant une période moyenne (+s.d) de 14:32
+ 08:16 minutes (entre 02:46 et 38:56 minutes) de récupération a terre dans la colonie. Les images

thermiques ont été prises le plus fréquemment possible quand les oiseaux étaient entiérement visibles
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pour une moyenne de 22 + 11 images thermiques par oiseaux (environ 1.6 images.min™'). Pour chaque
individu, les conditions environnementales ont été mesurées durant toute la durée de leur suivi. Ainsi,
la température ambiante et la température du sable ont été mesurées a 1’aide de deux Ibuttons (iButton
MXMDS1922L-F5; AVNET-MEMEC; résolution: £0.0625°C; gamme : 0-50°C ; diamétre et épaisseur
17.35%5.89 mm, mass 2.9 g, précision of £0.1°C) placés dans I’air et sous la surface du sable (fréquence
d’enregistrement toutes les 2 minutes). L humidité a été mesurée et le couvert nuageux a été estimé par

le méme observateur pour chaque suivi a I’aide d’une échelle préalablement définie.
Analyse des images thermiques

Les images thermiques ont été analysées a I’aide du logiciel ThermaCAM™ Researcher Pro 2.10 .En
condition expérimentale, et donc dans le studio photographique procurant des conditions standardisées,
les surfaces de I’aileron et du pied ont été délimitées afin d’en extraire la valeur moyenne de température
pour chaque image. En condition naturelle, la distance entre I’individu et 1’observateur a été estimée par
la taille de I’individu représenté par le nombre de pixels entre la téte et le bas du pied. Ainsi, plus le
nombre de pixels était faible, plus I’individu était loin. De plus, la température maximale de la région
oculaire, la température moyenne de I’aileron et du pied ont été relevées pour chaque image thermique.
Enfin, la température moyenne d’une aire constante au niveau du dos et du poitrail a également été

relevée.
Analyses statistiques

La température et le changement de température (i.e. Température finale- température initiale) du
cloaque, de I’aileron et du pied ont été étudiées en fonction de I’expérience (expérience A ou B) par un
modele linéaire mixte (LMM) incluant I’identifiant de I’individu comme facteur aléatoire pour controler
I’effet des mesures répétées. La température de ’aileron et du pied a été étudiée séparément en
conditions expérimentales a I’aide de deux LMM incluant toutes les deux le temps de récupération, la
température initiale du tissu, I’expérience, la température cloacale nichée dans I’expérience et la
température ambiante (T,) comme facteurs indépendants ainsi que 1’identifiant des individus comme
facteur aléatoire. Enfin, le taux de récupération (°C/min), correspondant aux changements de
température divisé par le temps de récupération, a été analysé séparément pour I’aileron et le pied par
une LMM comportant I’identifiant des individus en facteur aléatoire, 1’expérience, la T. et le

comportement (i.e. 1 a 5) comme facteurs indépendants.

Les mesures en condition naturelle des différentes parties du corps ont été étudiées selon la courbe
d’ajustement moyenne de tous les individus (N=24) ajustée par une régression de Loess (Lissage =0.5 ;
degré=2) pour chaque aire séparément. Nous avons étudié la variation des températures corporelles en
fonction des conditions environnementales en utilisant une analyse en composante principale (PCA)
pour ces deux facteurs. Ainsi, pour les températures corporelles la premiére composante de la PCA

(PCA,) a été extraite représentant les températures de I’ ceil, de I’aileron et du pied tandis que la premicre
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composante de la PCA des conditions environnementales (PCA.) représente les variations de la T,, de
la température du sable, de ’humidité et de couvert nuageux. Par la suite, I’étude des variations des
températures corporelles (PCA.) en fonction des conditions environnementales (PCA.), de la distance
de I’individu et du temps de récupération a ¢été faite par une LMM incluant ’identifiant des individus.
Pour finir, les vitesses d’augmentations du pied et de [’aileron ont été analysées séparément par deux
modeles identifiant 1’effet des conditions de mesures (i.e. expérimentales ou naturelles) sur la
réaugmentation des températures. En effet, les températures mesurées en conditions expérimentales
durant ’expérience A seront comparées a celles prises en condition naturelle afin de comparer des

individus ayant théoriquement une température interne similaire (i.e. sortie de I’eau froide).

La sélection de modele s’est faite par "backward stepwise" ¢’est-a-dire débutant par le modele complet,
puis enlevant les facteurs non-significatifs du modéle les uns aprés les autres en commengant par les
interactions. Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel JMP® (SAS Institute Inc.).

Les résultats sont présentés par la moyenne ou I’estimé =+ s.e sauf indication contraire.
Résultats

L’analyse préliminaire des températures de 1’ceil et du bec confirme une forte corrélation positive avec
les températures de 1’aileron (matériel supplémentaire 1). De plus, comme précédemment suggéré
(Tattersall et al. 2009; Weissenbock et al. 2010; McCafferty et al. 2011), nous démontrons ¢galement
une corrélation positive entre les températures mesurées au niveau des ailerons par thermographie
infrarouge et sous la surface de la peau au niveau du tronc par un enregistreur de température (i.e.

Ibutton ; matériel supplémentaire 1).

Les images thermiques prises en studio de photographie révelent une vasodilatation périphérique
¢vidente au niveau de ’aileron dans les 10 premiéres minutes apres la sortie de 1’eau (Figure 2A). Ce
phénomene se confirme avec ’augmentation des températures en fonction du temps de récupération
(R?=0.93, N=39, n=146, P<0.0001) mais montre également une variation entre les individus (Figure

2B).

105



A. Lewden 2014 Chapitre 4

A:+03:14min D: + 05.28 min
B:+03.29 min E : + 05: 59 min
C:+03.51 min F:+08:00 min

G :+10:01 min

254

(o) @,
L -
c . °
O 20 e o e
] *e "
— ™ v va [}
m©
= . WO o m
() ° oa L4a ®
T 15 vV ext et gt 5 v v
1 o “omA L] v
put B 08 ev T A <&
5 e0O "o A LN}
= oq YUY ) -
© L maA oY v V¥
& 0§;f AVe 48 00
‘El 10 4 ‘W L0%* OO
© © -
= ‘v
]
5 —* ; ; . ; .
00:00:00  00:0200  00:04:00  00:0600  00:08:00  00:10:00  00:12:00

Temps de récupération (min)

Figure 2 : Changement de température de I’aileron avec le temps de récupération depuis la sortie de 1’eau observé par
imagerie thermique (A) et exprimé par la température moyenne de 1’aileron (B)
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Les individus capturés immédiatement apres la sortie de I’eau (expérience A) ont une température
cloacale initiale plus basse (34.8 = 0.50 °C) que les individus ayant ét¢ immergés peu de temps dans
I’eau froide (37.2 £ 0.52°C; expérience B) (LMM Post-hoc Student’s t-test; P=0.007) (Figure 3A). La
température initiale de I’aileron est également plus basse durant I’expérience A (8.97 = 0.9°C) que
durant I’expérience B (12.24 £+ 0.92°C) (LMM : P=0.012; Figure 3B), mais il n’y a pas de différence
significative au niveau du pied entre les deux expériences (Post-hoc Student’s t-test; P=0.063; Figure
3C). La température cloacale augmente durant I’expérience A (2.12 + 0.37°C) tandis qu’elle demeure
stable durant I’expérience B (0.50 = 0.38°C) (LMM : P=0.0042; Figure 3D). La température augmente
¢galement au niveau de l’aileron avec le temps durant les deux expériences mais augmente
significativement plus durant I’expérience A (8.10 + 1.1°C) que durant I’expérience B (2.44 + 1.1°C)
(LMM : P=0.0018; Figure 3E). Enfin, la température du pied augmente durant les deux expériences de
facon similaire (5.51 £ 1.54°C et 1.11 £ 1.5°C respectivement durant I’expérience A et B) (LMM :
P=0.0667; Figure 3F).
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Figure 3 : Différence entre la température initiale et le changement de température entre 1’expérience A — Hypothermie (boite
noire) et I’expérience B — Normothermie (boite blanche) de la température cloacale (A, D), la température de ’aileron (B, E)
et du pied (C, F). Les boites montrent la médiane (ligne blanche et noire), le 1 et le 3¥m¢ quartile (partie supérieure et inférieure
de la boite). Les moustaches s’étendent du 5Th au 95th percentile. Les différences significatives sont estimées avec Post-hoc
t-test. **: P < 0.05; NS: non-significant

La vasodilatation périphérique au niveau des ailerons, s’observe par I’augmentation de la température
de surface (Figure 4A) qui atteint la méme température finale stable durant 1’expérience A (16.00+
3.77°C) et I’expérience B (15.56 + 3.38°C)(moyenne + s.d). Cependant, la température moyenne
observée durant la récupération des températures de I’expérience A (16.95 + 0.66°C) est supérieure a
celle mesurée durant 1’expérience B (12.84 + 0.55°C) (Post-hoc Student’s t-test p<0.005). De plus, on

observe un effet positif de la température du cloaque sur 1’évolution des températures de 1’aileron
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(estimé de 0.88 et 1.38 respectivement durant I’expérience A et B ; Table 1). En effet, plus la température
du cloaque sera élevée plus la température de I’aileron sera également élevée. Enfin, on remarque le
méme effet positif mais moins important de la température initiale de 1’aileron (estimé de 0.25) sur les

températures de récupération de 1’aileron (Table 1).

Tableau 1 : Estimé du mode¢le et du test statistique pour les modeles décrivant les températures du flanc et du pied séparément
en fonction des expériences expérimentales A et B de manchots a terre en récupération

Température de l'aileron
R?=69 n=320 N=14

Estimate £ s.e. t prob>t Estimate  s.e. t prob>t
Temps de récupération -0.002 + 0.0003 -5.28 <0.0001***
Température initiale 0.250 + 0.080 3.12 0.0020 **
Expérience (A) 2.1662 + 0.4609 8.89 <0.0001***
Expérience A [temperature cloacale] 0.888+0.128 7.89 <0.0001***
Expérience B [temperature cloacale] 1.383 + 0.352 3.92 0.0001***
Ta - - NS

Méme sans différence de la température initiale du pied entre I’expérience A et I’expérience B (Figure
3C), on observe un effet significatif des expériences avec la température du pied supérieure durant
I’expérience A (13.25 + 3.09°C) que durant I’expérience B (8.92 + 3.13°C)(Post-hoc Student’s t-test
p<0.005). Ainsi, la température du pied ne semble pas évoluer durant I’expérience B comparativement
a 'expérience A (Figure 4B). De plus, on observe un effet positif de la température du cloaque et de
fagon surprenante un effet négatif de la température initiale du pied (Table 1). En effet, plus la

température initiale du pied est élevée moins la température du pied augmente durant 1’expérience.

Expériencet A B

—— Expérience B
A v Expérience A 354
v Expérience B

30 A

25

Température du pied (°C)

Température de l'aileron (°C)

0 T T T T T or——F "7
00:00:00 00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00 00:00:00 00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00

Temps de récupération (min) Temps de récupération

Figure 4 : Données brutes extraites de ’analyse des images thermiques pour ’aileron (bleu - A) et le pied (orange - B) présentées
en fonction du temps de récupération. Les points pleins représentent les données de températures enregistrées durant
I’expérience A et les points vides durant I’expérience B. Les lignes ont été ajustées par une régression de Loess (Lissage =0.5 ;
degré=2) séparément pour 1’expérience A (ligne noire) et pour I’expérience B (ligne pointillée)

On remarque que la température initiale du tissu n’a pas le méme effet sur I’évolution des températures
du pied et de l’aileron. En effet, le changement de la température de l’aileron diminue avec

I’augmentation de la température initiale de I’aileron (LMM estimé, -1.76+0.69; P=0.016 ; Figure 5A)
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tandis que le changement de température du pied augmente avec I’augmentation de la température
initiale du pied (LMM estimé, 2.94+0.19; P<0.0001 ; Figure 5B). De plus, on note un effet significatif
de I’expérience sur le changement de température de I’aileron (LMM : P=0.020) (Figure 3B), alors que
comme constaté précédemment (Figure 3C) il n’y pas d’effet de ’expérience sur le changement de

température du pied (LMM : P>0.05).

A - Aileron B - Pied
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1.0 1
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06
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Figure 5 : Températures de récupération de I’aileron (bleu - A) et du pied (orange - B) en fonction de la température initiale.
Les points pleins représentent les températures initiales durant 1I’expérience A et les points vides durant I’expérience B

Mesure en condition naturelle

Les oiseaux mesurés en condition naturelle montrent une augmentation des températures périphériques
des la sortie de I’eau avec une augmentation de la température des yeux plus rapide que les autres parties
du corps (Figure 6). Cependant, on note que ’augmentation des températures du pied semble différer
par rapport a I’augmentation rapide de l’aileron et de I’ceil (Figure 6), avec une seconde partie de la

courbe d’augmentation montrant une pente bien supérieure a celle de ’aileron.

Contrairement aux ¢tudes précédentes, nous n’observons pas d’effet significatif de la distance des
individus sur les températures mesurées (P>0.05) mais un effet significatif du temps de récupération sur
ces températures (estimé 0.001+0.0001; P<0.0001), avec une augmentation des températures plus le
temps de récupération passe et un effet positif des conditions environnementales (estimé 0.28+ 0.11;
P=0.0234) (LMM : R*=0.77, N=21, n=154).

Enfin, on note une augmentation de I’aileron et du pied deux fois plus rapide en condition expérimentale
qu’en condition naturelle (Figure 7). En effet, la température du pied augmente a une vitesse de
0.23°C.min™" et de 0.45 C°.min" en condition naturelle et expérimentale respectivement, avec une
vitesse significativement plus rapide en condition expérimentale (Temps de récupération x condition ;

P<0.0001)(LM : P<0.0001; R>=0.94). Le méme patron est identifiable pour la température de 1’aileron
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avec une vitesse d’augmentation de 0.20°C.min"" en condition naturelle significativement plus lente

qu’en conditions expérimentales ou la vitesse est de 0.41°C.min"' (Temps de récupération x condition ;

P<0.0001)(LM : P<0.0001; R?=0.96).

35 -

Tissue temperature (°C)
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Recovery time

Figure 6 : Températures durant le temps de récupération a terre apres la sortie de 1’eau d’images thermiques prises sur des
individus en condition naturelle, non contraints. La figure montre la température maximale de 1’ceil (rouge), la température
moyenne de la face intérieure de ’aileron (bleu), le dos (noir), la température moyenne du pied (orange) et de la poitrine (blanc).
Les lignes ont été ajustées par une régression de Loess (Lissage =0.5 ; degré=2) séparément par chaque aire
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naturelle (rond) et en condition expérimentale (triangle). Les températures sont extraites des températures ajustées par une
régression de loess (Lissage =0.5 ; degré=2) chez 24 individus en condition naturelle et 16 individus en condition expérimentale

Discussion

Les résultats obtenus indiquent que la récupération des températures, considérées comme un proxy de
la perfusion sanguine, s’effectue au niveau des membres rapidement apres le retour a terre des individus.
Bien que ce phénoméne soit présent aussi bien chez des individus en hypothermie, & normothermie
(Figure 3) que chez des oiseaux mesurés en milieu naturel et en condition expérimentale (Figure 6 et 7),
on constate que son intensité dépend des conditions de mesures et que les différents membres (i.e. aileron

et pied) ne semblent pas jouer le méme rdle lors de la récupération (Figure 5).

De fagon surprenante, la reperfusion périphérique aprés une période d’immersion dans 1’eau froide se
fait indépendamment de la température interne des oiseaux (Figure 3). En effet, on remarque que méme
les individus ayant une température cloacale faible a leur retour de mer (i.e. Expérience A ; Figure 3A)
expriment une augmentation de la température de ’aileron (Figure 3E) et du pied (Figure 3F). Cependant
on remarque la présence d’un délai lors de la réaugmentation des températures de 1’aileron avec une
température cloacale plus faible (i.e. Expérience A) tandis que les individus a normothermie (i.e.
Expérience B) réaugmentent instantanément la température de 1’aileron pour atteindre plus rapidement
la méme température de stabilisation (Figure 2A). Au niveau du pied, il semble que la réaugmentation
des températures soit différée comparativement a I’aileron. En effet, dans les mémes conditions

expérimentales (expérience A), on observe un décalage de la phase de réaugmentation du pied par

112



Chapitre 4 A. Lewden 2017

rapport a ’aileron (Figure 7; condition expérimentale). De plus, on remarque que plus la température

initiale du pied est ¢levée plus la température du pied pendant la mesure va augmenter (Figure 5A).

Ces résultats semblent indiquer que 'utilisation des fenétres thermiques, avec la perfusion des ailerons
dans un premier temps et des pieds par la suite, intervienne chez le manchot royal a des fins d’ajustement
de la température corporelle possiblement pour éviter des épisodes d’hyperthermies. Cette utilisation
des fenétres thermiques a d’ailleurs déja été suggérée chez les phoques au sortir de I’eau (Mauck et al.
2003). Certains organes peuvent avoir un réle physiologique en plus d’&tre périphérique, c’est le cas du
tissu adipeux sous-cutané pouvant suggérer un role dans la gestion des réserves énergétiques chez cette
especes (Lewden et al. 2017, in prep) ou des yeux et des vibrisses chez les dauphins et les phoques ayant
un role sensoriel (Dehnhardt et al. 1998; Mauck et al. 2000). En revanche, les ailerons et les pieds ne
possédent pas de tissu adipeux et leur rdle a terre semble restreint & un role de dissipation de chaleur.
En effet, de par leur large surface et la présence d’un réseau vasculaire faiblement isolé, ils représentent
une zone d’échange de chaleur efficace. Cette capacité de dissipation de chaleur, exploitée dés la sortie
de I’eau, pourrait permettre une régulation plus fine des températures internes en ajustant les flux
thermiques périphériques afin d’éviter une réaugmentation des températures corporelles proche du

niveau d’hyperthermie.

Une autre hypothese suggere 1’utilisation des fenétres thermiques a des fins de séchage du
plumage/pelage (Mauck et al. 2003). En effet, une expérience réalisée sur plusieurs carcasses d’oiseaux
et de mammiféres révele une conductance plus élevée lorsque le plumage/pelage est mouillé
comparativement a une couverte séche (de Vries et van Eerden 1995). Ainsi, I'utilisation de fenétres
thermiques au niveau des membres (étude actuelle) et du tronc (matériel supplémentaire 1 ; Lewden et

al. in prep.) soutient cette hypothése.

Enfin, la réaugmentation de la température de surface pourrait également étre une réponse physiologique
induite par une température ambiante supérieure a celle rencontrée dans 1’eau et donc un rétablissement

du flux sanguin aprés une période de vasoconstriction.

On remarque, que la vitesse de réaugmentation des températures varie en fonction des conditions de
mesures (Figure 7). Bien que montrant le méme schéma, les individus en condition naturelle montrent
une réaugmentation des tissus périphériques moins rapide que ceux en condition expérimentale. Ces
résultats confirment dans un premier temps l'impact de la manipulation humaine sur le stress des
individus déja observé dans de nombreuses ¢tudes. En effet, ces études ont montré deux types de
réponses : une augmentation rapide des températures internes simultanément a une vasoconstriction
périphérique (Edgar et al. 2013, 2011; Herborn et al. 2015; Jerem et al. 2015) ou une augmentation
simultanée des températures périphériques et internes (Ikkatai et Watanabe 2015). Il semblerait que la
manipulation humaine induise le deuxiéme type de réponse chez le manchot royal. Cette observation

soutien également 1’utilisation des fenétres thermiques a des fins d’ajustement de thermorégulation. En
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effet, bien qu’intensifiée par la manipulation humaine en condition expérimentale, le patron de
réaugmentation des températures périphériques est similaire en condition naturelle alors qu’il n’y a pas
de stress induit par la présence humaine. Ainsi, la forte augmentation des températures périphériques
observées en condition expérimentale pourrait résulter de la combinaison du stress et de la récupération
des températures a terre tandis que I’effet unique de la récupération a terre induit le méme schéma a plus

faible intensité en condition naturelle (Figure 7).

Le gradient défavorable observé durant cette période, avec un envoi du flux sanguin chaud en périphérie
en paralléle d’une température cloacale faible, souligne une situation favorable aux pertes de chaleur
pouvant étre utilis¢ a des fins de thermorégulation. De plus, il est a noter que I’environnement terrestre,
a I’endroit de la colonie, correspond a la zone de thermoneutralité du manchot royal et n’induit pas de
perte de chaleur suffisante pour impacter négativement la température corporelle comparativement au
milieu marin. L effet positif des conditions environnementales sur les températures corporelles en milieu
naturel pourrait également suggérer un gain de chaleur, par radiation solaire par exemple, dans cet
environnement terrestre ‘favorable’. Alors, bien que, I’isolation du tronc au niveau du dos et du poitrail
ne permet pas d’évaluer les perfusions sanguines sous-cutanées, ’augmentation de la température du
dos, une surface noire, comparativement au poitrail, une surface blanche, soutient I’hypothése d’un gain

de chaleur par radiation solaire (Figure 6).

Enfin, contrairement aux mesures effectuées sur les passereaux, nous avons vu que la température de
I’ceil chez le manchot royal ne représente pas un bon indicateur de la température interne des individus.
En effet, on observe une réaugmentation rapide (en dega de 5 minutes) de la température de 1’ceil chez
des individus sortant de 1’eau présentant des températures cloacales faibles (i.e. mesurées en conditions
expérimentales). De par 'utilisation de I’hétérothermie bien connue chez cette espece (Handrich et al.
1997; Fahlman et al. 2007), le manchot royal est capable de maintenir plusieurs degrés d’écart entre
deux tissus. Cependant, méme si la température de I’ceil chez le manchot royal ne constitue pas un proxy
de la température interne, elle pourrait se révéler pertinente dans de futures études pour évaluer Iactivité
et I’efficacité de la dissipation de chaleur avec un maintien stable de la température lors d’une dissipation
de chaleur efficace (étude actuelle) ou une augmentation de cette température en conditions proches de

I’hyperthermie.
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Matériel supplémentaire 1 :

Figure A : Photo thermique de la téte dun individu acclimaté a la manipulation humaine ne nécessitant pas de port de
cagoule

La température de I’ceil et du bec a été mesurée simultanément a la température de I’aileron chez un
individu acclimaté ne nécessitant pas le port d’une cagoule (Figure A). Cet individu avait également été
€quipé préalablement des deux enregistreurs de température I’un placé dans la cavité abdominal, I’autre
en position sous cutanée suivant une implantation chirurgicale sous anesthésie gazeuse décrit dans
Lewden et al. 2017b. Cet individu a été mesuré une fois par jour durant 5 jours consécutifs sur une
période de récupération 00:38 £ 00:10 heures apres la sortie de I’eau.

Les températures de 1’ceil, de I’aileron et du bec montrent le méme schéma de réaugmentation des
températures (Figure B). De plus, les températures mesurées a I’aide d’imagerie infra-rouge sont
corrélées aux températures enregistrées par 1’enregistreur implanté en sous-cutané (dans le dos). La
température de 1’ceil est positivement corrélée a la température de la cavité abdominale (n=30, R*=0.27,
P=0.0036), de méme que la température de 1’aileron est corrélée a la température sous-cutanée du dos
(n=67, R?=0.22, P<0.0001) et du bec (n=33, R>=33, P=0.0005).
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Figure B : Profil de réaugmentation des températures du bec, de I’ceil et I’aileron mesurées par imagerie infrarouge en
fonction de la durée de récupération apres la sortie de 1’eau froide.
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A — Synthese des résultats obtenus

L’étude du paradoxe des épisodes de normothermie pendant 1’inactivité de surface du Manchot royal en
mer, effectuée en condition de captivité, nous a permis de clarifier les causes possibles du phénoméne,

sans pour autant apporter la preuve de notre hypothese.

L’une de deux hypothéses de travail, basée sur I’incorporation des acides gras (FFA pour "free fatty
acid"), comportait quatre étapes liant directement [’augmentation paradoxale des températures
périphériques en eau froide a :

(i) une augmentation des débits de flux sanguin du tissu adipeux sous-cutané (TASC)

(i) I’incorporation des FFA accumulés dans le sang dans le TASC

(iii) une augmentation des pertes de chaleur périphérique

(iv) de la dépense énergétique du manchot royal au repos dans 1’eau froide.

L’autre hypothése basée sur I’¢élimination de I’azote, passant également par 1’étape (i), implique la
nécessité pour les manchots de perfuser le TASC pour résorber plus rapidement une accumulation
d’azote tissulaire, mise en place pendant I’activité de plongée en profondeur. Le fait que la
normothermie périphérique ait été observée dans notre piscine n’a pas permis d’écarter cette hypotheése
alternative, car elle ne s’oppose pas a I’hypothése précédente. Néanmoins, sans activité de plongées
profondes en piscine, il ne peut y avoir d’accumulation d’azote ni dans le sang, ni dans les tissus, ce qui
renforce la possibilité que I’hypothése de stockage des FFA soit correcte, au moins pour expliquer les

observations faites en piscine.

Enfin, I’observation en piscine d’épisodes de normothermie chez des individus aussi bien ‘nourris’ que
‘a jeun’ (jeline allant de 2 a 12jours) représente un résultat inattendu, qui nous a complexifié la
validation de I’hypothése de stockage des FFA. En effet, si la normothermie d’inactivité en eau froide
n’avait été observée qu’en condition ‘nourris’, donc en I’absence de normothermie en condition ‘a jeun’
(i.e. témoin négatif), nous aurions pu appuyer la relation entre 1’augmentation des températures
périphériques et I’étape (ii). Or, la perfusion du tissu périphérique en condition ‘a jeun’ nous ont a
conduit a considérer a la fois la reconstitution/stockage des réserves énergétiques en période
d’alimentation mais également lors de la mobilisation de ces réserves en période de balance énergétique

négative.

Ainsi, bien que nous ayons ¢té challengés par les résultats obtenus durant le jeline des oiseaux dans
I’eau, ces derniers nous ont permis d’appréhender la généralisation de notre hypothése initiale a la notion
de compromis énergétique entre deux grandes fonctions, la gestion des réserves périphériques et la
thermorégulation (en eau froide). De plus, notons que méme si I’hypothese de I’¢limination de 1’azote,

testée de facon indirecte, a été écartée en condition expérimentale, cette dernicére reste tout a fait
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plausible en condition naturelle. En effet, il n’est pas possible d’écarter I'une ou 1’autre de nos
hypothéses initiales pour expliquer les périodes infer-bout de quelques heures en mer succédant a des

séquences de plongées au cours de la journée.

Enfin, une des hypothéses non-testée, qui pourrait également intervenir dans les variations de
températures constatées lors de nos expérimentations en piscine, est celle d’une influence de I’activité
et plus précisément des pertes de chaleur par convection lors des mouvements du corps par rapport a

I’eau. Cette hypothése sera abordée dans la partie 4.3 (ci-apres).

Contrairement aux prédictions que nous avions émises, la récupération des températures a normothermie
a terre, apres une période d’immersion en eau froide, s’effectue simultanément au niveau des tissus
internes et périphériques (Chapitre 3). De plus, en contradiction avec la perfusion de la périphérie pour
sa qualité de réserve énergétique, la perfusion sanguine a également était constatée au niveau des
ailerons (Chapitre 4), un tissu ne présentant pas de TASC. Ainsi, nos interprétations de cette

augmentation immédiate de toutes les températures périphériques peuvent étre envisagées a des fins de :
(I) séchage du plumage, ce qui permettrait une récupération plus rapide de son pouvoir isolant

(IT) d’utilisation des fenétres thermiques présentes a la surface des ailerons, ce qui permettrait

d’optimiser la remontée des températures profondes, en évitant le risque d’hyperthermie.

Les différentes stratégies de thermorégulation mises en évidence (ou suggérées) au cours de ma thése
soulignent la complexité et la diversité des mécanismes utilisés en fonction des conditions

physiologiques et environnementales.

B —Limites et perspectives

1. Récupération et acclimatation des oiseaux

Le pré-requis expérimental de ce projet de thése était de pouvoir manipuler I’état nutritionnel
des individus maintenus en captivité et de suivre quotidiennement leur prise de nourriture, leur masse
corporelle, leur comportement et leurs températures corporelles. L’équipement des individus
d’enregistreurs de température a nécessité une anesthésie générale, impliquant 1’instauration d’une
période de récupération d’environs 6 jours, durée minimum pour une disparition des phénomenes
inflammatoires liés a la cicatrisation. Suite a cette période, tous les individus présentaient un
comportement alerte et des plaies cicatrisées. Il est important de noter que les manchots royaux ont une
trés bonne capacité de cicatrisation, démontrée par ’absence compléte de cicatrice lors de la chirurgie
de déséquipement, 21 jours aprés la chirurgie d’équipement. La bonne récupération des oiseaux a
¢galement ¢té démontrée par le retour sur la colonie des individus ayant suivi le protocole de la piscine

(i.e. équipement et déséquipement). Pour exemple, 7 des 8 individus équipés durant la premiére saison
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de terrain ont €té ré-observés a de nombreuses reprises au cours de I’année suivante et au moins un
individu a été observé sur ceuf durant la méme saison de reproduction, quelques semaines apres son

déséquipement.

Enfin, comme nous I’avions observé en temps réel, I’étude du comportement des individus
(Etude complémentaire) a montré un bon niveau d’acclimatation a la piscine avec des bindmes ne
démontrant pas de comportement d’agression entre eux et ayant un budget temps principalement alloué

aux comportements de repos et de toilettage.
2. Condition naturelle versus expérimentale

2.1 En mer versus en piscine

Bien que permettant une bonne reconstitution des conditions de la nuit en mer en surface, et
I’¢étude de I’état nutritionnel indépendamment de la problématique d’accumulation de I’azote au cours

de la plongée, les conditions expérimentales de notre piscine restent artificielles.

Tout d’abord la piscine réduit considérablement I’activité quotidienne des individus et la possibilité de
plongée en eau profonde. Ainsi, les mécanismes d’épargne mis en place lors des plongées profondes
(i.e. hypothermie et hypométabolisme), les comportements de chasse et le timing des repas (continu en
mer versus toutes les 3 heures en piscine) différent en piscine. En résumé, les activités ayant lieu en mer
durant le jour ne peuvent pas étre exercées dans nos conditions expérimentales. La situation d’un
manchot royal relativement immobile a la surface de I’eau, jour et nuit, demeure une situation artificielle
que les individus ne rencontrent probablement jamais en mer. Au fait de ces différences, les
modifications de températures n’ont été analysées que durant la phase nocturne, période ou nous

estimons les conditions similaires a celles rencontrées en mer.

Ainsi, il est possible que 1’observation d’épisodes de normothermie plus courts durant la nuit
en piscine qu’en milieu naturel (Schmidt et al. 2006; Chapitre 1) puisse avoir été induit par les conditions
expérimentales. En effet, [’absence d’hypothermie diurne (liée a I’activité de plongée) en piscine et les
repas épisodiques pourraient permettre de ne pas concentrer la phase de transfert des FFA au TASC
uniquement pendant la nuit. Cette premiére hypothése pourrait expliquer que I’analyse des événements
de normothermie uniquement pendant la nuit en piscine sous-estime le nombre d’événements total dans
une journée (jour et nuit) et donc la durée totale du maintien a normothermie des tissus. Une deuxiéme
hypothése a été émise dans le chapitre 1 abordant la capacité des manchots a réduire leur activité de
digestion (voir partie 4.1). En effet, ’arrét de la digestion, déja observée en milieu naturel chez des
individus méles en incubation (Gauthier-Clerc et al. 2000), pourrait également intervenir en piscine,
induit éventuellement par le stress lié aux conditions expérimentales. En I’absence d’activité de

digestion, il n’y aurait plus de nécessité de stockage des FFA et donc, possiblement, une diminution de
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la durée des épisodes de normothermie, comparativement a ceux observés en mer, bien que la

mobilisation des réserves énergétiques puisse également prendre le relais sur la perfusion périphérique.
2.2 En colonie versus en studio photographique

Le point fort du Chapitre 4 est la mise en évidence d’'un schéma de réaugmentation des
températures similaire en condition naturelle et expérimentale, bien que I’intensité du réchauffement ne
soit pas comparable dans les deux conditions. En effet, nous avons observé une récupération des
températures plus rapide (plus intense) en condition expérimentale que dans la colonie. Nous pensons
que la réaction au stress de manipulation et la production de chaleur accompagnant les tentatives de

fuites peuvent engendrer cette différence entre les deux conditions.

Bien évidemment, 1’objectif de tout chercheur est de mesurer un phénomeéne sans que la technique de
mesure n’impacte les données, mais la mise en pratique de cet idéal reste complexe. Nous avons vu que
dans le cas de ’utilisation de la caméra thermique, la prise des photos en condition standardisée améliore
la qualité des photos et facilite leurs analyses. Les photos prises en colonie sont quant a elles soumises
a différents biais induits par I’environnement naturel. La prise de photos par temps clair ou nuageux
pourra légérement influencer la température de surface tandis que la visibilité de I’individu dépendra de
sa mobilité et de son déplacement dans la colonie. De plus, sans intervention sur 1’oiseau, la température
interne des individus dans la colonie n’a pas pu étre mesurée. Cependant cette information aurait été
enrichissante afin de controler la variabilité interindividuelle des températures internes et ainsi mieux

comprendre la relation entre les variations de températures internes et périphériques.
3. Variation de la masse

L’une des difficultés rencontrée au cours de I’alimentation des individus a été¢ de nourrir les
oiseaux avec une quantité de poisson permettant d’induire une prise de masse optimale au cours du
séjour en piscine (condition ‘nourris’). En effet, I’hypothése de la nutrition supposait que I’on assure un
gain lipidique journalier reproductible entre les individus. Malheureusement, les données collectées lors
de la premiére année d’expérimentation en condition ‘nourris’ n’ont pas pu étre exploitées en raison
d’une prise de masse insuffisante, voir méme d’une diminution de la masse corporelle selon les jours
d’alimentation et/ou les individus. La deuxieme année d’expérimentation a permis la mise en place de

4 repas de poissons quotidiens permettant, cette année-1a, une prise de masse conséquente.

Une pesée quotidienne ne permet pas de distinguer la part du gain de masse corporelle que I’on
peut attribuer au gain de masse du tissu adipeux. En d’autres termes, quelle est la proportion réelle de
poisson assimilée par le manchot royal apres la prise d’un repas ? Cette question représente une des
limites de notre étude pour deux raisons : (1) Apres 2-3 jours de jeline, on peut s’attendre a ce qu’une
part du gain de masse soit liée au remplissage du tractus digestif, conduisant a une prise de masse plus

importante le premier jour d’alimentation comparativement au jours suivants (2) connaissant la capacité
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des manchots royaux a moduler/bloquer leur digestion, la proportion de la masse du repas réellement
incorporée sous forme de TASC peut varier entre les individus selon, par exemple, leur sensibilité au
stress. Ainsi, j’ai pu constater le cas d’une régurgitation de la quantité totale d’un repas, et ce, 12 heures
apres I’alimentation de I’individu. Pour une raison inconnue, cet individus avait bloqué complétement
sa digestion durant 12heures de non dérangement (6:00 PM et 6:00 AM) incluant la période de nuit.
Cependant, bien que la délimitation précise de la période de digestion n’ait pas été possible dans notre
expérience, 1’observation des féces dans la piscine comme a terre a confirmé globalement une bonne

activité de digestion chez les oiseaux nourris.

Une des prédictions émise dans le chapitre 2, durant le maintien des individus a jeun en piscine,
¢tait que dans cette situation de challenge énergétique, coiits de thermorégulation élevés en eau froide
face a une inaccessibilit¢ prolongée a la nourriture aurait conduit, logiquement, & une stratégie
d’économie d’énergie soit le maintien d’une vasoconstriction périphérique, i.e. absence d’épisode de

normothermie.

Nos résultats contraires a cette prédiction sont peut étre liés au fait que le jeline n’a pas été poussé assez
loin ; c’est en tout cas ce que suggere le cas particulier d’un bindme de I’¢étude (non présenté en chapitre
2). Ces deux oiseaux, maintenus ensembles dans la piscine, et soumis au méme protocole, ont suivi un
parcours de perte de masse bien différent (voir Figure 45). Le premier individu (ID A) a perdu en
moyenne 244g par jour (Figure 45A), sans jamais atteindre la masse critique de I’entrée en Phase III du
jetne chez le manchot royal (Cherel et al. 1988, voir Box 8), tandis qu’ID B, s’amaigrissant deux fois
plus rapidement (431 g par jour), a dépassé ce seuil, atteignant une masse corporelle de 9.33kg, Figure
45B ci-contre). Or cet individu, contrairement a ID A, montre une absence compléte de retour a la
normothermie des températures sous-cutanées (i.e. flanc et dos ; Figure 45B) lors des derniére 48h en
piscine. Cette observation, bien que ponctuelle, soutient I’idée que dans le cas d’un jeline plus avancé,
I’épargne énergétique semble I’emporter sur toutes autres considérations. Une autre hypothése
¢galement plausible est qu’arrivé au stade de phase 111, avec une modification de la production d’énergie
(voir Box 8), I’individu puisse subvenir aux besoins énergétiques du métabolisme, via le catabolisme
protéique (Thouzeau et al. 1999). Ce changement de substrat pourrait réduire la nécessité de perfuser le

tissu adipeux lipidique sous-cutané.
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Figure 45 : Variation des températures du flanc (vert), du dos (bleu) et de la cavité abdominale (rouge) de I’individu ID A (A)
et ID B (B) ayant suivi le méme protocole expérimental en méme temps composé d’une période de 3jours ‘nourris’ en piscine
et de Sjours ‘a jeun’ en piscine. Les individus ont été pesés quotidiennement (barre jaune) et leur perte de masse quotidienne a
été calculée par jour d’expérimentation (point violet). La fleche rouge a la fin du temps en expérimentation indique la sortie de

la piscine et le

4 -

retour a terre des individus

Variation des températures

Afin d’apporter une conclusion définitive & ma these, il serait, tout d’abord, nécessaire de valider notre

hypothése d’augmentation des débits du flux sanguin dans le tissu adipeux (Etape i) en mesurant

directement
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4.1 Un proxy de la perfusion sanguine
Tous les chapitres présentés dans ce manuscrit de thése utilisent la température comme un proxy de la
perfusion sanguine. Seule I'utilisation de la caméra thermique (chapitre 5) a permis d’observer en temps
réel la restitution du flux sanguin au niveau de deux zones précises, 1’aileron et la patte, caractérisée par
une fine couche de peau et I’absence de tissu adipeux. Un prélévement sanguin basé sur la localisation

thermique du réseau vasculaire sous-cutané a d’ailleurs confirmé sa présence au niveau de ’aileron

(Figure 46).
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Figure 46 : Visualisation en infra-rouge d’un prélévement sanguin effectué sur la veine brachiale de I’aileron d’un manchot
royal dont la localisation avait ét¢ préalablement déterminée par image thermique. Les contours noirs délimitent les doigts
tenant la seringue

En dehors des ailerons et des pattes, le réseau vasculaire irriguant le derme et le tissu adipeux sous-
cutané n’a pas pu étre identifié a I’aide de I’imagerie thermique. Cela est impossible étant donné la
bonne isolation thermique du plumage des oiseaux et des manchots en particulier. La technique de ‘laser-
Doppler flowmetry’, communément utilisé dans le domaine médical, a été parfois utilisée chez I’animal,
par exemple durant des épisodes d’apnée chez des éléphants de mer captifs (Mirounga angustirostris)
(Ponganis et al. 2008). Cette technique permettrait de confirmer 1’étape (i) soit la relation entre
I’augmentation des températures et les flux sanguins. Cependant cette technique de mesure demeure non
compatible avec le milieu aquatique et avec [’anatomie vasculaire périphérique composée de

nombreuses artérioles perfusant le tissu adipeux et donc difficiles a cibler.
4.2 Collecte de données en temps réel

Les variations de températures ont pu étre enregistrées au niveau de 4 tissus simultanément durant une
période de 21 jours. Cependant, toutes ces températures ont été mesurées a 1’aide d’un bio-logger
(Ibutton) ne permettant pas d’accéder aux données en temps réel : ces derniéres devant étre téléchargées
au déséquipement des individus. Ainsi, cette absence de visibilité des variations de températures en

temps réel a réduit les possibilités quant (1) aux prélévements de tissu adipeux avant et aprés une
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augmentation de température (voir ci-apres) mais également pour (2) la mesure du métabolisme pendant
une période de réaugmentation des températures dans 1’eau, qui du coup a été réalisée a terre (Chapitre
3). Face a cette limite, I'utilisation d’un type de capteur de température implantable permettant de
télécharger les données de températures a tout moment de la journée a été testée (ANIPILS).
Malheureusement, I’eau salée a grandement compliqué la transmission des données vers le moniteur, ce

dernier devant étre situé a moins d’un meétre au-dessus de la piscine.
4.3 Approche comportementale grice a ’accélérométrie

Les pertes de chaleur périphériques par convection augmentent rapidement avec la vitesse de
déplacement et I’altération de la couche limite (voir Introduction, page 25). Nous ne pouvons donc pas
¢carter une certaine influence du comportement de déplacement des manchots dans la piscine sur les

modifications de température observées.

Méme si, comme nous ’avons vu dans les résultats de 1’étude complémentaire, nos individus ne
bougeaient pratiquement pas dans la piscine, le niveau d’agitation a été clairement impacté par les
perturbations humaines : capture pour les 4 repas et la pesée journaliére, présence de 1’expérimentateur,
et son (Etude complémentaire). 1 est possible de quantifier précisément (minute par minute) le niveau
d’activité global ainsi que la dépense locomotrice en équipant les individus d’un logger muni d’un

accéléromeétre 3D (voir Matériel & Méthodes).

L’équipement des individus d’un logger accélérometrique pendant toutes les sessions en
piscine a permis d’accumuler un nombre de données brutes considérable, puisque I’échantillonnage était
réalisé en 60Hz (plus d’un million de points par 24h). Bien que non exploitées pour le moment, ces
données pourraient donc permettre de compléter la compréhension des variations de températures. De
plus, le niveau des dépenses locomotrices, la position et les mouvements du corps, déterminés par
I’accélérométrie, pourraient également étre reliés par exemple aux différences de variations de
températures simultanées entre les tissus (e.g. dos vs flanc). En effet, dans le cas d’une agitation élevée,
il serait possible de voir une augmentation des températures périphériques possiblement liée a la
production/dissipation de chaleur ou une diminution des températures dans le cas d’un dérangement
humain et donc de I’immersion de tissu sec dans I’eau (voir Etude complémentaire). Ainsi, les premiéres
heures suivant la mise en piscine correspondent a une période d’acclimatation, caractérisées
systématiquement par une forte agitation des individus. Cette période pourrait étre plus précisément
analysée grace a ’accélérométrie, afin d’expliquer les variations de températures au cours du temps
(Figure 47), voir les différences interindividuelles. Le bruit vraisemblablement 1i¢ & ces mouvements
pourrait également étre diminué en se focalisant strictement sur des périodes sans aucun mouvement de

I’individu.
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Figure 47 : Superposition des données de températures du dos (bleu) et du flanc (vert) et des données d’agitation moyenne
(VEDBA ; bleu foncé) de I’individu mesur¢ jour et nuit en piscine durant environs 44 heures. La période d’agitation plus élevée
en début d’enregistrement caractérise la période d’agitation des individus lors de la premiére immersion

5. Activité de digestion et dépot lipidique

Comme abordé précédemment, I’'une des limites de I’é¢tude du chapitre 1, durant le maintien des
individus nourris en piscine, est le fait de ne pas avoir d’information sur le timing de la digestion et sur
des éventuels arréts du processus. De ce fait, une partie de la variabilité interindividuelle observée dans
les relations masse du repas, gain de masse et conséquences sur le profil des températures n’a pas pu
étre interprétée. Quelles techniques auraient pu étre mises en place pour surmonter cette limite ?
Plusieurs techniques sont théoriquement disponibles, mais pas toujours applicables pour diverses

raisons.
5.1 Mesure directe de I’activité de digestion

Nous pourrions tout d’abord mesurer la motilité intestinale, via des techniques de mesure de I’activité
¢lectromyographique des fibres lisses (Felder et al. 1984), de radiologie sous amplificateur de brillance
(Duke et al. 1997) ou encore par fluorescence (Beaufrére et al. 2010). Ces techniques restent cependant
contraignantes, avec la nécessité de maintenir les individus immobiles durant toute la durée de digestion,

et donc non-applicable aux individus en piscine.

Nous pourrions aussi mesurer ’activité chimique de I’estomac, via la mesure du pH. En effet, les
membres des supports techniques en Métrologie et Instrumentation en Biologie et Environnement
(MIBE) ont par le passé développée ce type de biologgers compatible avec les manchots mais peu de

publications scientifiques sont disponibles.
5.2 Mesure directe du stockage des FFA dans le TASC

Une deuxiéme validation, afin d’apporter une conclusion définitive & ma thése, serait de démontrer

I’hypothése de stockage des FFA (Etape (ii)). En effet, actuellement les résultats obtenus (Chapitre 1)
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soutiennent cette hypothése sans pour autant la démontrer. Comment serait-il possible de procéder dans

I’optique de démontrer le stockage des FFA dans le TASC ?
A- Identification de la preuve d’un stockage de FFA dans le TASC

L’analyse de la composition des acides gras du tissu adipeux pourrait permettre de mettre en évidence
le stockage des lipides issus de I’activité de digestion. En effet, les différents acides gras, composant les
lipides alimentaires, sont les seuls composants des aliments qui sont déposés intacts au niveau des tissus,
du moment qu’ils sont assimilables (Klasing 1998). Conséquemment, la composition en acide gras
(FFA) de I’alimentation détermine en grande mesure la composition en acide gras du tissu adipeux (e.g.
chez les oiseaux, West et Meng 1968, Thomas et George 1975, West et Peyton 1980). Un des principes
de marquage classiquement utilisé est I’utilisation d’acide gras n’existant que sous forme de trace dans
I’alimentation. Ainsi la nourriture donnée a nos manchots pourrait étre enrichie d’un acide gras non
présent initialement dans les poissons (e.g. acide linoléique). Cet acide gras spécifique pourrait étre
révélé par chromatographie gazeuse, apres extraction des lipides totaux (Folch et al. 1957) sur un
prélevement de TASC fait au bon moment (voir section suivante).

Il est a noter que cette approche avait été tentée en expérimentations préliminaires avec I’injection
d’huile de riccin dans les poissons avant 1’alimentation des manchots. Cependant, ayant sous-estimé

I’effet laxatif de 1’huile, cette approche a di étre abandonnée rapidement.

B- Activité de stockage en lien avec les températures périphériques

Idéalement, deux prélévements de TASC seraient nécessaires pour établir le lien entre la réaugmentation
des températures périphériques et le stockage d’acide gras dans le TASC (étape (ii)). Ces prélévements
devraient étre effectués ‘simplement’ avant et apres une réaugmentation des températures périphériques.
La technique se base donc sur le fait d’effectuer ces deux prélévements espacés de quelques minutes ou
heures sur chaque individu, et de confronter le taux d’enrichissement de 1’acide gras traceur en
I’occurrence ou non d’un épisode de normothermie. Si ce principe est simple, I’application 1’est
beaucoup moins. Il faudrait idéalement : (1) mesurer la température périphérique en temps réel, afin de
savoir a quel moment prélever (i.e. avant et aprés une augmentation du tissu périphérique) et (2)

effectuer ces deux prélévements sans perturber la thermorégulation de I’animal.

La grande taille des manchots royaux rend le prélévement tissulaire possible, méme a deux reprises
rapprochées, cependant le prélévement de tissu périphérique (i.e. retrait des plumes, incision, sutures),
et donc le fait d’induire a la fois un stress important et une dégradation de 1’isolation de I’individu lors
d’une étude sur la thermorégulation, reste peu pertinent. Si ’on était capable d’effectuer ces
prélévements sans perturbation majeure (e.g. a I’'image des études faites sur les cétacés, e.g. Herman et
al. 2005), il conviendrait d’établir des corrélations entre le taux d’accrétion horaire du traceur et la

moyenne de température du tissu concerné par le prélevement.
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Une toute autre approche pourrait étre envisagée en laboratoire, sur des prélévements de TASC
frais. Il serait, en effet, également trés intéressant d’étudier (indépendamment ou non de I’état
nutritionnel des individus) la capacité d’incorporation des lipides au sein du tissu adipeux en fonction
de la température du tissu. L hypothése sous-jacente a la reperfusion sanguine est que, d’une part cela
permette d’amener les lipides au niveau du tissu et que, d’autre part, I’augmentation per se de la
température du tissu peut via un effet Qio accélérer les processus de transferts inter-membranaires et
I’incorporation des lipides dans la gouttelette lipidique de I’adipocyte. Inversement, il existe sans doute
une température inférieure seuil pour laquelle, méme en présence d’acide gras dans le milieu nutritif des
adipocytes, leur transfert et incorporation devient impossible. Ainsi, une étude in vitro pourrait
permettre de mettre en évidence des vitesses d’incorporations différentes en fonction de la température
et peut-&tre méme un effet seuil. Cette absence de stockage soutiendrait d’autant plus I’importance de

la vasodilatation périphérique apres une journée de d’alimentation en mer.

129



Conclusion




A.Lewden 2017 Conclusion

Tout au long de mes trois années de thése, j’ai pu constater a quel point les adaptations et les stratégies,
développées par le manchot royal pour faire face aux contraintes liées au milieu marin, étaient
complexes, tant au niveau anatomique, morphologique que physiologique. Aussi, la difficulté majeure
de ce travail a été d’appréhender cette complexité de réponses dans la mise en évidence de la ou des

raisons conduisant aux épisodes de normothermie nocturne.

En effet, de nombreux facteurs (e.g. succes de capture de proie en mer ou sensibilité au stress en piscine)
peuvent influencer ce phénomene, aussi bien en milieu naturel qu’en piscine. De plus, certains
parametres ne peuvent pas étre contrélés méme en conditions expérimentales. L’activité de digestion,

par exemple, est un processus physiologique que 1’on ne peut contrdler ni en mer, ni en captivité.

Par ailleurs, la thermorégulation chez le manchot royal en milieu naturel ne se résume pas uniquement
a une production de chaleur. Elle dépend également (i) des ajustements de la quantité de réserve
énergétique (i.e. épaisseur du tissu adipeux) limitant les pertes de chaleur, (ii) de la vasomotricité
sanguine, mécanisme permettant un compromis entre les pertes de chaleur et les besoins énergétiques,
(ii1) de la production de chaleur par d’autres activités telles que la digestion et la nage, pouvant réduire
les cotits de la thermorégulation. Ainsi, ces processus annexes viennent ¢galement complexifier la
compréhension que nous pouvons avoir du phénomeéne ciblé (i.e. normothermie nocturne) et souligne

I’importance de systématiquement le replacer dans son contexte.

La thermorégulation du manchot royal est globalement orientée dans deux directions : 1’économie
d’énergie (e.g. plongée) et la réduction des pertes de chaleur (e.g. vasoconstriction périphérique). Par
ces mécanismes les oiseaux maintiennent efficacement leur température corporelle & une température
optimale pour le fonctionnement de I’organisme. En revanche, la question est désormais de savoir,
comment des individus, aussi bien adaptés a réduire les pertes de chaleur, réagiront face aux anomalies

résultant du réchauffement climatique ?

En effet, si comme nous 1’avons vu tout au long de ce manuscrit de thése, le manchot royal est tout a
fait apte a faire face aux nombreuses contraintes induites par le milieu marin, sa flexibilité phénotypique
(West-Eberhard 2005) face aux changements climatiques reste peu connue. Ainsi, une récente étude sur
les voyages en mer du manchot royal montre que les anomalies climatiques de I’hémisphere sud
affectent non seulement le comportement de plongée a 1’échelle de I’individu mais également la

dynamique de ses populations (Bost et al. 2015).

Comme décrit au tout début de ce manuscrit (page 4), les échanges thermiques entre I’individu et son
environnement vont influencer 1’activité de thermorégulation. De plus, ces échanges vont varier entre
les milieux, en mer versus a terre, tout comme au sein d’un méme milieu, a la surface de I’eau versus en

plongée.
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Or, ces échanges de chaleur pourraient étre modifiés en raison de ’augmentation des températures
ambiantes observées ces dernicres années et pourraient devenir contraignants. En effet, I’'une de mes
¢tudes (Chapitre 4) suggere 1’utilisation des fenétres thermiques corporelles (i.e. aileron) lors du retour
a terre des individus a des fins de dissipation de chaleur dont I’objectif final serait d’éviter des épisodes
d’hyperthermie. Cependant, au-dela de cette utilisation, le comportement d’halétement a été observé de
plus en plus fréquemment durant la période d’incubation (Figure 48). Ce comportement suggere que
dans cet environnement plus chaud, (i) la dissipation de chaleur par les fenétres thermiques corporelles
ne suffit plus, et que (ii) face a ’augmentation de la température corporelle, les individus doivent

pratiquer la polypnée thermique qui est une source de pertes hydriques supplémentaires.

Figure 48: Illustration du comportement d’halétement chez deux individus incubant en colonie de la Baie du Marin en 2017
© F. Chauvet
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L’¢tude de ces nouvelles contraintes (e.g. dissipation de chaleur, risque d’hyperthermie) induites par
I’augmentation des températures ambiantes et d’autant plus pertinente au moment de 1’incubation,
lorsque les individus sont contraints de rester a terre. Ainsi, j’ai d’ores et déja mobilis¢ le matériel
nécessaire pour mesurer ces contraintes et observer les répercussions sur les individus tandis que le
protocole et la mise en ceuvre de cette étude ont été mis en place en collaboration avec une équipe de

chercheurs.
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Stratégies de thermorégulation liées aux
contraintes physiologiques et environnementales
chez le manchot royal
(Aptenodytes patagonicus)

Résumé

Les espéces endothermes amphibies font face a de fortes contraintes durant leurs séjours en mer
dont 'augmentation des colts de thermorégulation. La recherche alimentaire du manchot royal
(Aptenodytes patagonicus) s’étend sur plusieurs jours alternant des plongées profondes de chasse
et des périodes de repos a la surface de I'’eau correspondant a deux stratégies de thermorégulation
différentes. Durant les plongées, I'hypothermie des tissus suggére une économie d’énergie visant a
augmenter la durée d’apnée. Cependant, I'utilité de la réaugmentation des températures corporelles
durant les périodes de repos reste méconnue. Alors que la digestion débute durant les plongées,
nous supposons que le stockage des acides gras dans les tissus adipeux périphériques ne peut se
faire que par le retour a normothermie de ces tissus. Nous avons testé cette hypothése en
maintenant des individus équipés d’enregistreurs de températures (périphériques et interne) dans
une piscine d’eau de mer afin d’étudier les variations de températures en fonction de I|'état
nutritionnel des manchots. De plus, nous avons mesuré, par respirométrie, les dépenses
énergétiques en fonction des températures corporelles. Enfin, nous avons étudié les variations de
flux sanguins a I'aide de thermographie infra-rouge afin de comprendre le retour a normothermie
des tissus périphériques et les colts énergétiques associeés.

Mots-clés : Thermorégulation — Normothermie — Oiseaux marins — Vasodilatation — Energétique

Résumé en anglais

The energetic cost of foraging activities in King Penguin (Aptenodytes patagonicus) consists to reach
favourable areas, realizes depth diving to attempt fish patch and resting in high latitude cold water.
Several studies have shown that resting in cold water could be represent a more expensive cost than
realized depth diving. Indeed, this paradox is probably linked with contrasting thermoregulation
processes. During daylight, a general hypothermia occurs and is believed to reduce energy
expenditure. At sunrise occurs a re-warming to normothermia, contributing to increase heat-loss
during the night. We hypothesise an energetic conflict between thermoregulation and digestive
processes. During daylight, the organism may be unable to assimilate the end product of prey
digestion (free fatty acids) inside the peripheral subcutaneous adipose tissues (SAT), because skin
is no more blood perfused. During the night, re-warming and re-connecting to blood circulation
peripheral tissues could be inevitable to end the assimilation of FFA inside the SAT. In a first step,
we have reproduced the conditions of a resting night at sea and events of rewarming skin
temperature, using a sea water tank in which king penguins equipped with internal temperature
loggers were maintained several days. In a second step, we have tested a generalisation of our
hypothesis studying body temperature variations on penguins fast and feed. Finally, we have
measured the cost to maintain normothermia in cold water with respirometry measures and
investigated peripheral vasodilation with body temperature variations and infrared thermography.

Key words: Thermoregulation — Normothermia — Seabirds — Vasodilation - Energetic
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