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Avant-propos

Cette thése s’integre dans des programmes de recherche nationaux menés dans le GDR
Ifremer-INRA « Amélioration génétique pour une pisciculture durable » 2009-2012 (AGn),
ax¢ sur la génétique quantitative et dont les grandes lignes sont les suivantes: la forte
augmentation de la production mondiale de téléostéens repose désormais sur le
développement de 1’aquaculture alors que les captures de la péche mondiale stagnent depuis
15 ans. Ce développement doit donc se faire de facon raisonnée et prendre en compte, des a
présent, les grandes questions sociétales, comme (i) la consommation de ressources non
renouvelables ou limitées (énergie, épuisement de la biodiversité marine a travers 1 utilisation
d’huiles et farines de poissons) et (ii) ’impact environnemental des élevages, qu’il s’agisse de
pollution chimique ou de ‘pollution génétique’ a travers les interactions entre populations
d’¢levage et populations sauvages.

Deux démarches complémentaires ont été proposées dans le GDR pour réaliser une
amélioration génétique susceptible d’accompagner le développement de I’aquaculture dans
une perspective de durabilité :

1. Engager une réflexion sur le choix des futurs objectifs de sélection, incluant
notamment 1’estimation des valeurs marchande et non-marchande du progres
génétique acquis ou potentiel sur différents caracteéres et selon différents scénarios de
production et d’évolution des systémes (Axe 1)

2. Identifier les bases génétiques de caractéres zootechniques a priori déterminants pour
la diversification et la durabilité des productions piscicoles et affiner la description des
phénotypes associés. Les caractéres retenus sont I’adaptation a la captivité (Axe 2) et
I’aptitude a utiliser les aliments d’origine végétale (Axes 3).

Ces deux démarches reposent sur une approche pluridisciplinaire faisant intervenir outre la
génétique, les approches physiologiques et comportementales.

Ce travail de thése a contribu¢ a la caractérisation comportementale de différentes populations
produites pour répondre aux questions posées dans les axes 2 et 3 du GDR.

Il a été¢ soutenu par les laboratoires Ifremer LRH-LR de L’Houmeau et la station
d’aquaculture de Palavas, et les activités financées sur divers fonds provenant du projet
Ifremer « Domestication et Sélection », notamment ceux du GDR et du projet FUI'
« Génétique de I’adaptation aux aliments végétaux en aquaculture (Vegeaqua) ».

Les travaux réalisés en Islande ont été financés par le ‘HoOlar University College’ ainsi que par
des fonds provenant du centre pour la recherche en Islande (Rannis) et de 1’Université
Eimskip (Université d’Islande).

Plusieurs expériences ont également été réalisées a I'Institut National des Sciences et
Techniques de la Mer (Le CNAM, Cherbourg) me permettant ainsi de bénéficier des
installations existantes et de combiner mon activité de recherche a une formation personnelle
diplomante.

' Fonds Uniques Interministériels
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Introduction générale

Ce travail est une étude visant la compréhension de ’adaptation aux conditions d’élevage
par une approche comportementale basée sur la comparaison de diverses populations de
téléostéens (domestiquées et sauvages) pour trois especes, 1’une marine, le bar (Dicentrarchus
labrax), les deux autres d’eau douce, ’omble chevalier (Salvelinus alpinus) et la truite
commune (Salmo trutta).

La notion d’adaptation revét des sens différents selon les disciplines scientifiques. Il nous a
donc semblé important de commencer par définir, avant d’entrer dans le cceur de nos travaux,
notre vision de 1’adaptation, en regard et par rapport a cette discipline, de tenter de mettre en
relation les principaux concepts de 1’éthologie avec le concept d’adaptation et de cerner le
potentiel de I’approche comportementale dans le contexte de notre travail.

Ces définitions nous ont semblé d’autant plus importantes, que comme nous 1’avons précisé
en avant propos, ce travail de thése s’intégre dans les programmes de recherche du GDR
Ifremer-INRA-AGn faisant intervenir des généticiens, des physiologistes et des
comportementalistes pour appréhender 1’adaptation dans sa globalit¢ et développer une
démarche et des outils efficaces pour répondre aux objectifs d’une amélioration génétique.
Nous exposerons donc ici quelques notions essentielles propres a la génétique et a la
physiologie et nous verrons par la suite leurs niveaux de recouvrement ou de divergence avec
I’approche comportementale qui sera développée dans les sections suivantes.

1. La notion de réponse adaptative a un changement environnemental

La nature des réponses d’un organisme face a des changements environnementaux dépend du
temps que dure le changement et du temps de génération de 1’organisme. A courts termes, la
réponse adaptative se fera a I’échelle de ’individu et peut étre contournée, ou ses effets
réduits, en faisant intervenir une réponse comportementale. Si le changement persiste, des
mécanismes biochimiques et physiologiques seront mis en jeu, permettant alors a
I’organisme de s’acclimater. A une échelle de temps plus longue, des changements au niveau
des traits du cycle biologique apparaitront (taux de croissance, age a la maturité, etc.). Enfin,
a une ¢échelle de temps encore plus longue, les réponses effectuées par les individus seront
détectées dans les caractéristiques démographiques de la population avec des modifications
au niveau des taux de natalité¢ et de mortalité. Finalement, la population peut s’adapter a ces
changements a long terme, les modifications concernent alors les genes. Dans ce cas, le
changement environnemental agit comme un facteur évolutif causant des modifications dans
le pool génique de la population par le biais de la sélection naturelle (Slobodkin & Rapoport,
1974).

Arms & Camp (1989) distinguent trois types d’adaptation : anatomiques, physiologiques et
comportementales. Les adaptations anatomiques concernent la structure physique de
I’organisme, e.g. les nageoires d’un manchot sont des adaptations anatomiques qui lui
permettent de nager. Les adaptations physiologiques concernent I’ensemble des mécanismes
internes de I’échelle cellulaire a 1’échelle macroscopique. Elles comprennent la biochimie
cellulaire et les processus qui permettent a I’organisme d’assurer les grandes fonctions
(nutrition, reproduction, locomotion), €.g. I’adaptation a la température chez les bactéries des
sources hydrothermales. Un exemple d’adaptation comportementale, enfin, est la capacité
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Introduction générale

du kangourou-rat de manger les feuilles de 1’arroche du désert qu’aucun autre animal ne peut
manger parce que ses feuilles contiennent des cristaux de sel. Le kangourou-rat utilise ses
incisives pour peler la couche externe de la feuille, remplie de sel et il mange ensuite la
partie interne qui ne contient pas de sel. Cette capacité d’appréter sa nourriture est un des
nombreux exemples d’adaptation comportementale permettant a un animal d’avoir acces a
une nourriture que les autres animaux ne peuvent se procurer.

En reprenant la définition donnée au début de ce chapitre, ’adaptation est donc la
modification d’un caractére anatomique, d’un processus physiologique ou d’un trait
comportemental dans une population d’individus, sous 1’effet d’une sélection naturelle ou
dirigée. Elle peut désigner le processus ou le résultat du processus.

2. La définition de I'adaptation vue par les généticiens

Pour appréhender le caractére « adaptation », les généticiens spécialisés dans 1’étude des
processus de sélection tentent d’intégrer, en dehors des objectifs zootechniques classiques
(croissance, survie, qualité des rendements), des objectifs non marchands devant satisfaire a
des contraintes ou besoins environnementaux, sociétaux et de bien-&tre animal (Bodin et al.,
2010). Parmi ces caractéres, plusieurs concernent la relation de 1’animal a son milieu et les
notions de robustesse, flexibilité, plasticité, rusticité ou d’adaptation a des milieux difficiles.
Ces termes possedent des définitions trés controversées (Debat & David, 2001). La robustesse
est définie par Knap (2005) comme la capacité de survie de 1’animal et le maintien d’un
potentiel global de production dans des environnements stressants. La robustesse peut étre
¢galement définie comme le maintien d’un potentiel de production spécifique ou I’animal est
dit « robuste » pour un caractere donné, si les performances pour ce caractére se maintiennent
dans des environnements variés ce qui rejoint la notion d’interaction génotype-milieu
expliquée par différents mécanismes génétiques: modeéle de surdominance, modele
pléiotropique, modele épistatique (Scheiner & Lyman, 1991). La « canalisation » d’un
caractére correspond alors a I’action de sélectionner pour diminuer la sensibilité aux
variations environnementales (San Cristobal-Gaudy et al., 1998).

Cette sensibilit¢ a D’environnement fait également intervenir la notion de plasticité
phénotypique, concept qui vu par le généticien, s’inscrit dans [’équation:
V=V +Ve+ Vi + Vereur (Scheiner & Goodnight, 1984; Via & Lande, 1985) ou Vp est la
variance phénotypique, Vg la variance génétique, Vg la variance environnementale et Vgg (la
covariance de la génétique et de 1’environnement). Cette équation inclut donc explicitement
I’influence d’un effet environnemental et la plasticité phénotypique se définit comme étant la
capacité¢ d’un génotype a produire plus d’un phénotype lorsqu’il est exposé a différents
environnements. Ceci peut se produire par le biais de la modification d’événements au cours
du développement ou par la capacité de I’organisme a ajuster son phénotype en réponse a des
changements de conditions environnementales (Gordon, 1992; Scheiner, 1993; Via et al.,
1995; Freeman & Herron, 2004; Pigliucci, 2005; Stearns & Hoekstra, 2005). Il faut noter que
la mesure du déterminisme génétique de la sensibilité a I’environnement peut s’effectuer de
maniére trés précise en utilisant des clones, I’équation précédente étant dans ce cas, réduite a
la simple expression : V,= Vg (Dupont-Nivet et al., 2007).

Les évolutionnistes, quant a eux, définissent 1’adaptation comme étant un trait génétiquement
déterminé pour lequel il y a eu sélection et qui se retrouve dans une grande partie de la
population parce qu’il augmente les chances de I’individu qui le possede de se reproduire
avec succes (Arms & Camp, 1989). Ce point de vue inclut la capacité de changer selon les
conditions environnementales aussi bien que celle d’apprendre. Nous y reviendrons plus loin,
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mais d’ores et déja, cette définition intégre clairement une composante comportementale (i.e.
I’apprentissage).

3. La définition de I'adaptation vue par les physiologistes

En physiologie, I’adaptation prend tout son sens dans la notion d’homéostasie. Ce concept a
été évoqué pour la premicre fois par Bernard (1859) puis défini précisément par Cannon
(1932) comme étant un état stable entretenu par tous les processus actifs qui s’opposent aux
changements des propriétés de I’organisme. Cette résistance au changement est une
caractéristique de tous les organismes et I’essentiel de la physiologie peut étre décrit en
termes d’homéostasie et des mécanismes régulateurs qui la sous-tendent (Rieutort, 1998).
L’homéostasie existe du niveau cellulaire a 1’organisme entier. Les modifications de
I’environnement déclenchent des réactions de 1’organisme aboutissant a des perturbations
internes qui sont normalement maintenues dans des limites étroites par des ajustements
automatiques a I’intérieur du systéme, destinés a éviter les oscillations amples et a maintenir
les conditions internes a peu pres constantes (Cannon, 1932). Ces réactions ou réponses de
I’organisme, définissent 1’adaptation physiologique. Le méme auteur associait déja les
processus homéostatiques de maintien de la vie, au phénomeéne de stress. Selon lui,
I’homéostasie est menacée si les substances essentielles manquent ou sont en exces (origines
endogénes) ou encore, si un facteur externe est délétere (facteurs exogenes) pour 1'organisme.
Au niveau adaptatif a court terme, le stress va conduire aux réactions de fuite ou de lutte qui
sont la conséquence d'un hyperfonctionnement sympathique. Il a donc un rdle adaptatif
essentiel car, « tout comme un matériau ne peut résister qu'a des contraintes modérées,
I'homéostasie ne peut étre maintenue que si les €carts a la normale restent relativement
faibles. Au-dela, des processus correctifs permettant de faire face sont nécessaires : c'est le
« stress » (Dantzer, 2002). Le stress est donc le complément a I'homéostasie qui permet de
réduire au maximum des dégats subits par I'organisme. C'est une réaction d'urgence a court
terme qui conduit a I'évitement de la situation pathogene. Et en ce sens, le stress est
fondamental a l'adaptation d'un organisme.

Plus récemment, le concept d’allostasie a été introduit pour expliquer le maintien d’un
équilibre face a des changements (McEwen & Wingfield, 2003). L’allostasie est un processus
fondamental par lequel les organismes vont activement s’ajuster, par le biais de réponses
morphologiques, physiologiques et comportementales, & des événements prévisibles ou non.
Un état allostatique fait référence a des niveaux d’activités de médiateurs primaires (e.g.
glucocorticoides) modifiés de fagon durable en réponse a un facteur de stress. Le résultat
cumulatif d’un état allostatique est la charge allostatique. Dans certaines limites, 1’organisme
peut « faire avec» et s’adapter ou tolérer les facteurs de stress pour maintenir son
homéostasie. Cependant, lorsque le systéme ne parvient pas a s’accorder avec le facteur
perturbateur, I’augmentation de la charge allostatique résulte en une surcharge allostatique.
La surcharge allostatique est soit un état dans lequel la demande énergétique exceéde I’énergie
disponible (type I), soit un état dans lequel des challenges déléteres (e.g. sociaux) sont
chroniques et conduisent a un état allostatique prolongé et indépendant des changements
saisonniers (type II). De sérieuses pathologies peuvent en résulter si la surcharge n’est pas
réduite. L’allostasie forme en fait un continuum entre les événements du cycle de vie normal
et les perturbations imprévisibles avec des transitions et des conséquences bien définies.

Nous reviendrons plus loin sur les réponses neuroendocriniennes au stress chez les téléostéens
qui ont fait I’objet de nombreux travaux (Prunet & Auperin, 2007) car certaines d’entre elles
seront utilisées comme indicateurs dans ce travail en complément de [’approche
comportementale. Notons toutefois que 1’utilisation de ce terme est ambigué car il désigne
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souvent indifféremment 1’événement (le facteur de stress) et la réponse (réponse de stress). A
la lumiére du concept d’allostasie, le terme de stress est utilisé pour décrire les événements
qui menacent un individu et qui déclenchent des réponses physiologiques et
comportementales faisant partie de I’allostasie et qui viennent s’ajouter a celles imposées par
le cycle biologique dans les conditions normales.

4. L’approche comportementale.

Avant de développer 1’approche comportementale de 1’adaptation, il convient de définir le
concept de comportement ainsi que 1’éthologie, discipline a laquelle il est rattaché. Encore
une fois, il n’existe pas de définition unique pour le terme « comportement ».

4.1. La notion de comportement et d’éthologie

Dans une approche écologique, les comportements vont étre appréhendés de manicre
relativement globale : les séquences de comportement sont analysées en termes d’unités,
appelées « actions », et définies par rapport a la fonction ou au but de la séquence observée
(Feyereisen & De Lannoy, 2001). De telles actions chez un organisme, ont pour fonction
globale de lui assurer une certaine probabilité de survie dans certaines conditions de milieu.
D’autres auteurs définissent le comportement comme 1’ensemble des processus de décisions
par lesquels les individus ajustent leur état et leur situation par rapport aux variations
abiotiques et biotiques du milieu (Danchin et al., 2005). Watson (1917) définit quant a lui, le
comportement comme 1'ensemble des réactions objectivement observables qu'un organisme,
généralement pourvu d'un systéme nerveux, exécute en réponse aux stimulations du milieu,
elles-mémes objectivement observables. Cette définition souligne 1’imbrication de 1’éthologie
et de la physiologie. L’ensemble de ces définitions place toujours le comportement en
interaction avec les facteurs environnementaux.

Tinbergen (1963), définit 1’éthologie comme « I’étude biologique du comportement » et,
caractérise cette science par un phénomene observable (comportement ou mouvement) et par
un type d’approche, une méthode d’étude (la méthode biologique). Ce méme auteur posera
dans ’ouvrage précité, les 4 questions fondamentales de 1’éthologie : (1) Quelles sont les
causes immédiates du comportement ? (2) Quelle est sa valeur de survie ? (3) Comment s'est-
il mis en place au cours de I’ontogenése ? (4) Comment s'est-il mis en place au cours de la
phylogenése ? Les définitions se sont en fait diversifiées depuis les travaux fondateurs de
Konrad Lorenz, Nikolaas Tinbergen et Karl von Frisch et ’apport des disciplines voisines
qui ont suivi, notamment celle de la physiologie, des neurosciences comportementales, de la
zoologie, des sciences de 1’évolution et de la psychologie expérimentale. Ainsi, la définition
de Campan & Scapini (2002) tente-t-elle d’intégrer les apports de ces différents courants
d’influence : « I’éthologie est I’étude du comportement dans toutes ses manifestations et a
tous les niveaux, de la cellule a I’organisme entier et aux sociétés animales, des causes qui le
déterminent et de ses fonctions ». Parmi les sciences du comportement enfin, I’éthologie
animale appliquée est une discipline moderne qui se définit comme 1’étude du
comportement des animaux dans leur milieu habituel et en interaction plus ou moins
constante avec I’homme, ses productions ou son environnement. L’animal est alors décrit en
fonction de son utilité sociale pour I’homme : animal de rente, de compagnie, de laboratoire
ou encore de sport, ou animal sauvage maintenu en captivité, entomofaune utile ou nuisible
(Boissy et al., 2009). L’approche comportementale développée dans ce travail de these se
rattache a cette dernic¢re définition.
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4.2. La plasticité phénotypique comportementale

La définition de la plasticité phénotypique a été développée précédemment en abordant la
définition de [’adaptation par les généticiens (cf. 2). Ce concept peut s’étendre au
comportement. Dans ce cas, [’organisme va présenter des modifications comportementales
en réponse aux changements de 1I’environnement. Il s’agit, comme nous 1’avons déja évoqué
d’un mécanisme essentiel de 1’adaptation. Classiquement, on distingue deux types de
plasticité¢ phénotypique qui différent par la vitesse et la réversibilité¢ de la réponse (Sih et al.,
2004). La premicre, appelée plasticité phénotypique développementale, est lente et
irréversible et elle devrait étre favorisée si I’environnement varie de fagcon lente et prévisible
alors que la plasticit¢ phénotypique comportementale ou flexibilité, rapide et réversible,
s’exprimerait dans un environnement qui varie rapidement et de fagon imprévisible (Piersma
& Drent, 2003). La flexibilit¢ du comportement permettrait donc une adaptation rapide aux
changements de l'environnement. A I’aide d’un mod¢le mathématique basé sur la théorie des
jeux, Fauvergue & Tenielier (2004) illustrent 1’avantage adaptatif de la flexibilité
comportementale lors de changements brusques de I’environnement. Ces auteurs définissent
la décision comportementale comme un phénotype déterminé par un génotype, et la flexibilité
phénotypique comme la possibilité pour un génotype donné¢ de déterminer plusieurs
phénotypes de fagcon réversible. Pour une population d'individus au comportement canalisé
génétiquement, la convergence vers le comportement optimal nécessite plusieurs générations
de sélection fréquence-dépendante. En revanche, des individus capables d'apprendre la
qualit¢ de l'environnement convergent vers l'optimum au cours d'une seule génération
(Figure 1).

canalisation tflexibilité
génétique phénotypique

parcelle A B A B

| | | |

| | | |
proportion (population) P 1-P B 1-P
probabilité (individu) 1 p Ip

phéno type ‘

ou

g A
génotype | ||
©

Figure 1. Relation entre génotype et phénotype dans le cas d’un phénotype (une décision comportementale) a
deux alternatives (Fauvergue & Tenielier, 2004)

Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons a la flexibilité comportementale,
notion différente de la « plasticité développementale » au sens qui lui est accordé en physique
: la propriété d’un solide de se déformer sous 1’action d’une force, et de conserver la forme
acquise lorsque la force cesse d’agir. Dans ce sens, il existe peu de décisions
comportementales plastiques (Fauvergue & Tenielier, 2004).

Cette flexibilité comportementale peut s’exprimer notamment via I’apprentissage qui est un
processus d’optimisation plus rapide que la sélection naturelle. 11 est important de préciser
que cette flexibilité n’est pas un phénomeéne totalement épigénétique. Les structures et les
mécanismes de traitement de I’information (perception, mémoire, intégration) qui permettent
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la flexibilité sont eux-mémes des phénotypes [enzymes, régions cérébrales (Silva et al.,
1997) sur lesquels la sélection naturelle agit (Mery & Kawecki, 2002)].

4.3. L’acclimatation

La notion d’acclimatation est un autre terme li¢ a 1’adaptation et a la plasticité phénotypique.
Wilson & Franklin (2002) la définissent comme toute modification facultative d’un trait
physiologique en réponse aux changements d’une ou de plusieurs variables en conditions
naturelles ou de laboratoire. Ces changements peuvent survenir au cours du développement
ou a des stades ultérieurs du cycle biologique de I’organisme. Les réponses peuvent étre
bénéfiques, neutres ou négatives. L’acclimatation ainsi que I’apprentissage et la mémoire,
sont compris dans la définition la plus compléte de la plasticité phénotypique.

4.4. La personnalité et les « coping styles »

Autres concepts relativement récents en éthologie, les traits de personnalités et les « coping
styles » peuvent également €tre reliés a la plasticité phénotypique et a I’adaptation.

Les traits de personnalité sont des tendances qui s’expriment dans différents contextes (deux
ou plus), varient entre les individus d’une population donnée et qui sont stables dans le temps
(Sih et al.,, 2004; Reéale et al., 2007). En écologie comportementale, la plasticité
comportementale est habituellement considérée comme étant illimitée (les individus peuvent
toujours exprimer I’optimum), immédiate (peu ou pas de décalage) et infiniment réversible
(Sih et al., 2004). Les traits de personnalité se situent entre les deux extrémes constitués par
la plasticit¢ développementale et la flexibilité. La personnalité traduit 1’existence de
différences individuelles dans le comportement des membres d’une méme espece. Des
études de plus en plus nombreuses suggerent en effet, que les individus d’une méme espéce
différent dans leur niveau moyen d’expression comportementale dans divers contextes et
dans leur niveau de réponse aux variations environnementales. Plasticité et personnalité ne
s’opposent pas, ce sont deux aspects complémentaires du phénotype de [I’individu
(Dingemanse et al., 2009).
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Figure 2. Représentation graphique d’un syndrome comportemental (D’aprés Sih et al., 2004). Chaque ligne
sur cette figure représente un individu différent et comment son activité change dans deux environnements
distincts (A : sans prédateur ; B : avec prédateur). Les étoiles indiquent le niveau optimal d’activité pour
chaque environnement (niveau haut en A, bas en B). Le syndrome comportemental apparait quand les lignes de
plasticité tendent & étre paralléles. Les individus les plus actifs en A sont également les plus actifs en B,
maintenant leur rang d’un environnement a I’autre.

Récemment, Réale et al. (2007) ont suggéré que personnalité, tempérament et individualité
¢taient des termes équivalents qui pouvaient tre classés en 5 catégories : activité, timidité ou
témérité (en réponse a des situations de risque), exploration (en réponse a des situations
nouvelles), agressivité et sociabilité. Lorsque des corrélations existent entre traits de
personnalité, ils forment un syndrome comportemental (Sih et al., 2004). C’est le cas par
exemple, de I’axe proactif-réactif ou les individus proactifs sont a la fois agressifs et
téméraires (Koolhaas et al., 1999; Réale & Festa-Bianchet, 2003). Ces traits de personnalité
ont été décrits pour une variété de mammiferes (Nettle, 2006), d’oiseaux, de reptiles,
d’amphibiens, d’insectes, d’araignées, de céphalopodes et de téléostéens (Gosling, 2001) et
sont souvent caractérisés par des traits physiologiques sous-jacents (Koolhaas et al., 1999;
Van Riel et al., 2002; Carere et al., 2003; Feldker et al., 2003; Sluyter et al., 2003; Veenema
et al., 2003; Overli et al., 2006). Ces traits de personnalité peuvent également étre héritables
(van Qers et al., 2005). D’un point de vue adaptatif, DeWitt et al. (1998) soulignent que dans
un monde idéal, les individus seraient infiniment plastiques et adapteraient leur comportement
en toute circonstance, mais l’existence de syndromes comportementaux implique comme
nous 1’avons déja dit, une plasticité limitée, peut-Etre en raison du colit élevé engendré par la
plasticité.

Les «coping styles», quant a eux, ne se distinguent pas des concepts de personnalité, de
syndrome ou de tempérament pour un grand nombre d’auteurs (Sih et al., 2004; Bell, 2007).
Pourtant, ce terme est souvent associ¢ au stress. Selon Koolhass et al. (1999), les « coping
styles » sont en effet une série cohérente de réponses comportementales et physiologiques au
stress qui persistent au cours du temps et qui caractérisent un certain nombre d’individus.
L’impact de stimuli aversifs ou de facteurs de stress est souvent mesuré par la capacité de
I’organisme a « faire face » (cope) a la situation (Ursin & OIff, 1995; Ursin, 1998) et les
« coping styles » sont les stratégies comportementales et physiologiques mises alors en place
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par ’organisme (Wechsler, 1995). Henry & Stephens (1977) ont suggéré que I’on pouvait
distinguer deux types de réponses au stress. La premiere ou réponse active (réponse de fuite
ou de combat) est caractérisée par un comportement territorial et de I’agressivité. La seconde
est caractérisée a I’inverse par de I’'immobilité et de faibles niveaux d’agression.

4.5. L'apprentissage et la cognition

L’ apprentissage et la cognition jouent également un role majeur dans l’adaptation. La
cognition inclut la perception, I’attention, la mémoire et les fonctions exécutives relatives au
traitement de 1’information dont I’apprentissage et la résolution de problémes (Brown et al.,
2007). L’étude de la cognition a été largement centrée sur les oiseaux et les mammiféres, mais
depuis quelques décennies, il a ét¢ également montré que les téléostéens a I’image des autres
vertébrés, étaient capables d’exprimer une grande diversité de comportements sophistiqués et
que I’apprentissage jouait un role majeur dans leur développement comportemental. Des
capacités de mémoire a long terme ont été mises en évidence (Brown & Laland, 2001;
Warburton, 2007) ainsi que des capacités cognitives comparables a celles des primates
(Odling-Smee & Braithwaite, 2003). Ces différentes aptitudes vont clairement favoriser
I’adaptation des téléostéens en €levage. Il existe également un lien entre traits de personnalités
ou « coping styles » et cognition. En effet, les téléostéens possédant comme les mammiferes,
des traits de personnalité tels que la timidité ou la témérité, ont également des capacités
d’apprentissage et des motivations différentes (Koolhaas et al., 1999; Kristiansen & Fernd,
2006). Certains aspects comportementaux des « coping styles » pourraient méme é&tre
modifiés par I’expérience (Ruiz-Gomez et al., 2008).

4.6. Le comportement, la physiologie, la morphologie et I'adaptation

Le comportement, la physiologie, mais aussi la morphologie relévent de mécanismes
imbriqués. Les traits comportementaux sont complexes car ils sont composés de nombreux
niveaux sous-jacents, eux-mémes imbriqués de fagon hiérarchisée (Figure 3). En général, les
sélections naturelle et sexuelle vont avoir tendance a agir plus fortement aux niveaux
d’organisations biologiques les plus élevés. La sélection agit plutét sur la variation
phénotypique qui refléte la variation de 1’expression du gene.

Figure 3. Le comportement et ses niveaux sous-jacents en relation
avec I’intensité de la sélection naturelle ou sexuelle (Garland Jr &
Kelly, 2006)
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Le comportement est donc souvent le mécanisme par lequel s’exerce la spécialisation chez
de nombreuses espéces animales. Une modification comportementale dans I’évolution d’une
espece conduit fréquemment a un changement de niche écologique et une sélection dirigée
sur d’autres traits tels que la morphologie et la physiologie (Futuyma & Moreno, 1988). En
effet, le comportement est une composante plus flexible que la morphologie et la physiologie
(Schluter, 1996; Skalason & Jonsson, 1999) et de nombreuses études, en particulier chez les
téléostéens (Klemetsen et al., 2006; Sacotte and Magnan, 2006; Svanback and Eklov, 2006),
ont montré que la différentiation comportementale précéde la différentiation morphologique.
Ainsi, variabilités comportementale et morphologique sont intimement liées. De tres
nombreuses études, en particulier chez les salmonidés, montrent le lien entre la taille et les
comportements d’agressivité (Abbot et al., 1985; Huntingford et al., 1990). D’autres auteurs
(Benhaim et al., 2003) ont montré qu’au moment de la premicre alimentation exogene, il
existait des différences comportementales entre petits et gros juvéniles d’omble chevalier
(Salvelinus alpinus) de mémes ages. Les résultats de ces observations montrent que, dés ces
stades précoces, les individus les plus gros sont plus actifs, ont un temps de réponse plus
court a la distribution de 1’aliment et se nourrissent principalement a la surface de I’eau. Les
individus les plus petits sont moins mobiles, passent plus de temps au fond et font moins de
tentatives que les gros pour happer la nourriture et le font indifféremment au fond ou en
surface.

5. Les facteurs environnementaux intervenant sur la plasticité
comportementale

Dans presque toutes les sections précédentes, I’influence de I’environnement a été évoquée
au travers de son impact sur la plasticité phénotypique : I’interaction génotype-milieu (§2),
les réactions physiologiques de 1’organisme en réponse a des modifications
environnementales (§3), 1’éthologie qui étudie [D’interaction des individus avec leur
environnement (§4.1). Il convient maintenant de préciser la nature de ces facteurs
environnementaux et en particulier, ceux rencontrés en conditions d’élevage. D’une manicre
générale, nous les classerons en deux grandes catégories : les facteurs abiotiques et les
facteurs biotiques.

5.1. Les facteurs abiotiques

En écologie, les facteurs abiotiques représentent 1’ensemble des facteurs physico-chimiques
d’un écosystéme influengant une biocénose donnée (Ramade, 1984). Parmi ces facteurs,
I’auteur distingue des facteurs climatiques (température, éclairement, etc.) et des facteurs
physico-chimiques non-climatiques (pression, teneur en sels minéraux, teneur en oxygene
dissous etc.). Ces définitions s’appliquent aussi au milieu d’élevage aquatique ou le maintien
de la plupart de ces facteurs dans une certaine gamme de valeurs est primordial pour la
survie des especes et la productivité des entreprises.

Ainsi, I’eau est a la fois un simple support physique pour 1’animal aquatique (apportant
I’oxygéne et diluant les produits du métabolisme) et un milieu biologique. Par rapport au
milieu aérien, I’eau présente plusieurs caractéristiques originales comme une densité ¢levée
et la capacité de dilution d’¢éléments toxiques (ammoniaque). Les organismes aquatiques sont
amenés a supporter des contraintes de milieu et des variations d’environnement dont les
amplitudes sont souvent beaucoup plus importantes que celles habituellement observées pour
les organismes vivant en milieu aérien. Les principaux facteurs impliqués sont la pression
partielle en oxygene, la composition chimique et les propriétés physiques du milieu comme
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la température, la pression hydrostatique et ’intensité lumineuse (Billard, 2005). Nous ne
reviendrons pas sur ces parametres qui ont été largement étudiés du fait de leur caractere
essentiel dans la maitrise zootechnique, mais en revanche, nous étendrons la liste des
facteurs abiotiques a I’aliment artificiel, aux pratiques et aux structures d’¢levage pour les
diverses raisons expliquées ci-apres :

- En ¢élevage intensif, les animaux sont nourris exclusivement avec un aliment composé
dans lequel est incorporé I’ensemble des nutriments indispensables. Nous y
reviendrons dans le §8.1.4, mais soulignons déja ici la grande complexité de ce
facteur et le fait que 1’essor de 1’aquaculture mondiale conduit a revoir la formulation
compléte des aliments pour téléostéens, notamment leurs teneurs en lipides et
protéines d’origine marine.

- Le mode de distribution de 1’aliment varie également d’une espéce a 1’autre et d’un
stade de développement a 1’autre. Selon la méthode utilisée (distribution manuelle a
satiété, distribution automatique, systémes d’auto-alimentation), les performances
d’¢levage, le comportement des téléostéens, la structure sociale des populations
seront impactés. Une ressource spatialement ou temporellement limitée peut favoriser
I’émergence de comportements agressifs (Grant & Guha, 1992; Grant & Kramer,
1992).

- Des tris sont souvent réalisés en routine pour réduire I’hétérogénéité en taille. Cette
derniére, outre les difficultés liées a 1’utilisation de la nourriture et a la gestion de la
vente du cheptel, peut favoriser le cannibalisme et le stress et affecter ainsi de
maniére trés significative les taux de survie (Baras, 1998; Kestemont et al., 2003).
Cette pratique engendre néanmoins du stress et pourrait déstabiliser la structure
sociale d’un groupe avec des conséquences sur la quantité d’aliment ingérée, le
rythme alimentaire et le taux de croissance (Millot, 2008).

- Les enceintes d’¢élevage, enfin, peuvent jouer un réle important sur les performances
de production comme c’est le cas par exemple de certains dispositifs d’élevage en
particulier chez les salmonidés ou la présence d’un refuge artificiel ou d’un substrat
permettent de meilleures performances de croissance et de survie (Eriksson &
Westlund, 1983).

5.2. Les facteurs biotiques

En écologie, les facteurs biotiques intégrent les interactions entre les étres vivants et celles
des étres vivants sur le non-vivant. Parmi les premiers, on peut citer les interactions
intraspécifiques (relations entre les individus d’une méme espéce) et interspécifiques
(relations entre individus de deux ou plusieurs espéces) (Ramade, 1984). Cette définition
s’applique entierement au milieu d’élevage aquatique, mais dans le cadre de cette thése, nous
ne nous intéresserons qu’aux seules interactions intraspécifiques.

Le comportement social signifie que les individus d’une méme espéce tendent a former des
relations coopératives et interdépendantes et qu’ils vivent et se reproduisent dans des
communautés plus ou moins organisées (Webster, 1980). Banks & Heisey (1977) précisent
que le comportement social recouvre tous les modeles comportementaux qui impliquent au
moins deux membres d’'une méme espece et qui incluent I’agressivité, la reproduction, les
soins parentaux ou le comportement d’entraide. Une autre nuance apportée par McFarland
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(1982) et décrivant une interaction sociale comme une interaction ou chaque individu
influence le comportement de 1’autre, sera aussi utile dans le cadre de ce travail.

Parmi les interactions sociales, la relation entre la taille et la dominance, est considérée
comme 1’un des plus importants facteurs conduisant a une hiérarchie alimentaire (Koebele,
1985) en favorisant éventuellement I’agressivité (Abbot & Dill, 1989) et dont la conséquence
directe est la diminution de croissance chez les individus de faible rang. Chez les salmonidés
par exemple, il existe une grande variabilit¢ de taille des ceufs qui résulte en une large
distribution en taille des juvéniles au moment de la premiére nutrition exogene (Wallace &
Aasjord, 1984). Outre le développement de hiérarchies sociales, des différences
comportementales entre petits et gros juvéniles d’omble chevalier de méme age ont aussi été
démontrées (Benhaim et al., 2003, cf. §4.6). Cette différence de taille entre juvéniles peut
donc étre reliée a une stratégie alimentaire. Il est intéressant de noter que la corrélation entre
la taille des ceufs et des juvéniles de cette espece persiste au-dela d’une année (Wallace &
Aasjord, 1984), ce qui n’est pas le cas chez les autres especes de salmonidés.

Il est cependant important de noter que 1’agressivité n’est pas toujours le levier par lequel
s’exprime la compétition entre les individus. Ward et al. (2006) définissent en effet trois types
de compétition : « la compétition d’exploitation » ou il n’existe pas d’interactions directes
entre compétiteurs (un individu exploite et épuise la nourriture disponible avant qu’un second
individu n’arrive, la «scramble competition» ou chaque individu peut détecter ses
compétiteurs et tente d’étre le premier a obtenir la particule alimentaire et « le combat » qui
implique une agression directe entre les compétiteurs.

Enfin la densit¢ ou charge en téléostéens que I’éleveur est tenté de maximiser pour des
questions de rentabilité, est également un facteur source d’interactions sociales. Elle peut
s’avérer bénéfique ou négative pour les phénomenes de dominance selon les espéces. Chez la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), les fortes densités ont un effet négatif sur 1’activité
alimentaire et les taux de croissance (Alanird, 1996). C’est également le cas chez le saumon
coho (Oncorhynchus kisutch) (Schreck et al., 1985) et chez I’omble de fontaine (Salvelinus
fontinalis) (Vijayan & Leatherland, 1988). En revanche, les taux de croissance chez 1’omble
chevalier sont corrélés positivement a la densité du groupe (Wallace & Kolbeinshavn, 1988;
Jorgensen et al., 1993). Cette variabilit¢ des réponses a la densité est probablement liée a
I’écologie et au type d’habitat naturel du téléostéen (Ruzzante, 1994). La plupart des
salmonidés précités sont des especes territoriales et c’est probablement la raison pour laquelle
ils répondent négativement a I’augmentation de la densité qui correspond a une diminution de
I’espace disponible dans les bassins d’élevage. Des espéces comme le bar (Dicentrarchus
labrax) ou la daurade (Sparus aurata), especes relativement grégaires en milieu naturel,
montrent une meilleure tolérance aux fortes densités. Chez le bar, il a méme été clairement
démontré que le facteur limitant n’était pas la densité, mais la dégradation de la qualité¢ de
I’eau qu’une mauvaise gestion de ’élevage entraine rapidement en cas de fortes charges
(Roque d'Orbcastel et al., 2010). Paspatis et al. (2003) montrent aussi chez le bar juvénile que
le taux de croissance augmente avec 1’accroissement de la densité quel que soit le mode de
nourrissage (manuel ou distribution a la demande).

6. La domestication

Selon Price (1999), la domestication est le processus par lequel une population d’animaux
devient adaptée a ’homme et a un environnement de captivité par le biais de changements
génétiques survenant générations aprés générations ainsi que par des effets environnementaux
sur les étapes de développement renouvelées a chaque génération. Ce processus conduit a un
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certain nombre de changements phénotypiques comme [’apparition de caractéres
morphologiques et comportementaux modifiés par rapport a la forme sauvage ancestrale
(Bilio, 2007a). Certains de ces caractéres ont été stabilisés en raison de leur intérét pour
I’homme. Par exemple, certains poulets ont été sélectionnés pour étre plus gros, des bovins
pour rester plus petits et les moutons pour perdre leur couche externe de poils drus (crin),
mais pour conserver la couche interne de poils doux (la laine) (Diamond, 2002).

I1 est important de noter que la plupart des animaux sauvages qui ont contribué a fournir des
animaux domestiqués d’intérét sont de grands mammiféres terrestres herbivores et omnivores
dont le processus de domestication a commenceé il y a 10 500 ans (Diamond, 2002).

Le processus de domestication peut étre divisé en trois phases (Bilio, 2007b) :

1) Phase de pré-domestication: adaptation a I’environnement d’élevage et succes
persistant de la reproduction contrdlée ;

2) Domestication non controlée et sélection dirigée (sélection de caracteres désirés et
¢limination éventuelle de caractéres non désirés) ;

3) Etablissement de populations aux pédigrées connus (« stabilisation » génétique des
lignées les plus adaptées aux futurs besoins en termes de production).

Ce processus ne peut donc pas étre dissocié de celui de la sélection car il intégre trois types de
sélection (Figure 4) : (i) la sélection artificielle, (ii) la sélection induite par la captivité et iii) le
relachement de la sélection naturelle (Price & King, 1968; Price, 1998).

Milieu naturel Elevage

Sélection induite + relachement de la
sélection naturelle (+ sélection artificielle)

Animal Animal

Sauvage domestiqué

F1 F2 Fn

Figure 4: Le concept de domestication et de sélection (schéma d’aprés Millot, 2008 et concept selon Price &
King, 1968). F : génération ; 1, 2, ....n : nombre de générations.

Fraser et al. (1997) montrent trois circonstances qui permettent d’illustrer I’importance de la
pré-adaptation pour les animaux en cours de domestication (Figure 5). Selon ces auteurs, un
animal peut posséder : (i) des adaptations basées sur son histoire évolutive qui n’ont plus
d’utilit¢ fonctionnelle en captivité, (ii) des adaptations qui peuvent occasionner des
expériences négatives en captivité ou (iii) ne pas posséder les adaptations nécessaires a la vie
en captivité.
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Cercle A Cercle B
Adaptations possédées par Situations de challenges
'animal auxquelles I'animal fait face en

captivité

Adaptations n'ayant plus d'utilité

: Challenges pour lesquels
fonctionnelle ges p q

I'animal ne posséde pas les
adaptations requises

Challenges pour lesquels
I'animal possede les
adaptations requises

Figure 5 : modele conceptuel illustrant 3 types de problémes rencontrés par I’animal lorsque les adaptations
gu’il possede (cercle A) ne répondent pas parfaitement aux situations de challenge rencontrés en élevage
(cercle B). Dans les aires 1 et 2, les adaptations de I’animal ne correspondent pas aux situations de challenge
auxquelles il fait face (d’apreés Fraser et al., 1997).

6.1. Les téléostéens : espéces sauvages captives ou espéces domestiquées ?

Balon (2004) défend 1’'idée que seules quelques especes de téléostéens peuvent Etre
considérées comme réellement domestiquées. Parmi ces derni€res, on peut citer la carpe
commune (Cyprinus carpio L.) introduite en France par les Romains lors de 1’occupation de
la Gaule a des fins de consommation et le poisson rouge (Carassius auratus L.) dont la
domestication a des fins ornementales est mentionnée en Chine en 970 av. J.C. A part
quelques exceptions donc, I’aquaculture reste une filiére trés récente par rapport aux autres
¢levages d’animaux terrestres. En effet, 97% des espéces cultivées ont €t€ domestiquées
depuis le début du 20°™ siécle (Duarte et al., 2007) et la production aquacole mondiale repose
sur quelques espéces seulement qui ont été choisies sur des critéres économiques et
techniques (Fontaine et al., 2003). La plupart des téléostéens d’¢levage devrait donc
davantage étre considérée comme des especes captives exploitées plutdt que domestiquées et
seules quelques unes d’entre elles seraient en voie de franchir le seuil de domestication
(Balon, 2004). Cet auteur argumente son point de vue en avangant les faibles différences
existant entre les especes captives exploitées et leur forme sauvage ancestrale, ce qui leur
permettrait de retourner dans le milieu naturel. De son c6té Denis (2004) souligne ’existence
d’un continuum de domestication, sachant qu’aucune espeéce animale ne peut étre considérée
comme définitivement domestiquée.

I1 est important de préciser aussi que I’aquaculture est le domaine de production animale qui
connait la plus forte croissance au niveau mondial (9% par an, FAOstat, 2008) et que le
nombre d’especes élevées a fortement augmenté ces dernieres décennies, certaines d’entre
elles a des fins alimentaires, d’autres a des fins de repeuplement. Les statistiques de la FAO
(2007) couvrant la période 1950-2005, révelent une croissance constante de 43 a 219, du
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nombre d’espéces de téléostéens utilisées en aquaculture (Figure 6), ce qui suggere que le
développement aquacole de ces dernic¢res décennies repose sur I’élevage de nouvelles especes
(Fontaine et al., 2009).
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Figure 6 : Evolutions, de 1950 a 2005, de la production aquacole (en tonnes) et du nombre d’espéces en élevage
(d’apres Fontaine et al., 2009).

Cette augmentation du nombre de nouvelles especes cultivées place la domestication au coeur
des débats scientifiques actuels et notamment ceux ayant trait a la notion de développement
durable piscicole. Comme nous allons le voir dans la partie suivante, les populations mises en
¢levage montrent une différentiation rapide de diverses caractéristiques essentielles (a la
survie en milieu naturel) par rapport a leurs congéneres sauvages (Araki et al., 2007; Pearsons
et al., 2007) et le relacher accidentel ou volontaire a des fins de repeuplements pourrait donc
mettre en danger les populations sauvages en affectant leur valeur adaptative (McGinnity et
al., 2003).

6.2. Les effets de la domestication chez les téléostéens

Beaucoup d’especes de téléostéens n’en sont qu’aux premieres générations de domestication
et se situent donc au ceeur de la phase de transition entre 1’état sauvage et domestiqué. Une
autre caractéristique est, qu’a I’inverse de la majorité des animaux terrestres domestiqués, les
populations sauvages sont encore accessibles dans le milieu naturel. La comparaison des
populations sauvages et domestiquées de la méme espece permet donc de mettre en évidence
les principales différences qui apparaissent avec le processus de domestication. C’est la
stratégie que nous avons choisie dans ce travail ou ’accent sera mis sur I’étude des effets de
la domestication au niveau des réponses comportementales.

Pour cerner 1’étendue des effets potentiels de la domestication, nous présentons ici, ceux qui
figurent déja dans la littérature pour différents especes de téléostéens.

6.2.1. Les effets sur la génétique, la morphologie, 'anatomie et la croissance

Beaucoup d’études, en grande partie faites sur les salmonidés, ont montré des différences
morphologiques et génétiques entre populations domestiquées et sauvages de la méme espéce.

Les téléostéens d’¢élevage, souvent dérivés de populations non indigenes, différent
génétiquement des populations naturelles (Philipp, 1991; Youngson et al., 1991). De plus, ils
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proviennent souvent de populations fondatrices de faible effectif ce qui peut entrainer des
changements génétiques aléatoires (Allendorf & Phelps, 1980). Enfin, les sélections induites
et artificielles évoquées précédemment contribuent également a leur différenciation génétique.

Coté morphologie, chez le saumon atlantique d’élevage (Salmo salar), une divergence nette a
été notée par rapport a celle des congénéres sauvages : corps plus robuste et nageoires
rayonnées plus petites (Fleming & Einum, 1997). Au niveau anatomique, ce sont des
modifications importantes telles que le ralentissement du développement des organes
sensoriels (yeux, ligne latérale et odorat) qui ont été observées chez diverses larves en élevage
(Kawamura et al., 1989) ou chez le turbot (Psetta maxima) tel que le développement
surnuméraire de branches de la ligne latérale (Ellis et al., 1997a).

Les stocks de salmonidés domestiqués présentent une vitesse de croissance généralement plus
rapide que les sauvages et ont un poids supérieur pour une méme taille (Beamish, 1978). Les
compositions chimiques d’ombles de fontaine sauvages et domestiqués sont similaires a
I’exception des lipides qui sont présents en plus grande quantité chez les domestiqués dans
des conditions d’¢levage similaires depuis le stade ceuf (Vincent, 1960). Chez le bar rayé
(Morone saxatilis), la composition en EPA et DHA (acides gras polyinsaturés a longues
chaines de la série ®3) est considérablement plus faible que chez leurs congénéres sauvages
(Harrell & Woods, 1995).

6.2.2. Les effets sur les performances de nage

Des performances de nage plus faibles chez les lignées domestiquées par rapport aux lignées
sauvages (vitesse de nage critique) ont été montrées chez la truite arc-en-ciel (Winz, 1986) et
chez ’omble de fontaine (Vincent, 1960), mais pas chez le bar européen apres une génération
de sélection (Luna-Acosta et al., 2011).

6.2.3. Les effets sur la réponse aux prédateurs

Les traits comportementaux sont probablement les premiers a étre affectés par la
domestication (Swain & Riddell, 1990; Ruzzante & Doyle, 1991; Ruzzante & Doyle, 1993;
Price, 1999). En général, les répertoires comportementaux sont similaires chez les téléostéens
sauvages et domestiqués et c’est davantage la fréquence ou l’intensité avec laquelle un
comportement particulier s’exprime qui est affectée par la domestication (Ruzzante, 1994).

Parmi eux, le comportement anti-prédateur est particulierement sensible a I’environnement
d’¢levage (Johnsson & Abrahams, 1991; Berejikian, 1995; Dellefors & Johnsson, 1995;
Johnsson et al., 1996; Einum & Fleming, 1997; Fernd & Jarvi, 1998; Johnsson et al., 2001). 11
a été montré par exemple que des guppys sauvages (Poecilia reticulata) échappaient avec
succes a un prédateur plus fréquemment que des guppys domestiqués (Walker et al., 2005). 11
en est de méme chez le saumon d’¢levage qui montre une réponse de fuite réduite face a une
menace de prédation aérienne par rapport au congénére sauvage (Johnsson et al., 2001) ou
encore chez la morue (Gadus morhua) (Nordeide & Svasand, 1990). Ces différences entre
congénéres sauvages et domestiqués pourraient étre en partie expliquées par des expériences
de vie différentes (Huntingford, 2004) car en effet le milieu aquacole est incontestablement
différent de I’habitat naturel des téléostéens. Les téléostéens d’élevage font face a des
conditions a priori moins contraignantes : plus simples, avec de la nourriture facile d’acces,
une absence de prédateurs. Néanmoins, ils doivent également s’adapter a des densités élevés,
un espace réduit, une nourriture artificielle et peu diversifiée, et des manipulations fréquentes
(Fernd et al., 2007).
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6.2.4. Les effets sur le comportement alimentaire

Les especes domestiquées tendent a perdre la reconnaissance des proies vivantes. C’est ce
qu’on observe chez le bar en élevage semi-intensif en marais maritime (Reymond, 1989;
Bégout-Anras et al., 2001) ou les plus gros individus utilisent surtout I’aliment tandis que les
petits recherchent davantage les proies naturelles. Les différences au niveau du comportement
alimentaire entre téléostéens sauvages et domestiqués pourraient davantage tenir a des
différences de traits de personnalité qu’a des différences d’appétit (Cf. §4.4) : les téléostéens
domestiqués pourraient étre moins perturbés par la présence d’un aliment nouveau (Truite
commune, Sundstrom et al., 2004a) ou par la présence d’un danger potentiel (Saumon
atlantique, Einum & Fleming, 1997).

6.2.5. Les effets sur I'agressivité

En régle générale, I’environnement artificiel du milieu d’¢élevage tend a réduire 1’agressivité
chez bon nombre de salmonidés (Petersson & Jarvi 2000), mais en fait, cela dépend fortement
des pratiques d’¢élevage (Bégout & Lagardere, 2004) (cf. §5.1). En réalité, les patrons
comportementaux utilisés lors des interactions agonistiques sont souvent similaires chez les
téléostéens d’¢élevage et les téléostéens sauvages (Mork et al., 1999), mais la domestication
opére une sélection au niveau de I’intensité de 1’agressivité qui peut étre plus basse ou plus
¢levée chez les stocks domestiqués en fonction des régimes alimentaires (Ruzzante, 1994).
Chez le médaka (Oryzias latipes), par exemple, la sélection pour la croissance favorise des
individus moins agressifs lorsque I’acces a la nourriture est tres localisé, mais pas lorsqu’elle
est dispersée (Ruzzante & Doyle, 1991). Ces auteurs avancent 1’hypothése d’un colt sans
doute trop élevé de I’agressivité dans les €élevages caractérisés par de fortes charges et une
nourriture localisée. Chez le saumon atlantique, lorsque des dyades composées d’un individu
sauvage et d’un individu domestiqué sont testées, I’individu sauvage tend a devenir dominant
(Metcalfe et al., 2003). Dans ce cas, I’hypothése avancée est qu’aux charges élevées
rencontrées en ¢levage, I’apprentissage de la défense territoriale n’est plus possible.

Il est également possible d’aborder le sujet de I’agressivit¢ par le biais des traits de
personnalité¢ (Cf. §4.4). Des différences marquées ont ainsi ét¢ montrées dans la prise de
risque et le niveau d’agressivité chez des populations naturelles de nombreuses especes de
salmonidés (Adams et al., 1998; McLaughlin et al., 1999). Des truites communes ¢levées en
« sea ranching » sont plus téméraires lorsqu’elles sont confrontées a un nouvel objet que des
truites d’origine sauvage, et en conditions de test dyadique, le plus téméraire des deux
individus est aussi le plus agressif (Sundstrom et al., 2003).

6.2.6. Les effets sur la cognition

Il a été montré que la domestication avait une influence sur la taille du cerveau. C’est le cas,
chez la truite arc-en-ciel pour laquelle les individus domestiqués ont de plus petits cerveaux
que des individus sauvages de méme taille (Marchetti & Nevitt, 2003). Ceci pourrait avoir un
impact sur les capacités cognitives. Comme déja évoqué précédemment (Cf. §6.2.3), le milieu
d’¢élevage conduit a une succession de générations d’individus non exposés aux stimuli
habituellement rencontrés dans leur habitat naturel (prédateurs par exemple) (Brokordt et al.,
2006). Ces auteurs €émettent 1’hypothése qu’en considérant la plasticité de certains traits
comportementaux et morphologiques basés sur la présence ou l’absence de prédateurs,
certaines réponses a des stimuli naturels pourraient étre atténuées ou méme absentes chez les
téléostéens domestiqués. D’autres auteurs parlent méme de déficits comportementaux
exacerbés par I’appauvrissement engendré par le milieu d’élevage (Brown & Laland, 2001;
Braithwaite & Salvanes, 2005).
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6.2.7. Les conséquences au niveau du repeuplement

De nombreuses populations de téléostéens d’origine marine et continentale, ont décliné durant
les derniéres décennies en raison de la forte pression de péche (Brown & Laland, 2001;
Brown & Day, 2002). Ceci a conduit au développement d’écloseries a des fins de
repeuplement au début du siecle (Smith, 1999). Cependant, la majorité de ces programmes
donnent des résultats décevants avec des taux de mortalité trés importants chez les téléostéens
relachés par rapport a ceux de leurs congénéres sauvages de méme age (Godin, 1978;
Nordeide et al., 1994; Olla et al., 1994; Phillipart, 1995; Hilborn, 1998; Brown & Laland,
2001). Afin d’améliorer les résultats de ces programmes, les biologistes ont focalisé
davantage leur attention sur le comportement des téléostéens relachés (Olla et al., 1994). Si
comme nous ’avons vu précédemment (Cf. §6.2.6), la domestication engendre des déficits
comportementaux, il a ét¢ néanmoins démontré qu’il était possible d’y remédier en utilisant
des bassins d’¢levage dotés « d’enrichissements ». Les téléostéens élevés dans ces conditions
ont des comportements plus flexibles, possedent des taux de survie plus importants par le
biais de comportements plus adaptés au milieu naturel (comportement alimentaire, réponse
anti-prédateur, comportement social, Salvanes & Braithwaite, 2006).

7. L’adaptation et le bien-é&tre animal

En reprenant le modéle conceptuel de Frazer et al. (1997) (Cf. §6 et figure 5), lorsque les
adaptations de I’animal ne permettent pas de répondre aux situations de challenge rencontrées
en élevage, ceci peut résulter en une altération du bien-étre. Pour étudier la complexité de ce
concept, une communauté s’est constituée récemment (I’ Animal Welfare) qui rassemble des
éthologistes, des spécialistes de 1’univers émotionnel et des aptitudes cognitives, des
physiologistes de 1’adaptation, des philosophes, des théologiens et des spécialistes d’éthique
animale (Bourdon, 2003; Larreére, 2003). Leurs conclusions principales peuvent se résumer
comme suit :

Il n’existe pas de définition du bien-&tre unanimement reconnue. Néanmoins, la plupart des
auteurs sont en accord avec la définition de Hughes (1976) selon laquelle le bien-étre est un
état de complete santé mentale et physique, ou I’individu est en harmonie avec son
environnement. La notion d’harmonie signifie que les besoins et les désirs d’un individu sont
satisfaits (Veissier et al., 2000). Classiquement, trois approches du bien-étre animal sont
définies : I’approche naturaliste, I’approche adaptative et I’approche mentale (Appleby, 1999).

L’approche naturaliste, développée avec 1’éthologie, est basée sur 1’idée que 1’animal doit
pouvoir vivre sa vie « naturelle » (Rollin, 1993), c’est-a-dire que 1’animal doit posséder une
motivation pour réaliser des comportements du répertoire de son espece. Veissier & Boissy
(2009) estiment toutefois que la notion de comportement naturel ne suffit pas a justifier celle
de bien-&tre animal. Il suffit en effet, de prendre I’exemple des comportements anti-prédateurs
qui ne sont pas sous-tendus par une motivation positive : ¢’est I’évitement du prédateur qui
compte et non pas la réalisation du comportement.

L’approche adaptative, comme nous I’avons vu précédemment, repose sur le principe que
tout individu posséde des mécanismes d’adaptation a son environnement permettant de
maintenir I’homéostasie ou 1’allostasie. Lorsque les ajustements de I’individu permettent de
réduire aisément ’écart entre 1’environnement actuel et les conditions optimales, on juge
I’individu adapté et son bien-étre préservé (Broom, 2001). En revanche, lorsque I’homéostasie
ne peut étre maintenue, une réponse de stress est observée, résultant de ’activation de
systémes biologiques particuliers : la branche orthosympathique du systéme nerveux
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autonome et 1’axe corticotrope (Mormede, 1995). Si 1’écart perdure, 1’animal s’épuise en
cherchant a s’adapter. Le bien-étre est alors sur un continuum allant d’un niveau tres faible a
un niveau excellent (Broom, 1993). Cette approche peut permettre d’améliorer les conditions
de vie des animaux en réduisant 1’écart entre 1’environnement réel et ’optimum ou de
sélectionner les animaux ayant des capacités d’adaptation élevées (Faure, 1979) qui sont
également les plus productifs dans I’environnement qui leur est imposé (Sandoe &
Christensen, 1998). Il est néanmoins difficile de déterminer la limite entre le normal
(’adaptation) et I’anormal (le stress) (Veissier & Boissy, 2009).

L’approche mentale, enfin, spécifie que le bien-étre est un état qui résulte de I’absence
d’émotions négatives prolongées (peur, douleur, frustration), voire de la présence d’émotions
positives (joie, plaisir, Dawkins, 1983; Boissy et al., 2007).

7.1. Les indicateurs de bien-étre et de mal-étre

En D’état actuel des connaissances, le niveau de bien-étre d’un animal s’apprécie en
déterminant ou il se situe entre les deux extrémes que constituent 1’harmonie et le mal-étre.
Elle procede donc de deux démarches complémentaires : la recherche des éléments qui
concourent a atteindre I’harmonie entre les besoins de I’individu et les conditions
environnementales (motivations de 1’animal) et I’évaluation des efforts d’adaptation de
I’animal placé dans un environnement qui s’éloigne des conditions idéales (Veissier &

Boissy, 2009).

Les critéres permettant d’atteindre 1’harmonie sont évalués par I’analyse des besoins des
animaux destinés a définir I’environnement idéal. Ces besoins peuvent étre connus a travers
I’¢tude de la physiologie, de I’ergonomie (niveau de confort de 1’animal) par le biais de tests
de préférence (Chaplin et al., 2000). La référence au comportement spontané de 1’animal et
I’observation sur de longues périodes au lieu de tests de courte durée permettent d’éviter des
conclusions hatives erronées (Veissier & Boissy, 2009).

Pour les critéres permettant d’évaluer le mal-étre, plusieurs indicateurs sont utilisés pour
apprécier les difficultés rencontrées par un animal dans une situation non optimale. Ce sont
des critéres comportementaux, physiologiques (réaction de stress), la capacité a produire et a
se reproduire, et enfin 1’état sanitaire.

7.1.1. Les criteres comportementaux

La premiere réponse d’un animal face a un événement extérieur est généralement de nature
comportementale. La forme de la réponse dépend de I’espéce et de critéres individuels tels
que I’age de I’animal. Elle semble conditionnée par le rapport de force entre I’individu et
I’objet du danger et a l’intérieur d’une méme catégorie d’individus, certains peuvent
systématiquement présenter des réponses passives alors que d’autres présentent des réponses
actives (Cf. « coping styles » §4.4).

A plus long terme, lorsque 1’animal ne dispose pas de substrats adéquats pour satisfaire un
besoin comportemental, des anomalies peuvent apparaitre dans [’expression des
comportements : reports d’activités vers un autre objet (activités de substitution) ou activités a
caractére stéréotypé (Figure 7). Par conséquent, dans un ¢levage donné, si un fort taux
d’activités de substitution, d’activités a vide ou de stéréotypies est relevé, on pourra
effectivement conclure a une certaine médiocrit¢ des conditions de vie des animaux.
Néanmoins les animaux qui présentent une forte fréquence de comportements anormaux ne
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sont pas forcément ceux qui souffrent le plus puisque ces activités constituent pour 1’animal
un moyen d’adaptation (Mason, 1991).

Répertoire nomal de I'espéce
Activité dirigée vers un objet précis

Absence de F'objsl

Activité dirigée vers un objet anormal

Ahsence de fout Fagghilites de
mawve menis reduifes

Activité a vide Stéréotypie
= activité fixe, répetée ef
sans but apparent

Figure 7. Apparition d’activités anormales selon les contraintes percues par I’animal.

Le répertoire comportemental d’un animal d’une espéce donnée comprend des activités généralement dirigées
vers des objets précis (interactions sociales vers un congéneére, activités alimentaires vers un aliment etc.). En
I’absence d’objets adéquats pour effectuer une activité particuliere pour laquelle I’animal est motivé, celui-ci
peut rediriger son activité vers un autre objet. En I’absence d’objet de substitution, des activités a vide peuvent
apparaitre. Enfin, lorsque les possibilités d’activités sont trés limitées, des stéréotypies peuvent apparaitre
(Veissier & Boissy, 2009).

7.1.2. Les criteres physiologiques

Deux grands types d’activation neuroendocrinienne découlent de situations de stress :
I’activation de la branche sympathique du systéme nerveux autonome et I’activation de I’axe
corticotrope (Mormede, 1995). La premicre aboutit a la libération de catécholamines au
niveau des terminaisons nerveuses et dans le sang. La seconde se traduit par la libération de
corticolibérine (CRF : Cortico-Releasing Factor) par I’hypothalamus, laquelle stimule la
production de corticotropine (ACTH : Adreno-Cortico-Tropin Hormone) par 1I’hypophyse qui
elle-méme stimule la libération de glucocorticoides par les surrénales. Le cortisol qui est le
glucocorticoide majeur des vertébrés est directement mesurable dans le plasma, mais les
conditions expérimentales de mesure sont déterminantes. Lorsque I’animal est soumis a un
stress chronique, le cortisol qui est un indicateur de stress aigu, ne varie pas forcément.

7.1.3. Les criteres de production

Lorsque les contraintes persistent, une baisse de 1’état général de 1’animal peut étre observée
au travers de critéres de production (baisse de croissance, d’appétit, difficultés de
reproduction). Ces altérations peuvent étre dues a I’activation des systémes neuroendocriniens
impliqués dans le stress (activation consommatrice d’énergie). Toutefois, si on peut supposer
un ¢tat de souffrance en observant une production amoindrie, I’inverse n’est pas valable.
Ainsi certaines pathologies peuvent étre associées a de fortes performances de production
(Sanotra et al., 2003). La présence de bons résultats zootechniques ne permet pas
systématiquement de conclure a I’absence de problémes liés au bien-Etre dans la mesure ou
certains animaux, dominés par les autres par exemple, peuvent avoir une production tres

28



Introduction générale

affaiblie sans que cela affecte de facon notable la moyenne du groupe (Veissier & Boissy,
2009).

7.1.4. Les criteres sanitaires

Dans un ¢élevage, I’apparition de pathologies liées a des agents pathogénes opportunistes peut
révéler un stress qui a conduit a une diminution des défenses immunitaires. Toutefois, il existe
des cas inverses ou le stress va induire une stimulation des défenses immunitaires (Siegel &
Latimer, 1975).

7.2. Les particularités des téléostéens

Les téléostéens possedent des structures nerveuses trés similaires au plan fonctionnel a celles
des vertébrés supérieurs qui sont impliquées dans le vécu émotionnel (Sneddon, 2002). De
plus, les téléostéens sont capables de mémoriser des informations sur le caractére aversif d’ un
événement en vue d’une utilisation ultérieure (Topal & Csanyi, 1999). Si certains auteurs
considérent que tous les vertébrés sont capables d’éprouver de la souffrance (Lazarus, 1993;
Scherer, 2001), la question n’est toujours pas tranchée de facon unanime pour les téléostéens.
A T’heure actuelle cependant, de nombreux auteurs considérent qu’ils éprouvent certains des
états physiques et émotionnels qui sont associés chez ’homme a la douleur, sans pour autant
avoir la méme conscience de la souffrance que les humains (Adron et al., 1973; Braithwaite &
Huntingford, 2004; Chandroo et al., 2004; Huntingford et al., 2006). C’est la raison pour
laquelle, une premiere recommandation pour la protection des téléostéens utilisés en élevage a
¢été adoptée par le Conseil de I’Europe le 5 décembre 2005 et est entrée en vigueur le 5 juin
2006. La plupart des critéres d’évaluation du bien-€tre évoqués précédemment (Cf. §7.1)
s’appliquent au cas des téléostéens (Barton, 1997; Wendelaar Bonga, 1997; Huntingford &
Adams, 2005). Dans la partie qui suit, nous évoquerons uniquement quelques points
spécifiques.

7.2.1. Les criteres comportementaux

Face a une situation de stress, un téléostéen peut exprimer une large gamme de réponses
comportementales. Comme le signale Conte (2004) dans sa revue consacrée au stress et au
bien-&tre des téléostéens d’élevage, puisque le stress peut provoquer des modifications
comportementales et qu’inversement, des modifications comportementales provoquées
peuvent induire du stress, la connaissance des comportements normaux de chaque espéce est
indispensable pour assurer leur bien-étre en conditions d’élevage. La cause initiale du stress
est souvent liée a un facteur environnemental (Cf. §5) et un changement de comportement
reflete la facon dont le téléostéen ressent ce changement (Schreck et al., 1997).

Les principales réponses comportementales sont les caractéristiques et performances de nage,
les postures, les réactions d’évitement, la chémoréception, le comportement alimentaire, la
réponse anti-prédateur et 1’apprentissage (Schreck et al., 1997). Une alimentation inadaptée,
en particulier au stade larvaire, conduit souvent a des malformations qui altérent le
développement de réponses comportementales adaptées a des situations de challenges
environnementaux (Fletcher, 1997). Inversement un stress aigu répété peut modifier le rythme
et la prise alimentaires du bar (Millot et al., 2010). Des valeurs excessives de dioxyde de
carbone provoquent des comportements de nage erratique chez le bar rayé (Conte, 2004), des
températures inadaptées altérent les performances de nage du tilapia (Tilapia mossambica)
(Kutty & Sukumaran, 1975), des pathologies induisent une modification du niveau d’activité :
forte activité au départ accompagnée de mouvements en surface, puis diminution de I’activité
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et 1éthargie (Warren, 1991). La réponse de fuite peut aussi étre altérée par la pollution
(Faucher et al., 2006), la température de 1’eau (Johnson et al., 1996) ou I’hypoxie (Lefrangois
& Domenici, 2006). Le stress peut également altérer les performances d’apprentissage chez le
saumon coho (Schreck et al., 1997).

Nous ne reviendrons pas sur les différentes pratiques d’élevage évoquées précédemment (Cf.
§5.1), ni sur les facteurs biotiques qui peuvent également constituer des sources de mal-&tre et
de stress (Cf. §5.2).

7.2.2. Les criteres physiologiques

Tout ce qui a été décrit chez les vertébrés supérieurs concernant les indicateurs
physiologiques du stress (Cf. §7.1.2) est valable pour les téléostéens. Ici, nous donnerons
quelques précisions sur les réponses primaires, secondaires et tertiaires observées chez les

téléostéens (Figure 8).

Cerveau
hypothalamus

Facteurs hypothalamiques (CRH)

Hypophyse

Fibres sympathiques
ACTH, MSH, b End

Rein antérieur

Réponses o
primaires Cellules chromaffines Cellules interrénales
Catécholamines Cortisol
. T | Glucose plasmatique t
Reponsgs 1l | Glycogéne hépatique 1
secondaires T 1| Acides gras libres plasmatiques 1
|| Balance hydrominérale +
1| Débit cardiaque 1+
1| Echange et transfert d ‘oxygéne 1
T | Flux sanguin branchial 1
. T | Activité natatoire
RBDOHSES Croi
o roissance H
tertiaires Reproduction 1
4| Immunité 1

Figure 8. Principales voies neuroendocriniennes d’intégration de la réponse au stress chez les téléostéens.
ACTH : adrénocorticotropine, MSH : hormone stimulant les mélanophores, b End : B-endorphine (d’aprés
Wendelaar Bonga, 1997 ; Prunet & Auperin, 2007).

Faisant suite aux réponses primaires aboutissant a la sécrétion de cortisol par I’interrénale et
de catécholamines par le tissu chromafin du rein antérieur, des réponses secondaires vont étre
provoquées telles que la respiration, le métabolisme énergétique, 1’osmorégulation et la
fonction cardiovasculaire (Prunet & Auperin, 2007) puis lorsque la situation de stress se
prolonge et que l’animal ne peut plus s’adapter, les modifications de ces fonctions
physiologiques peuvent entrainer des réponses tertiaires comme la perte d’appétit, la
réduction de croissance, le blocage de la reproduction, la chute de la réponse immunitaire
(systeme essentiellement non spécifique chez les téléostéens).

En pratique, un certain nombre de parametres sensibles au stress tels que 1’hématocrite et
d’autres parameétres hématologiques vont pouvoir étre mesurés pour évaluer le niveau de
stress des téléostéens (Soivio & Oikari, 1976). Le cortisol est probablement le paramétre le
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plus mesuré pour évaluer le stress, mais il existe de grandes différences interspécifiques avec
les niveaux d’élévation les plus importants chez les salmonidés qui sont des especes
métaboliquement actives (Davis & Parker, 1983). Une augmentation de la concentration
sanguine en glucose constitue un autre indicateur de stress trés sensible chez les téléostéens
(Wedermeyer & McLeay, 1981), mais avec des différences intra et interspécifiques elles-
mémes liées a des différences de sécrétion de catécholamines (Mazeaud & Mazeaud, 1981). 1l
en est de méme pour le lactate, produit final du métabolisme anaérobie, qui peut étre mesuré
chez les téléostéens pour étudier la réponse secondaire au stress (Barton, 1997).

7.2.3. L'amélioration du bien-étre en élevage

Le respect et le maintien des paramétres physico-chimiques propres a une espece, une densité
d’¢élevage adaptée, une limitation des manipulations et une attention portée aux changements
comportementaux des animaux et a ’apparition de maladies permettent de gérer en partie le
stress et d’améliorer le bien-étre (Conte, 2004).

Concernant la manipulation des téléostéens, Fernd et al. (2007) précisent que des
conditionnements a la peur non planifiés apparaissent fréquemment dans les élevages (par
exemple, I’association entre la présence de 1’épuisette et le stress de confinement conduit a
une réponse de fuite intense dés que 1’épuisette est placée a I'intérieur du bassin).
L’incertitude quant a la récompense ou a la « punition » associée avec les routines d’¢levage
pourrait bien augmenter les niveaux de stress. En conséquence, il pourrait s’avérer judicieux
d’éviter toute routine d’¢levage conduisant a un conditionnement a la peur non planifié et de
rendre ces routines prévisibles et de les associer a des événements positifs. Pour faciliter les
manipulations et réduire le stress, divers anesthésiants sont couramment utilisés en
aquaculture dont certains tels que le métomidate qui bloquent en plus la synthése du cortisol
et préviennent I’augmentation de glucose sanguin (Thomas & Robertson, 1991).

Le respect du bien-étre concerne également les phases d’abattage et de transport des
téléostéens. Le transport est une opération comportant de multiples phases qui devraient étre
organisées de fagon a minimiser le stress (Piper et al., 1982). Certaines espéces ne demandent
qu’un minimum de précautions (maintien de la qualité de ’eau et de la température) alors que
d’autres nécessitent des précautions spécifiques afin d’éviter des problémes de déséquilibre
ionique pouvant causer de fortes mortalités (McDonald & Milligan, 1997). Une période de
récupération lors de laquelle les téléostéens ne sont pas manipulés, est généralement observée.
Les téléostéens récuperent de leur réponse physiologique primaire liée a la manipulation et au
transport au bout de 6 a 24h, mais la récupération physiologique compléete peut prendre de 10
a 14 jours (Schreck et al., 1997). L’abattage quant lui, doit se faire rapidement et de facon a
minimiser la peur et la douleur avec des méthodes qui varient localement et d’un pays a
I’autre : choc électrique ou mécanique suivis d’une décapitation (méthodes jugées les plus
acceptables en terme de bien-étre), immersion dans la glace jugée moins acceptable (Conte,
2004).

Une autre possibilité pour améliorer le bien-étre est la sélection génétique de caractéres
physiologiques et/ou comportementaux favorisant une meilleure adaptation des
téléostéens a I’environnement d’élevage et une tolérance ou une récupération accrues au
stress. A ce jour, peu de caractéres de bien-étre ont cependant été sélectionnés a 1’échelle
industrielle a part la résistance aux maladies (Chevassus & Dorson, 1990; Gjedrem et al.,
1991). La faible réponse au stress basée sur la concentration sanguine en cortisol (Fevolden et
al., 1991; Fevolden et al., 1993; Pottinger & Carrick, 1999; Tanck et al., 2001; Fevolden et
al., 2002) et du lyzozyme (Fevolden et al., 2002) est également une perspective prometteuse.
La sélection de ces criteres passe par la mise au point de challenges standardisés et réalisables
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a grande échelle. Une « meilleure » adaptation peut aussi correspondre a sélectionner des
téléostéens possédant une plus grande plasticité phénotypique, mais le probléme dans ce cas,
est la difficulté de conduire une domestication universelle pour tout systéme d’élevage
(Vandeputte & Launey, 2004). L’interaction génotype-milieu conduira probablement a des
divergences importantes entre les différents sites d’élevage.

8. La structure de la these
Les deux objectifs principaux de ce travail (Figure 9) sont :

1) De caractériser des facteurs favorisant I’expression de la plasticité comportementale,
d’analyser la variabilité des réponses, de mieux comprendre les liens entre variabilité
morphologique et comportementale chez des especes de téléostéens d’importance écologique
et aquacole. Cette approche exploratoire vise 1’identification d’indicateurs précoces de
compétences comportementales ou de traits de personnalité utilisables dans des processus de
domestication et de sélection (incluant des critéres et objectifs basés sur ’adaptation, le bien-
étre et la santé des téléostéens). Certains de ces travaux ont pour objectif de mieux
comprendre des mécanismes évolutifs généraux tels que les variabilités comportementale et
morphologique chez de jeunes téléostéens qui pourraient favoriser dans la nature, 1’évolution
du polymorphisme.

2) De caractériser les effets de la domestication sur le comportement. Cette démarche
revient a identifier des indicateurs comportementaux sensibles a une ou plusieurs générations
de domestication. Elle servira également a déterminer les comportements adaptés au milieu
d’¢levage et au milieu sauvage dans la perspective de 1’amélioration des programmes de
repeuplement. Ces analyses sont essentiellement réalisées a travers une approche
comportementale, mais des indicateurs physiologiques, des indicateurs de croissance et
d’utilisation de I’aliment viendront parfois compléter les descriptions.
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Figure 9 : Objectifs de la thése visant a caractériser la plasticité comportementale en réponse a des facteurs
biotiques et abiotiques et de caractériser les effets de la domestication sur le comportement, dans le but
d’identifier des critéres adaptatifs potentiellement utiles pour I’amélioration du bien-étre des téléostéens en
élevage.

8.1. Les modéles biologiques

Trois modeles biologiques d’intérét économique ont €té retenus dans le cadre de cette thése
("omble chevalier Salvelinus alpinus, la truite commune Salmo trutta et le bar européen
Dicentrarchus labrax) sur la base de plusieurs critéres nous permettant de répondre aux
questions posées dans cette thése. Il s’agissait en effet de choisir des especes (i) tres
différentes en termes de cycle biologique, de physiologie et de comportement afin d’obtenir
des réponses exploitables a une plus grande échelle, (ii) possédant divers niveaux de
domestication/sélection mais aussi des populations sauvages de référence (bar et truite
commune) et (iii) des caractéristiques particulieres pour approcher les mécanismes de
I’écologie de 1’évolution (I’omble chevalier). Selon les expériences, les individus ont été
¢tudiés a des ages différents : du stade larvaire au stade adulte. Le stade larvaire désigne la
période qui suit le stade embryonnaire et précede le stade juvénile. Précisons que le terme de
larve est plutot réservé aux téléostéens marins qui possedent en général des ceufs pauvres en
vitellus (cas du bar). La différence entre le stade larvaire et le stade juvénile ne se traduit pas
toujours par une métamorphose trés marquée. Chez le bar, le début de la phase juvénile n’est
pas strictement défini par un événement unique. Certains auteurs considérent que c’est la
différentiation de I’estomac qui indique la fin de la période larvaire. Chez les salmonidés,
chez qui les ceufs sont relativement riches en vitellus, les individus possédent déja un estomac
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fonctionnel au moment de la premiére nutrition exogene, 1’usage courant les désignant sous le
terme d’alevins plutdt que celui de larves (Gatesoupe et al., 1999).

8.1.1. L’'omble chevalier

L’omble chevalier est un téléostéen arctique de 1’ordre des salmoniformes et de la famille des
salmonidés ayant une distribution boréale circumpolaire. Il est commun dans les régions
arctiques et subarctiques de 1I’Amérique du nord et de I’Europe (Guillard et al., 1992).
L’espece peut se rencontrer dans des milieux trés différents (lacs, rivieres, mers) sous des
formes migratrices anadromes ou sédentaires. Elle est caractérisée par une forte plasticité
phénotypique qui s’est exprimée au cours de I’évolution a travers les adaptations locales
postglaciaires (Skulason et al., 1992). La variabilité des propriétés physiques et biologiques
des systémes d’eau douce en Islande est liée en grande partie a 1’age et a la nature du substrat
volcanique qui forme diverses parties de 1’1le au méme titre que la végétation, le climat et
I’activité humaine (Gardarsson, 1979; Gudjonsson, 1990). Cette variabilité phénotypique
touche de nombreux caracteres dont la taille des ceufs (entre 4,5 et 5 mm), divers aspects
morphologiques liés a la nage et a I’alimentation, diverses caractéristiques comportementales
en relation avec 1’habitat, I’alimentation et la reproduction (Skulason et al., 1992; Skulason &
Jonsson, 1999).

Outre son intérét considérable pour une meilleure compréhension de mécanismes évolutifs,
cette espece est également élevée en aquaculture. Depuis les années 80, la production de
I’Omble chevalier est en augmentation constante, principalement en Islande, au Canada et
dans les pays du nord de I’Europe. L’Islande est a ce jour le plus important producteur
d’Omble chevalier. Il s’agit d’une espéce a forte valeur ajoutée qui a atteint en 2007 sa
production maximale (3515 tonnes) dont pres de 60% pour I’Islande (Statistiques FAO,
2009). La population du lac Olvesvatn (65°58 N; 20°04° O), fait ’objet d’un programme de
sélection au Holar University College (Islande), désignée en 1993 comme le centre de recherche
de référence sur I’Omble chevalier en Islande. Cette population sera utilisée dans le cadre des
expérimentations réalisées en Islande.

8.1.2. La truite commune

La truite commune est un téléostéen de la famille des salmonidés répartie originellement en
Europe et dans le Nord de I’Afrique (Bagliniére, 1999). Des études génétiques (Ferguson &
Fleming, 1983; Krieg & Guyomard, 1985; Guiftra, 1993; Presa-Martinez et al., 1994) ont révélé
une trés grande diversité de cette espéce en Europe occidentale avec 1’identification de trois
rameaux ¢évolutifs pouvant s’apparenter a des sous-espeéces géographiques. Il existe trois formes,
en riviere, mer et lac, pouvant cohabiter sur un méme réseau hydrographique. Cette espéce
posseéde une grande capacité d’adaptation a différents milieux et une forte tolérance vis-a-vis des
changements d’habitat (Baglinicre, 1999), mais apprécie les eaux riches en oxygeéne ne dépassant
pas 20°C et en riviere, des fonds de pierres ou de graviers. De toutes les especes de salmonidés, il
s’agit de celle qui s’est le mieux établie et d’'une maniere trés large en dehors de son aire de
répartition (Bagliniére, 1999). La ponte a lieu en automne dans les eaux courantes lorsque la
température baisse jusqu’a 6-7°C et la taille des ceufs est d’environ 4 mm (Lobon-Cervia et al.,
1997) pour un poids frais compris entre 60 et 80 mg (Einum & Fleming, 1999). Passé le stade
alevin, la truite abandonne la vie en groupe, mais reste la plupart du temps cachée sur le fond.
Cette espece, plus fragile que la truite arc-en-ciel a une faible croissance en eau douce et n’est
donc quasiment pas élevée pour sa chair en pisciculture continentale. En revanche, son intérét
économique réside dans le fait que les truites produites sont pour la plupart destinées au
repeuplement et commercialisées a des ages divers en fonction des besoins des sociétés de péche.
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La truite n’a fait I’objet que d’une seule expérience dans le cadre de cette thése, mais son intérét
est grand dans le cadre de la caractérisation des effets de la domestication, dans la mesure ou elle
fait partie des especes les mieux connues en Europe (Bagliniére & Maisse, 2002) et que I'INRA
possede plusieurs lignées sélectionnées et une grande connaissance des populations sauvages.
Deux lots ont été comparés dans cette expérience (Tableau 1) :

1) Un lot sauvage provenant du rameau méditerranéen constitué a partir de géniteurs
prélevés dans une zone indemne de repeuplement (Bassin du Fier, Haute Savoie). Le
taux d’introgression pour cette souche ¢était de 4.4%. Au total, 16 males et 11 femelles
ont été utilisés pour réaliser le plan de croisement. Une premiére génération a été
produite en captivité pour réaliser une F2 résultant du croisement entre 13 femelles et 9
males sauvages (lot SS, 1000 ceufs fécondés) et elle a constitué notre modele
expérimental.

2) Un lot provenant du croisement entre 13 femelles sauvages et de 10 males provenant
d’une souche synthétique de I'INRA (30 a 40 générations de domestication ; lot SD, 600
ceufs décondés).

Tableau 1. Plan de croisement utilisé pour I’obtention des juvéniles testés dans le cadre de la
these. S : Sauvage ; D : Domestiqué.

9 males sauvages 10 males domestiqués
(Bassin du Fiers) (souche INRA)

13 femelles
sauvages Lot SS (1 000 ceufs fécondés) Lot SD (600 ceufs fécondés)
(Bassin du Fiers)

8.1.3. Le bar européen

Le bar européen est un téléostéen de I’ordre des perciformes et de la famille des Moronidés. 11
s’agit d’une espéce marine eurytherme et euryhaline dont 1’aire de répartition naturelle
comprend les cotes Atlantiques (de la Norvége au Maroc), la Méditerranée et la mer noire.
Cette espece fraie dans les eaux dont la salinité est inférieure a 35%o, prés des embouchures
des rivieres et des estuaires ou dans les zones littorales ou la salinité est supérieure a 30%eo.
Les ceufs sont pélagiques et de petite taille (1,02-1,39 mm) et contrairement aux salmonidés,
I’éclosion donne suite a un stade larvaire. Dés 1’ouverture de la bouche, les larves de bar qui
occupent le méroplancton littoral, vont étre caractérisées par des comportements de prédation
mettant en jeu un stimulus visuel (Barnabé, 1989). Au stade juvénile, cette espéce va occuper
la zone littorale, les étangs ou les estuaires au printemps avant de gagner la pleine mer a
I’automne. A 1’age adulte, le bar jusque-la pélagique, devient démersal vivant le plus souvent
au voisinage du fond. C’est a partir de ce moment que le caractére ubiquiste de cette espeéce
est acquis. Des phénomenes de grégarisme ont été mis en évidence en captivité et observés en
milieu naturel chez des spécimens de 30-40 mm (Barnabé, 1978).

Il s’agit d’une espece de grande importance commerciale qui fait partie des quelques especes
pionni¢res de I’aquaculture marine. C’est en France, dans les années 80 qu’a démarrée la
production de cette espece avant de se développer en Europe, essentiellement dans le bassin
Meéditerranéen pour atteindre en 2000, le seuil des 50 000 tonnes (Source FAO, 2006).
Plusieurs groupes de bars ont été utilisés dans le cadre de cette these :
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1) Un lot de larves issu de I’Ecloserie Marine de Gravelines (France) dont I’origine
génétique n’est pas réellement connue (probablement issu d’une cinquiéme génération
de domestication et de sélection sur la longueur) et qui a été utilis¢é comme standard

industriel.

2) Un lot de juvéniles issu de I’entreprise de grossissement Aquanord (France),
précédemment produit a I’Ecloserie Marine de Gravelines et également utilisé comme

standard industriel.

3) Un lot de bars sauvages capturés dans le milieu naturel (sur la cote Méditerranéenne,

au cap d’Agde: 43° 58’ N; 03° 30’ 19°’E) a I’¢état de larves.

4) Deux lots sélectionnés a la station Ifremer de Palavas sur les performances

de

croissance en relation avec deux types d’aliments expérimentaux isoénergétiques
(Figure 10) : un aliment dont les lipides et les protéines proviennent exclusivement de
maticres premicres d’origine végétale (Vg) et un aliment a base de matiéres premicres
d’origine marine (Mar) (projet FUI Vegeaqua). Les deux lots sont le résultat d’un
croisement factoriel complet entre 9 meres et 25 peres, les 225 familles ayant été
¢levées en commun depuis le stade de I’ceuf. Ils sont nourris avec les aliments
expérimentaux a partir d’un poids initial de 2,5 g. A 20 g, les individus sont marqués a
I’aide d’un PIT tag et un échantillon d’ADN est prélevé pour assignation a posteriori

des parentés a I’aide de marqueurs microsatellites.
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Figure 10 : Lots de bars sélectionnés sur des critéres de croissance a la station Ifremer de Palavas-les-Flots.
Vg : lot nourri avec de I’aliment expérimental constitué de 100% de matieres premieres d’origine végétale ;
Mar : lot nourri avec de I’aliment expérimental constitué de 100% de matieres premiéres d’origine marine ;
TC+ : taux de croissance les plus élevés ; TC- : taux de croissance les plus faibles ; M : lots possédant un taux
de croissance moyen. Le cercle en pointillés désigne les deux lots de 300 individus utilisés dans le cadre de la
caractérisation comportementale.

8.1.4. Les études réalisées dans le cadre de cette these

Les deux objectifs de la thése structurent ce manuscrit en deux parties. Les divers lots,
variables étudiées et techniques utilisées sont résumés dans le tableau 2.

Dans la partie 1 (Plasticit¢ comportementale) certains facteurs abiotiques et biotiques
pouvant agir sur la plasticité comportementale, sont étudiés :

-Chapitre 1 : ’influence d’un premier facteur abiotique (un refuge artificiel) sur le
comportement (mobilité), les performances d’élevage (poids, taille), la survie et la date
de premiére alimentation exogéne de I’omble chevalier, est étudiée durant la phase
d’alimentation endogene.

-Chapitre 2 : le second facteur abiotique testé est I’influence d’un aliment constitué¢ de
100% de lipides et de protéines d’origine végétale sur le comportement du bar. Dans
un premier temps, le comportement alimentaire (quantité d’aliment demandée, ingérée
et gaspillée, rythme alimentaire) sous self-feeder (distributeur d’aliment a la demande)
est comparé a celui d’un lot témoin nourri avec de 1’aliment classique. L’étude est
focalisée sur la phase d’apprentissage sur self-feeder (30 premiers jours). Tous les
individus sont marqués par un PIT-Tag. Dans un second temps, nous comparons les
capacités cognitives et 1’exploration (variables cinématiques, temps passé dans chaque
zone) de 10 individus de chaque lot, testés un par un dans un labyrinthe en T doté de
symboles associés a une récompense (présence d’un congénere derriére une paroi
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transparente totalement étanche). Le statut physiologique de ces individus est
¢galement testé (variables sanguines dont le glucose et le cortisol).

-Chapitre 3: Dinteraction de deux facteurs biotiques (la taille de P’ceuf et
I’environnement social) sur le comportement alimentaire, la mobilité et 1’agressivité
est analysée dans une expérience réalisée sur des juvéniles d’omble chevalier
observés a différents ages a partir de la période de premicre alimentation exogene.
L’influence relative de ces deux facteurs est estimée a partir de la comparaison de
conditions d’isolement (isolement depuis 1’éclosion versus isolement a court terme) et
de groupe (groupes mixtes en taille versus groupes homogénes).

-Chapitre 4 : une expérience réalisée sur le bar (lot standard industriel) sous self-
feeder, permet de tester I’influence d’un facteur abiotique (le tri, pratique d’élevage
courante en aquaculture, cf.4.1.2) puis d’étudier, I’influence du facteur biotique qui en
découle, a savoir, I’influence de la structure en taille de deux lots (tri¢ ou non) sur
diverses variables : le comportement alimentaire (quantit¢ d’aliment demandée,
ingérée et gaspillée, rythme alimentaire), la structure sociale (basée sur le niveau
d’activation du self-feeder), les performances de croissance et le statut physiologique
des téléostéens (parametres sanguins dont le glucose).

-Chapitre 5 : une expérience menée sur les mémes lots, a permis de comparer les
mémes variables avant et apres 1’application d’une période de jeline afin de déterminer
le role de la motivation alimentaire sur 1’acquisition du statut de manipulateur
principal. La comparaison des structures sociales établies dans ces deux conditions
permet de tester I’hypothése de traits de personnalité gouvernant 1 activité
d’alimentation a la demande chez le bar et d’estimer son niveau de plasticité.

Dans la partie 2 (domestication versus sauvage) les effets de la domestication sur le
comportement des individus sont étudiés en s’appuyant sur la comparaison de lots sauvages et
domestiqués.

-Chapitre 6 : ’activité de nage (variables cinématiques) est comparée entre deux lots
SS et SD (Cf. §8.1.2) de truites juvéniles avant et apres I’application d’un stress sous
forme d’une courte phase de 5 minutes d’obscurité suivi d’un rétablissement brutal de
la lumiere. L’appartenance au groupe d’origine (Fier x domestique atlantique ou Fier x
Fier) est vérifiée par génotypage. Cette comparaison permet d’évaluer 1’influence
d’une hybridation sauvage x domestiqué sur le comportement de la truite.

-Chapitre 7 : I’effet de la domestication sur le comportement de la larve de bar est
abord¢ par la comparaison d’un lot de larves sauvages capturées dans le milieu naturel
et d’un lot de larves domestiquées. Diverses variables cinématiques ainsi que le taux
de réponse de fuite, sont ¢té analysés sur des larves placées individuellement dans des
enceintes et soumises a un stimulus (tige lachée dans I’eau). L’expérience est répétée a
différents ages afin d’évaluer I’impact de la captivité sur le comportement des larves
sauvages.

-Chapitre 8 : le comportement d’exploration (variables cinématiques et temps passé
dans chaque zone) de juvéniles de bars sauvages et domestiqués est testé
individuellement dans un labyrinthe en T avec un congénére non familier placé
derriére une paroi transparente a 1’extrémité d’un des bras. Cette expérience permet
d’évaluer I’impact de la domestication sur le comportement social, sur le
comportement natatoire, 1’exploration en situation de challenge (découverte d’un
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environnement non familier) et de tester la possibilité d’utiliser un congénére non
familier en tant que récompense associée a un apprentissage.

-Chapitre 9 : dans un autre type de labyrinthe en T dont chacune des deux extrémités
est dotée d’une paroi transparente derriére laquelle est placé un individu familier ou
non (sauvage ou domestiqué), deux lots de 20 bars sauvages et domestiqués sont
testés individuellement en se référant aux mémes variables que celles décrites pour le
chapitre 8. Cette expérience permet de tester la capacité de reconnaissance visuelle et
d’évaluer I’influence de la domestication sur la reconnaissance visuelle.

-Chapitre 10: les capacités cognitives et 1’exploration (variables cinématiques,
temps pass¢€ dans chaque zone) de 10 bars juvéniles sauvages et domestiqués sont
testées individuellement dans un labyrinthe en T doté de symboles associés a une
récompense (présence d’un congénere derriére une paroi transparente totalement
¢tanche).

Tableau 2 : Récapitulatif des différentes parties et chapitres de cette thése, du matériel biologique, des facteurs
testés, des variables étudiées et des techniques ou méthodes utilisées. Vg : lot nourri avec de I’aliment constitué
de 100% de matieres premiéres d’origine végétale ; Mar : lot nourri avec de I’aliment constitué de 100% de
matieres premieres d’origine marine ; S : lot sauvage ; D : lot domestiqué ; SS : lot sauvage ; SD : lot hybride
(sauvage X domestiqué).

Exploration

Partie/Chapitre Matériel hiologigue Facteurs testes Variahles étudices Technigues ou méthodes utilisées
11 Ommble chevalier Abiotique IMobilité Enwregistrements et analyses vidéo
(refuge artificiel) Croissance
Survie
Premiére nuttition exogéne
112 Bar Abiotique Compottement alimentaire PIT tag
Lots VG et MAR (aliment wé gétal) Croissance Belf-feeder
Statut plersiologigque Analyses de sang
Apprentissage/Cognition Labyrinthe
Compottement natatodre Enwregistrements et analyses vidéo
Exploration
113 Omble chevalier Biotigues Comportement alimentaire Entegistrement vocal
(taille de 'enf x Mobilité
strvironnement social) A gressivité
1/4 Bar Abiotique/Biotique Comportement alimertaire FIT tag
SBtandard industriel (tei) Croissance Self-feeder
Structure sociale Analyszes de sang
Statut plarsiologigque
145 Bar Abiotique Comportement alimertaire FIT tag
Standard industriel (jeline) Croissance Self-feeder
Htructure sociale Analyses de sang
Statut plersiologigque
28 Truite Réponse & un stimulus Compottement natatoire Enregistrements et analyses vidéo
Lots 33 et 3D Iuminen
7 Bar Réponse & un stimulus Taux de réponse de fuite Stimulus standardisé
LotsDet3 mécanigue et wisuel Compottement natatodre Enregistrements et analyses vidéo
Exploration
8 Bar Congénére non familier Comportement natatodre Enregistrements et analyses vidéo
Lots Detd Exploration
9 Bar Congénére non familier vs. Comportement natatodre Enregistrements et analyses vidéo
Lots Det 3 fatrdlier Exploration
1o Bar Cognition Apprentissage/Cognition Enregistrements et analyses vidéo
Lots Det 3 Compottement natatodre




Partie 1 : Plasticité en réponse a des facteurs biotiques et
abiotiques
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Chapitre 1

Impact of a new artificial shelter on Arctic charr
(Salvelinus alpinus, L.) behaviour and culture performance
during the endogenous feeding period

D. Benhaim, C.A. Leblanc, G. Lucas

Aquaculture, 2009, 295, 38-43
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Résumeé

Nous abordons dans ce premier chapitre 1’influence d’un facteur abiotique, la présence d’un
refuge artificiel, sur le comportement de I’omble chevalier a un stade de développement tres
précoce puis les conséquences sur les performances d’élevage qui en découlent sont
analysées.

Il est bien connu que les refuges sont d’une importance majeure chez de nombreuses especes
de téléostéens que ce soit dans un contexte naturel ou d’¢levage. Le comportement de
recherche de refuge de 1’omble chevalier a ét¢ cependant peu étudi¢ dans un contexte
aquacole. Ici, nous testons I’utilisation d’un nouveau type de refuge constitu¢ d’un drain
agricole coupé en deux et analysons les effets sur les performances d’¢levage et le
comportement de 1’omble chevalier durant la période de nutrition endogene. Ce dispositif
présente des sillons dans lesquels les alevins viennent spontanément se placer en position
verticale. Une premicre expérience a comparé 1’activité des ombles en présence ou non d’un
refuge disposé dans les compartiments d’un incubateur. Tous les individus ont été mesurés a
122, 158 et 190 jpf (jours post fertilisation) et observés a 126, 139 et 157 jpf. Les ombles
disposant d’un refuge ont montré de meilleures performances de croissance, une mortalité
plus faible et ont entamé le stade de premicre nutrition exogeéne environ six jours plus tot que
les individus qui n’en disposaient pas. Ces performances sont clairement associées a une
mobilité beaucoup plus faible chez les individus disposant d’un refuge. Ainsi a 126 jpf, tous
les ombles disposant d’un refuge sont immobiles tandis que les autres sont caractérisés par
des mouvements stationnaires horizontaux (86%) ou nagent contre le courant (7%). A 157 jpf,
85% des individus sans refuge sont immobiles contre 95% des individus avec refuge. Le plus
souvent, un seul individu par sillon est observé et une valeur moyenne de 2.4 sillons est
maintenue entre deux individus successifs durant toute 1’expérience. La seconde expérience
est un test de préférence ou les individus ont été placés dans des compartiments similaires,
mais occupés par la moiti¢é d’un refuge. Dans cette configuration, 61% des individus sont
localisés sous le refuge a 122 jpf alors qu’a 157 jpf, 58% sont situés sur le refuge et 42 % sont
en dehors du refuge.

Ces résultats révelent une plasticité des caractéristiques comportementales chez 1’omble
chevalier en présence d’un nouveau type de refuge artificiel a un stade de développement tres
précoce. Ce refuge permet aux individus de se positionner verticalement sans produire de
mouvement latéral et de choisir par eux-mémes leur localisation tout au long de leur
développement. Ce dispositif pourrait donc étre utilis¢ pour améliorer les performances
d’¢levage et le bien-étre de I’omble chevalier durant la période de nutrition endogene.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Shelter is of major importance in many species of fish both in the wild and in aquaculture. Sheltering
Received 28 January 2009 behaviour of Arctic charr has been poorly studied in aquaculture. A new type of shelter made of PVC

Received in revised form 12 June 2009

agricultural drain cut in half was tested on culture performance and behaviour during the endogenous
Accepted 15 June 2009

feeding period. This device offered grooves where alevins could position themselves and lie in a vertical
position. A first experiment compared fish with and without shelter in incubator compartments. All fish were
L measured at 122, 158, and 190 days post fertilization (dpf) and observed at 126, 139 and 157 dpf. Fish
Mobility . . .
Crowth provided with shelter showed better growth performances, lower mortality and started first exogenous
Preference test feeding about six days later compared to fish without shelter. These effects from shelter provision were also
Salmonids associated with much less mobility in fish provided with shelter. At 126 dpf, all fish provided with shelter
were immobile while other fish displayed horizontal stationary body movement (86%) or swam against the
water current (7%). At 157 dpf, 85% of fish without shelter were immobile compared to 95% in fish provided
with shelter. Both categories displayed stationary body movements. In most cases, there was one single fish
per groove and a stable average value of 2.4 grooves was maintained between two successive fish throughout
the study. The second experiment was a preference test where the fish were placed in similar compartments
but occupied by a half shelter. We found that 61% of the fish were located under the shelter at 122 dpf while
at 157 dpf, 58% were on the shelter and 42% out of the shelter. The present results revealed Arctic charr
behavioural characteristics in the presence of a new type of artificial shelter at very early stages of
development. This shelter enables the fish to stabilize in a vertical position without producing any movement
and to choose by itself its favorite location throughout development. This device could be used to improve
Arctic charr growth, performance and fish welfare during the endogenous feeding period.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords:

1. Introduction substrates (e.g. fine sand versus coarse gravel). Sheltering behaviour

was beneficial as it led to higher survival even when predators were

Cryptic or sheltering behaviour has been extensively documented  excluded (Smith and Griffith, 1994). Indeed, the presence of rocks

in fishes, including the European minnow (Phoxinus phoxinus (L.)  allowed trout to shelter in spaces between rocks which provided them

(Greenwood and Metcalfe, 1998), coho salmon Oncorhynchus kisutch  with a reduction in day-time energy expenditure. A number of other

(Walbaum), steelhead trout Oncorhynchus mykiss (Walbaum) (Bus-  advantages of sheltering behaviour have been reported in the

tard and Narver, 1975), Atlantic salmon Salmo salar (L.) (Cunjak, 1988) Jjterature including thermal regulation and avoidance of high water

and the coelacanth Latimeria chalumnae (smith) (Fricke et al., 1991). It flows (Valdimarsson and Metcalfe, 1998), avoidance of anchor ice

has been reported that among these species, salmonids show some  (Heggenes et al., 1993; Whalen et al., 1999), and protection from light
kind of sheltering behaviour during the day in winter (Cunjak, 1988; at cold temperatures (Cunjak, 1988; Contor and Griffith, 1995).

Heggenes et al., 1993; Greenwood and Metcalfe, 1998). The occurrence Sheltering behaviour is of great importance at early life stages in
of such behaviour has been linked to risk of predation, light intensity fishes. For example, it is known that juvenile salmonids shelter in
and/or developmental stages (e.g. Valdimarsson and Metcalfe, 1998;  streambed interstitial spaces to avoid predators (Griffith and Smith,
Klemetsen et al., 2003). 1993; Heggenes et al., 1993; Valdimarsson and Metcalfe, 1998). This

Field and laboratory studies (Smith and Griffith, 1994, Suttle etal,  pehaviour has also been reported in Arctic charr (Salvelinus alpinus)

2004) have compared salmonid performance in very different  juveniles in very shallow water and close to the shore of the lake
where they showed a clear preference for boulder and bedrock

* Corresponding author. Tel.: +33 2 33 88 73 38; fax: +33 2 33 88 73 39, substrates (Klemetsen et al., 2003). Overall, sheltering behaviour and
E-mail address: david.benhaim@cnam.fr (D. Benhaim). availability of refuges seem to benefit alevins and juveniles of

0044-8486/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aquaculture.2009.06.024


mailto:david.benhaim@cnam.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2009.06.024
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00448486

D. Benhaim et al. / Aquaculture 295 (2009) 38-43 39

salmonids in terms of growth and avoidance of predator. However
little is known about the sheltering behaviour of yolk-sac alevins and
especially the benefits of such behaviour.

The recognized importance of sheltering behaviour in natural
conditions has led to experiments in salmonid aquaculture in order to
promote growth. This interest is driven mostly by the fact that yolk-
sac alevins and later alevins incubated in hatcheries are often smaller
than wild ones, even if they come from the same sized eggs (Quinn,
2004). In the hatchery, yolk-sac alevins and alevins are commonly
reared on flat-screened hatching trays without any substrate, which
may lead to increased swimming activity and decreased growth due to
the increasing energy expenditure (Bailey and Taylor, 1974; Leon,
1975; Dill, 1981). Several attempts have been made to achieve a more
natural environment in the hatchery by using gravel or artificial
substrates in the trays (Leon and Bonney, 1979; Leon, 1975; Dill, 1981).
Artificial substrates included polyethylene astro-turf (Hansen and
Torrissen, 1984; Nortvedt, 1986) and other inert synthetic shade
materials (Coulibaly et al., 2007). Arctic charr embryos reared in
gravel during the endogenous feeding period showed higher yolk
conversion efficiency, and converted more yolk to body tissue when
compared to alevins reared on a flat bottom (Alandrd, 1993). However,
gravel is not a suitable substrate in aquaculture because of the risk of
fungal infections and the difficulty of removing embryos mechanically
without injuring them (Alandrd, 1993). Instead, Alandrd (1993)

A

suggested the use of some temporal, easily removable artificial
substrate. When incubators with artificial substrates are compared
to the traditional flat-screened system, artificial substrates have been
shown to improve fish growth and survival during feeding (Leon,
1975; Leon and Bonney, 1979; Eriksson and Westlund, 1983; Hansen
and Moller, 1984; Hansen, 1985).

In Icelandic Arctic charr farming, a specific type of astro-turf mat is
placed underneath the eggs some time before hatching. The mat is
supposed to simulate the natural environment and be a kind of shelter
or supportive element to the yolk-sac alevins. In the mats there are
narrow furrows which individuals can enter when they hatch. It has
been hypothesized that in this system the yolk-sac alevins do not
move much and use yolk sac nourishment preferentially for growth.
Here we test the potential benefits of a new type of artificial shelter for
early developmental stages of Arctic charr in culture. The system
tested in this study has similar properties to the mat described above
and provides the yolk-sac alevins with both substrate and shelter, but
the device also allows for behavioural observations throughout the
development process. Other advantages of this device include ease of
cleaning and facilitation of the transfer of embryos at the onset of
feeding.

The objective of this study was to examine the importance of this
new device for the behaviour (mobility) and culture performance of
free swimming Arctic charr embryos, from hatching and until the

4 mm

30 mm

7 mm

Fig. 1. Shelter made of agricultural drain. (A) Overall view of the shelter. (B) Lateral view showing shelter height and the distance between two slots. (C) Overhead view showing
external and internal diameters, distance between two central slots and height of one groove. (D) Magnified view of internal part of the shelter showing slot dimensions (lenght and

width) and the groove width.
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onset of first feeding. We approached this objective by addressing
three main questions:

1) What is the influence of the device on fish behaviour, survival,
growth, and the date of first feeding?

2) How do fish use the device throughout the yolk-sac alevin period?

3) Do yolk-sac alevins prefer to use the device or a flat bottom?

2. Materials and methods
2.1. Fish and experimental set-up

In the study we used Arctic charr from Hélar University College
breeding program. The experimental fish came from the fertilization
of eggs from 13 females with the sperm from one male on 19th of
November 2007. After hatching, juveniles were placed in three EWOS
hatching trays (39.5x42.5x 17.2 cm). In each EWOS tray, we installed
six compartments (39.5x7x17.2 cm) as the arena for observations.
The three trays were placed randomly in one tank (250 L) and moved
each week to reduce the impact of small differences in environmental
variables such as temperature, light, or oxygen availability.

The shelter was easy to build and made of yellow PVC agricultural
drain (Raudren G, DN 80, produced by Rehau company) cut in half
(80 mm external diameter). The pipe had both internal and external
grooves. We created a shelter by cutting a 39.5 cm length of this pipe
which had 53 grooves on both sides (Fig. 1). The shelter had holes in it
that allowed water to flow through the internal part of the device.

Water temperature was maintained at 4.9 + 0.5 °C throughout the
observation period and water level was held at 12 cm in each
compartment. The flow rate was 53 mls~' in each compartment.
Opaque black plastic covered the trays to reduce any disturbance to
the fish. The plastic was removed during observations, but light was
kept below 501ux at the water surface.

2.2. Experiments

We conducted two experiments to estimate the importance of the
shelter for the fish. The first experiment focused on growth, survival
and behaviour. The second experiment focused on examining if the
yolk-sac alevins selected the shelter over no shelter. Both experiments
started on the 17th of March 2008, when the fish had hatched.

In the first experiment 12 compartments were set up, six assigned
with a shelter treatment and six with a no shelter treatment i.e. plain
flat bottom. Shelters were created by covering the inner surface on the
floor of the compartment with PVC agricultural drain in the
longitudinal direction (flow direction). We randomly assigned 100
fish from a pool of the 13 families to each compartment. To measure
growth throughout the experiment, a sample of 20 fish were collected
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Fig. 2. Mean £ S.D. Weight difference in fish. Fish were weighted at three different dates
expressed in days post fertilization (dpf). Star over bar indicates significant difference

(Mann-Whitney test, p<0.05).
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Fig. 3. Mean+S.D. Behavioural activity in fish provided or not with shelter during
endogenous feeding period at three different dates expressed in days post fertilization
(dpf). Im: Immobility, St: Horizontal stationary body movement, SAC: Swimming against
current. Star over bar indicates significant difference (Mann-Whitney test, p<0.05).

from each compartment at 122, 158 and 190 days post fertilization
(dpf). Age of fish referred to day post fertilization (dpf) since hatching
is influenced by many epigenetic and environmental stimuli and thus
is a poor indicator of developmental state (Balon, 1985).

The fish were anesthetized using 2-phenoxyethanol (0.3 ml1™1)
and weighed (to the nearest 0.0001 mg). The fish were then allowed
to recover and released back into their compartments. At 190 dpf
length (to the nearest mm) was measured as well in order to calculate
condition factor K for each fish using the formula: K= W/L> where W
is weight (g) and L (mm) the total length. Specific Growth Rate (SGR)
was also calculated using the following formula:

SGR (% body weight per day) = 100 (Ln BWf-Ln BWi)/t where BWf
and BWi are the final and the initial mean body weight (g)
respectively and t the number of days.

Mortality was recorded and dead fish removed every day during
the two months the experiment was conducted. For data analysis, the
total number of fish that died each week was used.

When more than 50% of fish in a compartment displayed foraging
activity we designated that as the date of first feeding (in dpf). We
could estimate approximately when this was going to happen and for
10 days around the date of first feeding, the fish were observed for
5min after food delivery to detect foraging.

At 126, 139 and 157 dpf, fish behaviour was measured. A camera
(Canon XL2) was placed 70 cm above the tray, thus allowing for
recording of four compartments at the same time. The compartments
were videotaped for 2min that started when the opaque plastic was
slowly removed. To ensure the mobility was not overestimated, the
first minute of the video sequence was not used for the data analysis.

One minute into the video, a unique scan sample (Altmann, 1974)
of all fish was performed. Five behavioural variables were recorded:
Immobility, Horizontal stationary body movement, Speed swimming
as defined by Benhaim et al. (2003), and Swimming against current
which corresponds to a fish movement clearly oriented against the
current. The position of fish in compartments provided with shelter
was also recorded as either: on the shelter, or under the shelter. An
index was created to examine the space between fish. The scores were
0 when two fish were in the same groove, 1 when one fish was in one
groove and one fish was in the next one, 2 when two fish were
separated by one empty groove etc. The number of fish in each groove
expressed in percentage of groove occupancy was also examined.

The second experiment took place in six compartments where a
shelter device, similar plastic pipe as described in the first experiment,
was placed. Here, the device covered only half the length of each
compartment, dividing the compartment in two equal parts: bottom
covered with the device (shelter) and plain bottom (no shelter).
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Thirty fish were introduced in each compartment at 5:00 pm. The next
day at 10:00 am, the numbers of fish on, under and out of the device
were counted. This preference test was run at 122, 137 and 157 dpf.

2.3. Data analysis

The results of the two experiments were compared using t-tests
and one way ANOVA, with Scheffe post-hoc tests. When the data did
not fulfill requirements of homoscedasticity and normality of the
residuals we used Mann-Whitney and Kruskal Wallis tests. Z, the
normal approximation to the Mann-Whitney test, was reported when
sampling size was greater than 20 (Zar, 1996). To test for the effects of
shelter on body weight, condition factor, and behavioural items at
each date, a t-test or a Mann-Whitney test were used. Effects on
mortality and day of first feeding were tested using a Mann-Whitney
test. The averaged space between two fish in compartments provided
with shelter, and the number of fish under or on shelter were
compared between dates (126, 139, 157 dpf) using a Kruskal Wallis
test. The percentages of groove occupancy were tested using ANOVA,
where the type of groove occupancy (0, 1, 2 or 3 fish per groove) and
date (126,139,157 dpf) were defined as fixed factors. Post-hoc Scheffe
tests were conducted to compare the differences between the three
different groove occupancy types.

The preference test was conducted using ANOVA, where fish
location (under, on or out of the shelter) was defined as fixed factor.
Post-hoc Scheffe tests were conducted to compare the differences
between the three locations.

All statistical analyses were conducted in SPSS 14 (SPSS, Inc.,
Chicago, Illinois, U.S.A.).

3. Results
3.1. Culture performances

Body weight at the end of the yolk-sac alevin period was higher in
fish provided with shelter (Z= —2.06, P=0.04; Fig. 2). SGR between
the first and the last date was higher for fish provided with shelter
(0.3940.47%) compared to fish without shelter (0.22 4-0.39%). Fish in
shelter had higher condition factor (4.26+1.21) compared to fish
without shelter (4.024-0.97) but the difference was not significant
(Z=—1.84, P=0.06). The mortality was always lower in fish
provided with shelter but only the cumulative mortality difference
was significantly higher in fish without shelter (U= 1875, P<0.0001).
Over the study period, the mortality rate was 3.2% among fish
provided with shelter and 7.2% among fish without shelter. Mortality
increased shortly before the swim-up stage. First feeding occurred
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Fig. 4. Mean £ S.D. Percentage of fish located on or under shelter. Significant difference
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Fig. 5. Mean 4 S.D. Fish preference test in the fish location : under, on or out of the
shelter. At each date expressed in days post fertilization (dpf), significantly different fish
locations (P<0.05) are represented by a different letter above the bar (Post hoc sheffé
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earlier in fish without shelter (182.66 & 4.13 dpf) than in those with
shelter (188.00+ 1.79 dpf) (U=4, P=0.025).

3.2. Fish behaviour

At 126 dpf, almost all of the fish provided with shelter were
immobile while 85% of fish without shelter displayed horizontal
stationary body movement and 15% swam against current (Fig. 3). At
139 dpf, all the fish provided with shelter were immobile compared to
only 32.7% of fish without shelter (U= 0, P=0.004). The fish without
shelter displayed horizontal stationary body movement (60.6%) or
swam against current (6.8%). At 157 dpf, 94.9% of fish provided with
shelter were immobile compared to 85.4% of fish without shelter
(U=3, P=0.016). In fish without shelter, 11.5% displayed horizontal
stationary body movement whereas 5.1% of fish provided with shelter
showed the same, although the difference was not significant (U=6,
P=0.054).

The average space between two fish in compartments provided
with shelter remained stable throughout the experiment (H(2,18) =
3.02, P=0.22): the distance between two fish was on average 2.42 +
0.96 grooves. The percentages of fish were significantly different
when considering the type of groove occupancy (0, 1, 2 or 3 fish per
groove) (F(3,68)=206.09, P<0.001). The date effect was not
significant: 56 to 70% of grooves remained empty during the period.
At 126, 139 and 157 dpf, the percentage of empty grooves were
significantly higher than other situations (P<0.001). Twenty-six to
36% of grooves were occupied by a single fish. At 126,139 and 157 dpf,
the percentages of grooves occupied by a single fish were significantly
higher compared to those occupied by 2 or 3 fish (P<0.001). Other
situations (2 and 3 fish per grooves) were few and there was no
significant difference between them.

The percentage of fish located under the shelter was higher than
the percentage of fish located on the shelter (H(1,36)=26.27,
P<0.0001) (Fig. 4). No difference was found between dates for either
fish located under or on the shelter (H(2,36) =2.56, P=0.28).

3.2. Preference test

At 122 dpf, 61.1% of the fish were located under the shelter (Fig. 5).
The rest of the fish were equally distributed on and out of the shelter.
The same pattern was observed at 137 dpf except that the number of
fish located out of the shelter increased from 21.7% to 29.4%. However
this difference was not significant. At 157 dpf, no fish was located
under the shelter. They were distributed either on shelter (57.8%) or
out of the shelter (42.2%) but the difference was not significant.
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4. Discussion

This study showed a significant impact of a new type of shelter on
culture performance and behaviour of yolk-sac alevins of Arctic charr.
The final weight and the specific growth rate, as well as the survival
rate, were higher in fish provided with shelter. This was associated
with much higher mobility in fish without shelter, whereas most of
the fish provided with shelter were immobile in the grooves either on
or under the shelter. This mobility was characterized by horizontal
stationary body movements or swimming against current. As shown
by other authors on Atlantic salmon juveniles (Finstad et al., 2007),
improved performance in shelter environments is thus most likely
caused by reduced metabolic costs. The inactivity in this study
probably favoured a more efficient conversion of the yolk into somatic
growth, as occurs for yolk-sac alevins deposited in gravel redds
(Alandrd, 1993). The grooves of the shelter allowed the yolk-sac
alevins to stabilize in the vertical orientation more easily than fish
reared on a flat bottom, which spent a lot of effort, especially in the
first tested days to do the same. For this specific reason, yolk-sac
alevins without shelter increased their swimming activity to display a
righting response (Marr, 1963; Bams, 1969) and therefore had less
energy to convert into body tissue (Hansen, 1985). The mortality
recorded in fish without shelter corresponded to the usual rate when
yolk reserves are depleted in the absence of food (Ivlev, 1961, Viljanen
and Koho, 1991; Wilkonska et al., 1994; Keckeis et al., 2000). Provision
of shelter is an important means of increasing survival and growth as
already observed in farmed fish (Curran and Able, 1998: Winter
flounder: Pseudopleuronectes americanus; Hossain et al., 1998: African
Catfish: Clarias gariepinus). In these studies, fish without shelter had
greater energy loss associated with much higher mobility. They could
have been therefore more susceptible to mortality than those with
lower energy loss rates especially during periods when feeding is
energetically less profitable (Millidine et al., 2006). Several authors
have demonstrated that individual survival probability is closely
linked to the ability to retain stored energy above critical levels (Biro
et al., 2004; Finstad et al., 2004).

The onset of exogenous feeding occurred six days earlier in fish
without shelter, and those fish were also lighter than fish provided
with shelter. It is well known that the active search for food
commences when most of the yolk reserves have been depleted.
Exogenous feeding coincides with the “swim-up” stage, when
approximately 30% of the yolk sac remains (Hansen and Torrissen,
1984; Wallace and Aasjord, 1984). In the present work, fish without
shelter probably used their yolk more rapidly and less efficiently and
had to emerge at a smaller size and earlier time. These results are
similar to those on sockeye salmon (Oncorhynchus nerka) reared
under hatchery conditions in flat throughs (Mead and Woodall, 1968).

The study of the average space between two adjacent fish gave
interesting results to optimize the use of the shelter. It appeared that a
stable average value of 2.4 grooves was maintained between yolk-sac
alevins located on the shelter throughout the study. Also, there was
very often a single fish per groove throughout the period. These
results are agree with previous experiment showing that both juvenile
Atlantic salmon and brown trout (Salmo trutta) prefer to shelter singly
when tested at densities ranging from one to potentially five fish per
shelter (Armstrong and Griffiths, 2001).

Here we have demonstrated for the first time that when a choice
was given to yolk-sac alevins they preferred to use shelter rather than
a flat bottom. At the first date, most of the fish preferred to go under
the shelter. These results have striking similarities with the initial
alevin behavioural response described in the wild. After they hatch,
salmonids such as Pacific salmon or trout, are not able to swim in
streams and would find harsh conditions if they emerged (Quinn,
2004). Their initial responses are to wriggle downward through the
interstitial spaces in the gravel of the stream or lake to orient away
from light (Quinn, 2004). On the last day of our study, most of the fish

were located either on or out of the shelter. This behaviour also
corresponds to what has been described in the wild when the yolk-sac
alevin with largely depleted yolk finally move upward and emerge, i.e.
swim-up stage (Quinn, 2004).

Our results have implications for hatchery rearing techniques of
Arctic charr since their behaviour is associated with clear culture
performance improvements, including welfare. An increasing concern
for fish welfare, especially in aquaculture, has developed in recent
years (Ellis et al.,, 2002). There is a need to identify welfare indicators,
both species-specific and operational (Millot et al., 2008). Taking into
account the behavioural choice of the yolk-sac alevins and alevins
could minimize stress and its negative consequences. As shown
recently in young rainbow trout, the responsiveness of the cortico-
tropin axis in 5-6 month old rainbow trout is influenced both by early
stress exposure and by initial egg cortisol levels (Auperin and Geslin,
2008).

Our shelter device is available in several external diameters
ranging from 50 to 200 mm and can therefore be easily adapted to
specific cultural needs i.e. the number of fish, size of incubator, or
species of fish. Finally, it opens a wide range of further research
focusing on the link between shelter, behaviour and morphology, and
the importance of welfare and early growth of fishes.
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Résumé

Dans ce chapitre, nous abordons I’influence sur le comportement et la physiologie du bar d’un
autre facteur abiotique, un aliment dont les protéines et les lipides proviennent exclusivement
de matieres premicres d’origine végétale.

Des ¢études récentes menées sur le bar permettent d’envisager la possibilit¢ de remplacer
totalement les mati¢res premieres d’origine marine par des maticres premieres d’origine
végétale, avec des conséquences toutefois variables sur les performances de croissance et la
composition en lipides de la chair selon 1’dge ou démarre ce type de régime alimentaire. En
dehors de la croissance, il est également important d’étudier d’autres critéres afin de vérifier
que de tels régimes alimentaires n’altérent pas le bien-€tre, la santé et la qualité des
téléostéens. Le but de cette étude est d’évaluer I’'impact d’un régime alimentaire constitué¢ de
100% de maticres premieres d’origine végétale (PB), donné dés un stade de développement
précoce, sur le comportement du bar. Une premiere expérience a comparé en triplicats, le
processus d’apprentissage en conditions d’auto-alimentation entre des individus naifs nourris
avec de I’aliment PB (PBF) et des individus nourris avec de 1’aliment marin classique (MBF).
La seconde expérience a comparé¢ |’activité de nage, 1’exploration et la capacité de
discrimination entre deux objets en 2 dimensions associ€s a une récompense (contact visuel
avec un congénere non familier) de bars issus des deux traitements (PBF vs. MBF) testés
individuellement en labyrinthe. Des parametres sanguins comprenant notamment des
indicateurs de stress (cortisol et glucose) ont été également mesurés. La premiere expérience
montre que le comportement en condition d’auto-alimentation ne varie pas entre les PBF et
les MBF durant les 30 premiers jours. Les premicres activations de la tige tactile démarrent 2-
3 jours apres le début de 1’expérience, mais la demande alimentaire reste faible chez les deux
catégories d’individus ne commencant a augmenter qu’a partir de la deuxiéme période de 15
jours (~6 g kg'). Cette période d’apprentissage est donc caractérisée par de faibles
performances de croissance avec de nombreux individus présentant des taux de croissance
négatifs méme si la totalit¢ de I’aliment distribué a été consommeée. La seconde expérience
montre que la distance parcourue et la vitesse moyenne sont supérieures chez les MBF tandis
que les vitesses angulaires sont similaires entre les deux catégories d’individus. Les MBF et
les PBF passent une forte proportion de leur temps dans la zone de démarrage et lorsqu’ils la
quittent, ils occupent préférentiellement la zone située pres du congénere ou la zone située a
I’opposé de cette derniere. Le pourcentage de « non-choix » est élevé pour chaque catégorie
(~ 60%), mais lorsqu’ils quittent la zone de démarrage, les individus s’orientent
préférentiellement vers la zone située prés du congénere, effectuant leur tout premier virage
dans la direction de cette derniére, ce qui montre leur capacité de discrimination entre les
deux objets proposés. La significativité des tests est néanmoins altérée par la proportion
importante de « non-choix ». Le principal résultat physiologique est le haut niveau de cortisol
induit par le test de cognition en labyrinthe, indiquant un fort niveau de stress. Ce résultat
pourrait permettre d’expliquer la forte proportion de temps passée dans la zone de démarrage
et le nombre ¢élevé de « non-choix » chez les deux catégories d’individus. Ce niveau de
cortisol est en outre significativement plus élevé chez les MBF que chez les PBF, ce qui
suggere un impact du régime alimentaire sur la libération a court terme du cortisol.

Cette étude fournit les premiers éléments de réponse concernant I’influence d’un régime
alimentaire a base de matiéres premieres d’origine végétale sur le comportement et la
physiologie du bar. Ces ¢éléments pourraient étre utiles dans la perspective d’établir les
critéres de bien-étre et de santé des téléostéens soumis a ce type de régime alimentaire.
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Abstract

Recent study on sea bass allowed expecting that total and early replacement of marine
products by plant products could be performed with moderate effect on late fish growth and
body lipid content. Apart from growth it is however important to investigate for other traits to
ensure such diet will not impair fish welfare, health and quality. The aim of this study was to
assess for potential late behavioural impact induced by a total plant-based diet (PB) started at
an carly stage of sea bass development. Moreover, acute stress response as indicated by
plasma cortisol measurement was assessed in this study. A first experiment compared the
learning process in self-feeding conditions between naive fish fed PB diet (PBF) to fish fed a
classical marine diet (MBF). The second experiment compared swimming activity,
exploration and ability to learn discriminating between two 2-D objects associated to a reward
of fish (PB vs. MB) individually tested in a maze. Blood physiological variables including
stress indicators (cortisol and glucose) were measured to complete the characterisation. The
first experiment showed that self-feeding behaviour was not different between PBF and MBF
during the 30 first days. This learning period was characterized by low growth performances
with numerous individuals presenting a negative specific growth rate but all the food
distributed was consumed. The second experiment showed that the distance travelled and the
velocity mean were higher in MBF than PBF while angular velocities were similar. The
percentage of “no-choice” was high in both fish categories (~ 60%) but when they left the
start box, they went preferentially toward the congener zone, performing their very first
turnings in the adequate direction indicating that they were able to discriminate between two
2-D objects to achieve a simple task. The significance of tests was however lowered by the
high level of “no-choice” responses in both fish categories. The main physiological result was
a high level of cortisol induced by the maze test procedure indicating acute stress in both fish
categories. This could explain the high “no-choice” responses level in both fish categories.
Interestingly the plasma cortisol concentration was higher in MBF suggesting an impact of
PB diet on cortisol short-term release. This study provides a first insight into the impact of PB
diet on sea bass behavioural traits and confirms impact on cortisol in response to stress, both
traits which can be helpful in determining relevant indicators of health and welfare.

Keywords: vegetable; self-feeder; feeding behaviour; maze; learning; cortisol.
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1. Introduction

Aquaculture is currently the fastest growing animal food-producing sector (FAO 2008, State
of World Aquaculture) but it is confronted with important challenges related to a responsible
development of farming activities. The sustainability of aquaculture largely depends upon the
reduction of the reliance on feed based ingredients derived from wild fishery resources (Tacon
and Metian, 2008). Fish meal (FM) and fish oil (FO) prices increases could undermine the
profitability of many aquaculture enterprises (Tacon, 1998). This opened recently new
research priorities to develop substitutes for these feed ingredients. Several studies have
shown that at least in salmonids, it is possible to totally replace FO by plant oil (PO) sources
without affecting growth rate or feed conversion (Reinitz and Yu, 1981; Hardy et al., 1987;
Thomassen and Rosjo, 1989; Greene and Selivonchick, 1990; Guillou et al., 1995). Similar
results were obtained with total replacement of FM by plant proteins (PP) (Watanabe et al.,
1998; Kaushik et al., 2004). In marine fish such as European Sea bass (Dicentrarchus labrax),
50 to 98% of FM can be replaced using PP sources with a resulting growth similar to what is
obtained when fish oil is used as the lipid source (Kaushik et al., 2004; Dias et al., 2009)
although in some cases, total replacement of FM by single PP sources has been shown to lead
to depressed growth (Dias et al., 2009). Replacement of 60% of FO by PO in the same species
has been shown to have no negative impact on fish survival, growth and health (Izquierdo et
al., 2003b; Figueiredo-Silva et al., 2005; Mourente et al., 2005) whereas growth performances
were reduced at higher levels of substitution (80%) (Montero et al., 2005).

Apart from growth performances in such PB diets, it is also important to investigate for other
traits. For example, this kind of substitution is known to modify muscle fatty acid
composition (Thomassen and Rosjo, 1989; Greene and Selivonchick, 1990; Arzel et al.,
1994). The inclusion of PO in fish feeds can lead to alterations of the fatty acid profile i.e.
mainly the reduction in the n-3 HUFA, particularly Eicosapentaenoic acid (EPA) (Izquierdo
et al., 2003a; Montero et al., 2005) and in some cases it may significantly affect fish fillet
quality and sensory characteristics (Guillou et al., 1995; Martinez-Llorens et al., 2007), while
some effects on the odour active compounds is also possible (Serot et al., 2001; Serot et al.,
2002). Finally, inclusion of linseed oil in diet at either 60% or 100% replacement of anchory
oil increased plasma cortisol levels in sea bream exposed to an acute confinement stress
(Montero et al., 2003; Ganga et al., 2011).

In marine fish culture, the use of PO as the sole lipid source in feeds seems to be limited since
these species have low capacity to convert linoleic and linolenic acids, into arachidonic, EPA
and Docosahexaenoic acid (DHA) which are essential for marine fish (Sargent et al., 2002).
However, a recent study showed genotype-diet interaction in late growth of European sea bass
fed with either a FM or a FO diet or an all-plant-based suggesting that genetic improvement
can be impacted by extreme changes in diet and the use of plant-based products (Le Boucher
etal., 2011).

To the best of our knowledge, there are however no studies showing potential effects of PB
diets on fish behavioural traits except a few ones showing reduced swimming activity in
gilthead seabream (Sparus aurata) larvae (Benitez-Santana et al., 2007) or affecting ontogeny
of schooling behaviour as well as brain development in yellowtail (Seriola quinqueradiata)
(Ishizaki et al., 2001). Specific attention should be paid to this aspect since reduced DHA
levels in brain have been shown to be associated with poor water-maze learning memory
performance in rat (Moriguchi et al., 2000; Lim et al., 2005), and lead to increased fear and
anxiety in mice (Mus musculus) (Owada et al., 2006).

The aim of this study was therefore to assess for potential late behavioural impact induced by

a PB diet started at an early stage of sea bass development. It was encompassed in a larger
research program which investigated heritability of growth performances in sea bass fed a
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total PB diet and other complementary aspects such as tissues biochemical compositions,
physiology (osmoregulatory capacity) etc.

This was approached by two different experiments. The first one compared the learning
process in self-feeding conditions between fish fed a total PB diet to fish fed a classical
marine diet (MB). Indeed, this species has demonstrated a great ability and high plasticity to
learn to press a lever to receive a food reward (Anthouard et al., 1993; Coves et al., 1998;
Coves et al., 2006; Millot et al., 2008). This experiment was focused on the 30 first days, the
self-feeding activity reaching a suitable level within 22 days in this species (Sanchez-Vazquez
et al., 1994).

The second experiment compared behaviour and cognition of fish (PB vs. MB) individually
tested in a maze. It is now recognised that fish exhibit a rich array of sophisticated behaviours
(Brown et al., 2007), and several studies showed that they have long term memories (Brown
and Laland, 2001; Warburton, 2007) and cognitive capacity comparable with that of non-
human primates (Odling-Smee and Braithwaite, 2003). Here we assessed in particular,
swimming activity, exploration and ability to learn discriminating between two 2-D objects
associated to a reward (visual contact with an unfamiliar congener). Finally, in addition to
these behavioural parameters, we also analyse various plasma physiological parameters which
include stress biomarkers.

2. Material and methods

2.1. Fish origin

The fish used in this experiment were hatched and grown at the Ifremer aquaculture station
(Palavas-les-flots, France). They were produced from wild-caught West Mediterranean
European sea bass broodstock. A full factorial mating design was used in order to obtain 225
families from 9 dams and 25 sires. They were all reared in the same tank from egg stage to
almost 3 months-old (2.5g). During this period, fish were fed Artemia for 40 days, and then
weaned on classical marine-based artificial feed until they reached 2.5 g. From this stage,
3 000 individuals were fed a total plant-based diet (PB) and 3 000 a classical marine diet
(MB) (Table 1). When fish reached a mean body weight of 20 g, they were tagged using a
Passive Integrated Transponder (AEG-Id, Ulm, Germany) then split into 3 classes according
to their growth performances (low, medium and high growth rates). At the end, 300
individuals from the medium class in each diet category were transferred to the Ifremer
experimental station located in L’Houmeau (France) for the behavioural and physiological
characterization.
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Diets MD PB

Ingredients (g kg™)

Fishmeal 380.0

Corn gluten meal 180.0 200.0
Soybean meal 0.0 182.0
Wheat gluten 72.0  20.0
Extruded wheat 253.0 72.0
White lupin 140.0
Fish oil 85.0
Linseed oil 94.0
Soya lecithin 10.0
L-Lysine 27.0
CaHPO,4 2H,0 30.0
Binder (sodium alginate) 10.0  10.0
Attractant mix® 15.0
Min. premix” 10.0  10.0
Vit. premix” 10.0  10.0
Chemical composition

Dry matter (DM in %) 88.9 945
Crude protein (% DM) 494 49.6
Crude fat (% DM) 144 14.1
Ash (% DM) 7.0 6.1

Nitrogen-free extract (NFE) (% DM)°  18.1  24.7
Table 1. Ingredients and proximal composition of the experimental diets.

(a): Attractant mix contained (g kg™ feed) taurine (3), betaine (3), glycine (2), alanine (2) and
glucosamine (5), glycine (2), alanine (2) and glucosamine (5).

(b): As in Guillaume et al. (2001).

(c): NFE = dry matter-crude protein-crude fat-ash.

M: fish meal and fish oil diet. PB: all fish meal and fish oil replaced by plant products.

2.2. Experiment 1: self-feeding behaviour in fish fed PB vs. MB diets

Immediately after arrival, fish fed a MB diet (MBF) were randomly dispatched into 3 tanks
(50 fish per tank, tanks 1, 2, 3), fish fed a PB diet (PBF) into 3 other tanks (60 fish per tank,
tanks 4, 5, 6) held in one single experimental room described hereafter. This fish number
difference was chosen to take into account the weight difference between MBF and PBF at
the beginning of the experiment (Mean + SD, 146.6 + 31.2 and 93.2 + 28.5 g respectively).
Rest of the fish were stocked in other tanks and kept for experiment 2.

The experiment was thus carried out in six 400 1 tanks supplied with filtered seawater in a
recirculated system (flow rate =4 m® h™' in each tank, and water renewal = 10% per day). The
mean water temperature, oxygen concentration, and salinity were the whole experiment along,
212+0.8°C, 7.6+ 1.4mg L', and 23.2 + 1.4 g L respectively. Tanks were surrounded by
black curtains to reduce any visual disturbance to the fish, and lighted by individual 120W
lamp located about 90 cm above the water surface. Light regime was 16:8 LD (light onset at
06:00 U.T. + 1) with twilight transition periods of 30 min. Fish were fed pellets which
composition is given in table 1. Both diets were isoproteic (digestible protein: 43 % of dry
matter), isolipidic (fat: 13 % of dry matter) and isoenergetic (17 MJ kg™). Because the MBF
were larger than PBF, pellets were 6 and 2.5 mm respectively. For further details see Le
Boucher et al. (2011). Each tank was provided with a self-feeder. The device to operate the
feeders comprised a screened type sensor (a metal rod protected in a PVC cylinder surrounded
by the PIT tag detection antenna; Coves et al., 2006), and a control box. After each actuation,
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fish were rewarded with pellets, feed dispensers being regulated to distribute 0.7 g kg™ for
MBF and 0.4 g kg for PBF. The reward level was a compromise between minimizing
wastage, and optimizing feed allocation to the group. Such a set up allowed us to monitor the
group (i.e. tank) apparent feed consumption (food quantity dispensed minus waste counted on
the bottom of the tank, and in the sediment trap). Triggering activity recordings were done
continuously for 30 days, and only stopped 48 h before (no recordings and fasting of fish),
and during fish handling (2 days off in total).
Experiment started after a 10-day acclimation period, fish being fed by hand one daily meal
until apparent satiation during this period. Fish were then placed under self-feeding conditions
(day 1, D1) of the experiment, and food access was possible all day (24 h) even during tank
cleaning, and waste counting from 10:00 to 11:00 (U.T. + 1). The experiment lasted 30 days
in total, and fish were weighed, and measured (anesthetized with clove oil at 40 ppm) at the
beginning (D1) and at the end of the experiment (D32).
The variables chosen to evaluate rearing performances, and feeding behaviour within periods
were the following (most are normalized against fish biomass to account for inter-tank
differences):

- Body weight (BW in grams)

- Total body length (BL in cm)

- Specific growth rate : SGR (% body weight per day) = 100 (Ln BWf - Ln BWi) / t,

with BWf and BWi being the final and initial body weight (g) respectively, and t
the total number of days

- Feed demand (FD in g kg™ of fish biomass)

- Food wastage (FW in g)

- Feeding rhythms calculated by taking into account the feeding demand per hour

At the end of experiment (D32), all fish were sacrificed and sexed.

2.3. Experiment 2: behaviour of MBF and PBF in a maze

Two days before the beginning of observations, MBF and PBF from the residual stock were
anesthetized with clove oil at 40 ppm and 10 individuals from each category were selected.
Total length was 21.7 + 0.9 cm in MBF and 22.0 + 1.4 cm in PBF; weight was 91 £4.2 g in
MBF and 73.5 = 0.7 g in PBF. All PIT tag numbers were noted for each individual before
being placed in two 400 I tanks. Additionally, a stock of sea bass of similar size was used
from another tank (fish not familiar with tested fish) as the reward in the experiment.

Fish were individually tested in a maze constructed from opaque white expanded PVC plastic
and transparent Plexiglas® (Fig. 1A). The start box was a 30x40 cm rectangle separated from
the rest of the maze by a removable transparent Plexiglas® wall. At the end of each arm of the
maze, one aquarium (60x26cm, 60 1) continuously provided with air pump was placed against
a not removable transparent Plexiglas® wall. This Plexiglas wall was located 2.6 c¢m behind
the lengthening of the line of the start box wall to ensure the tested fish was not able to see the
reward before turning on left or right side of the maze. Four white plastic supports were used
to show two different laminated printouts 2-D objects either on left or right side of the fish
(Fig. 1B). Both objects (equal black and white area) were already successfully tested in
previous experiment (Snekser et al., 2009). Shortly before observations, the maze was filled
with water which level was maintained at 20 cm representing a total volume of 267 1.
Temperature, salinity and oxygen level were verified before and after the end of observations
performed on each fish and were respectively 21.0 = 0.5 °C, 7.7 = 1.5 mg L-1, and 23.0 £ 1.1
g L before, 21.0 = 0.4 °C, 7.6 + 1.4 mg L', and 23.0 + 1.2 g L' after. Digital camera
(Imaging Source DMK 21AUO4) with a frame rate of 25 Hz and a resolution of 640 x 480
pixels was positioned at 220 cm above the water surface. Three 80 W light spots were placed
around the maze providing an indirect and homogenous lighting on the maze.
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Before the beginning of observations, all individuals were randomly associated to one of the
two 2-D objects. The positions of the supports showing the 2-D objects were also randomly
placed on left or right side of the maze arms for each individual and each trial. The reward
(non-familiar fish) was placed according to the 2-D object position corresponding to the
tested individual. The choice for an unfamiliar fish rather than a familiar one was driven by
several reasons. First, two unfamiliar sea bass separated by a transparent barrier allowing only
for visual contact have already been shown to spend most of their time in the zone nearest to
the transparent barrier (Di-Poi, 2008). Secondly, in this case, compare to chemical stimuli or
multimodal combination of both visual and chemical stimuli, the visual stimulus only, seemed
to modulate differently the behaviour of fish which showed an increased interest in the
presence of the congener on the other side (Di-Poi, 2008). The only constraint on the
randomisation process was that the stimulus never appeared in the same position more than
twice in a row. These objects were the most salient and detectable visual cues in the maze
environment. The first tested fish was gently collected from the tank using a net and
immediately placed inside a bucket closed by a cover then placed in the maze start box. After
a 5Smin acclimatization period, the transparent wall was removed and the video capture
started. The maze was filmed during 10 min. At the end of video recording, the individual
was placed again in the start box and tested a second time after a 5 min acclimatization
period. In total, each individual was tested 3 consecutive times in a day, this procedure being
repeated for 5 consecutive days. At the end of the 3 consecutive trials, individuals were
returned to their tank. In order to test all individuals, 14 days were required. The water was
entirely renewed at the end of each day and the non-familiar fish used as the reward was
changed every hour to minimize stress due to confinement and handling.
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Fig. 1. A. Schematic representation of the T-maze apparatus. Dotted lines are transparent Plexiglas
walls, continous lines are white opaque plastic.

1.Start box; 2. removable transparent plexiglass wall; 3. Aquarium where congener was placed. 4. white
plastic support for laminated printouts 2-D objects. 5. Not removable transparent plexiglass wall.

B. Detail of the 4 supports and the 2-D objects.

C. Virtual zones delimitation on the bottom of the maze defined for the video recordings analysis.
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The video recordings were analysed using the software EthoVision XT (Noldus, The
Netherlands), which allowed to define six virtual zones to be defined in the maze (Fig. 1C)
and to track the fish swimming behaviour.

Each video was also viewed to report several learning criteria: first turning of the fish (left or
right-turn) leading to the reward zone (success) or the opposite zone (failure), latency time to
reach the reward zone and/or the opposite zone, the last place of the fish just before the end of
video recording, the fish orientation from the 2-D object it was associated to (Fish head purely
oriented toward the 2-D object).

Different variables of interest were chosen to analyse fish exploration and swimming:

-The time spent in each zone expressed in seconds (s): Start Box (Start), Median area
(Median), Reward zone near the congener (ZCong), zone opposite to the reward zone
(OpCong), zone located between Median and ZCong (PreCong), zone located between
Median and OpCong (PreOpcong).

-The fish absolute angular velocity expressed in degree per second (Vang in
calculated by the software as followed:

Vang, = RTA, / t, — t,.; where RTA, is the relative turn angle for sample n and t, — t,.; , the
time difference between the current and previous sample. Here the rate of change in direction
is unsigned. The turn angle is calculated as the difference between two subsequent values for
head direction. This variable was an indicator of the amount of turning per unit time and
quantified the swimming path complexity.

-The distance travelled by each fish in the maze (Dtot in mm)

-The velocity mean expressed in body length per second (Vel in BL s™)

The last three variables quantified the fish swimming activity level in the maze.

° sy was

Different variables were chosen to assess the fish learning process and to check for possible
bias such as spatial memory (fish turning according to its previous left or right choice) or side
preference:

-Number of successful and failed turnings. Only the very first turning was accounted to meet
the successful criteria. The maximum score is 14 successful turnings when the fish goes
toward the reward zone at the first trial but not necessarily after its first turning choice. If the
fish goes to the reward zone at the second trial, it can not exceed 13 and so on.

-The latency time to reach ZCong or/and OpCong (in s)

-The last place occupied by the fish at the end of the video recording: 0 or 1 (absence or
presence) and the score is summed per zone over all trials (e.g. if the last place for one fish is
always ZCong, the number is 15 for ZCong and 0 for all other zones).

-The number of times the fish was oriented toward the 2-D object associated with the reward
(StCong), oriented toward the opposite 2-D object (StOpCong), just before the wall removal.
All other situations were classified in the category “Other” (StOther).

In order to evaluate physiological status i.e. to compare the physiological blood responses
between MBF and PBF, all individuals were submitted to one more trial performed under
similar conditions as described above (only this trial was not filmed). At the end of the trial,
each fish was immediately anesthetized with clove oil at 40 ppm and a blood sample (c. 1 ml)
was collected from caudal vessels with 1-ml preheparinized syringes (in less than 2 min). A
small part of the blood sample was immediately analysed using an i-Stat® Portable Clinical
Analyzer (Abbott; cartridges CG8+; Heska corporation, Fort Collins, CO, USA; (Harrenstien
et al., 2005)). The following parameters were analyzed:

- Potential of hydrogen (pH)
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- Carbon dioxide partial pressure (PCO; in mm Hg)
- Oxygen partial pressure (PO, in mm Hg)

- Base excess (BE in mmol L),

- Bicarbonate (HCO; in mmol L™)

- Total carbon dioxide (TCO, in mmol L)

- Oxygen saturation (sO; in %)

- Potassium ion (K" in mmol L™)

- Sodium ion (Na* in mmol L™)

- Tonized calcium (iCA in mmol L")

- Plasma glucose (Glu in mg dL™)

- Hematocrit (Het in % PCV), and haemoglobin (Hb in mmol L")

Most of the blood sample was centrifuged at 3000 xg for 20 min at 4 °C, and plasma samples

were frozen and stored at —80 °C until cortisol analyses were performed (in duplicate for each
individual). Cortisol was assayed by a 3H cortisol radioimmunoassay according to the method
described by Auperin et al. (1997).

Fish were finally killed by cervical section and then sexed.

2.4. Statistical analysis

All variables were compared using parametric analysis of variance (ANOVA) after
verification of distribution normality and homoscedasticity (Dagnélie, 1975). When data did
not fulfil these requirements, non parametric Kruskall-Wallis tests were used. Significant
ANOVA were followed by a post-hoc multiple comparison test (Newman—Keuls), and
Kruskall-Wallis test by a rank-based multiple comparisons (Zar, 1984). All statistical analyses
were conducted using Statistica 8 (Statsoft, USA), and for all tests, the significant threshold
was p < 0.05.

Experiment 1

SGR means were compared using a 2-way ANOVA with the treatment (PB vs. MB diets) as
fixed factor and the tank as a random factor nested to treatment.

FD and FW means were compared using a 3-way ANOVA with the treatment (PB vs. MB
diets), the period (2 periods of 15 days) as fixed factors, and the tank as a random factor
nested to treatment.

Feeding rhythms were compared using a 3 factors ANOVA taking Treatment (PB vs. MB
diets), Hours as fixed factors, Tank as random factor nested to Treatment.

A Chi-square test was employed to compare the sex ratio in both treatments.

Experiment 2

All variables related to the swimming activity were compared using a repeated measures
analysis of variance with Treatment (PB vs. MB diets) as between-subjects factor and Trial
(15 trials) as within-subjects factor.

The time spent in each zone were compared using a repeated measures analysis of variance
with Treatment (PB vs. MB diets) and Zone (6 zones) as between-subjects factor, Trial as
within-subjects factor (15 trials).

Criteria for successful/failed turnings and side-turning preference within each treatment were
determined using a binomial test at a 5% level of significance.

The number of turnings performed according or not to the previous one and the number of
times in each zone accounting for the last place were compared within each treatment using a
Wilcoxon matched pairs test.

The latency times to reach the reward zone was compared using a Kruskal-Wallis test taking
Treatment (PB vs. MB diets) and trial (15 trials) as independent variables.
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The percentages of successful turnings when fish orientation from the 2-D object just before
wall removal was adequate or not were compared using a Kruskall-Wallis for each fish
category taking into account in both cases fish orientation (StCong, StOpCong and StOther)
as independent variable.

The percentages of successful turnings in relation to the fish last place were compared using a
Kruskall-Wallis test for each fish category taking into account in both cases fish last place
(LastCong, LastOpcong and LastOther) as independent variable.

For physiological blood parameters, a Kruskall-Wallis test was used taking Treatment (PB vs.
MB diets) as independent variable. A test of Mann-Whitney was used to compare cortisol
levels between MBF and PBF.

3. Results

3.1. Experiment 1

During the experiment, mortality rate was 3.3 + 4.2% in MBF and 8.3 + 5.0% in PBF but the
difference was not significant. In average MBF biomass per tank was 7328 + 18 g at the
beginning of the experiment and 7058 + 462 g at the end; in PBF, it was 5591 + 96 g and
4943 + 181 g.

SGR was not significantly different between treatments but there was a significant
Tank(Treatment) effect (F304) = 13.9, P < 0.001) with one tank of PBF (Tank 6) being lower
than all other tanks and one MBF tank (Tank 2) being higher than all other tanks (P < 0.001 in
all pairwise comparisons). Most of the fish in each tank had negative SGR at the end of the
period except for one MBF tank (Tank 2, 29%). In all other cases, there were 61 and 74% of
fish with negative SGR in Tanks 1 and 3 (MBF) and 71, 73 and 95% in PBF tanks.

FD was similar in PBF and MBF (Fig. 2). There were neither Tank(Treatment) nor Treatment
effects but a highly significant Period effect (F1,160) = 27.0, P < 0.001), FD being higher in the
second period than in the first one (mean + SE: 6.3 = 0.4 and 2.3 + 0.2 g kg™ respectively).
No FW was recorded in any tanks the whole period along.

No hour effect was recorded for FD but a highly significant Tank(Treatment) effect was
measured (Fa 737y = 5.5, P <0.001).

There was 87+2% of males in MBF and 82+3% in PBF, the difference between treatments
being not significant.
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Fig. 2. Meanz£SE. Daily feeding demand during the experiment in fish fed a marine-based diet (MBF) vs.
fish fed a plant-based diet (PBF).

3.2. Experiment 2

Exploration and kinematics in the maze

MBF and PBF spent most of the time in the Start Box (71 + 39% and 76 + 38% respectively,
Fig. 3). The rest of the time, they were preferentially located in ZCong (8 + 20% and 11 +
20% respectively) and OpCong (8 = 18% and 7 + 16% respectively). There was a
Zone*Treatment significant effect (F(75373=1.49, P<0.01) with no significant differences at
trial 1, with MBF*Start, PBF*Start, MBF*ZCong and PBF*ZCong showing higher values
than all other categories at trial 4 (P<0.05 for each pairwise category), with MBF*Start and
PBF*Start being higher than all other categories at all other trials.

In average, MBF showed higher Dtot and Vel than PBF (1038 + 1217 mm, 0.08 + 0.10 BL s™'
and 577 + 533 mm, 0.05 + 0.06 BL s respectively). There was no Treatment effect for Dtot
but Newman-Keuls post hoc tests showed that MBF had higher Dtot than PBF at trials 14 and
15. A similar result was shown for Vel. Vang was not significantly different between MBF
(793 +380° s™) and PBF (887 + 360° s™).
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Fig. 3. Proportion of time spent (meanSD in %) by a fish in each zone of the maze.

Start: Start Box; Median: Median area; ZCong: reward zone near the congeneric; OpCong: zone
opposite to the reward zone; PreCong: zone located between Median and ZCong; PreOpcong: zone
located between Median and OpCong.

Learning performances
Both MBF and PBF performed more successful turnings than failed ones (Fig. 4) but only two

of ten MBF (100% of successful turnings, P = 0.01; 80% of successful turnings, P = 0.04
respectively) and one of ten PBF (85% of successful turnings, P < 0.01) showed a significant
association between the 2-D object and the reward. The proportion of “no-choice” responses

was higher than 60% in both fish categories (Fig. 4).
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Fig. 4. Learning process assessment based on the comparison between the percentages of successful and
failed turnings (meanSD in %) in fish fed a marine-based diet (MBF) vs. fish fed a plant-based diet
(PBF).

MBF and PBF went to the right side of the maze 23 + 20% and 11 + 10% of the time, 26 +
21% and 29 + 23% on the left side, and did not turn 51+£30% and 60 + 26%. There was no
significant side-turning preference for any fish in both treatments.

The latency time to reach the reward zone was (Min, Max) comprised between 4.5 and 335 5™
in MBF and 3.8 and 372 s in PBF. The difference was not significant but there were latency
time differences between trials (H4, 39=39.3, P<0.001) with latency being lower at trial 1
than at trials 9, 10, 13, 15 (P<0.05 for each pairwise comparison).

The turnings did not significantly depend on the fish previous choice in MBF and PBF and
there was no significant difference between fish categories (Mean + SD: 34 + 21% of turnings
according to the previous ones in MBF, 32 + 19% in PBF).

MBF and PBF performed successful turnings 69.9 + 25.0% and 68.5 + 40.2 of the time when
they were oriented toward the adequate 2-D object just before the wall removal (Fig. 5A). In
MBF this percentage was significantly higher than those recorded in StOpcong (Z = 2.5, P =
0.01) and in StOther (Z = 2.4, P = 0.01). In PBF, this percentage was significantly higher than
the one recorded for StOpcong (Z = 2.4, P = 0.02). In MBF, the percentage of StOpcong was
significantly higher than the one for PBF (H, 17y= 5.9, P = 0.01). MBF and PBF performed
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successful turnings when their last position was in ZCong (LastCong, 38.9 + 36.4% and 66.5
+ 35.5% respectively) or LastOther (55.3 + 40.7% and 27.3 + 36.7% respectively; Fig. 5B).
These percentages were significantly higher than those recorded for LastOpCong in MBF (Z
=22,P=0.03 and Z = 2.2, P = 0.02). In PBF, only the difference between LastCong and
LastOpCong was significant (Z = 2.2, P = 0.03). No significant difference between MBF and
PBF were recorded for any of these variables (Fig. 5B).

120 1

il M MEF

[ 1 PEF
30 1

% ﬁl:l-

40 o

a0

0 - 1 1
StCong StOpCong StOther LastCong LastOpCong  LastOther

Fig. 5. Mean£SD. Fish fed a marine-based diet (MBF) vs. fish fed a plant-based diet (PBF) position at
the beginning and the end of observation period in relation to success.

A. The percentages of successful turnings in relation to fish orientation from the 2-D object just before
wall removal.

StCong: % of times the fish was oriented to the 2-D object it was associated to; StOpcong: fish oriented to
the opposite 2-D object; StOther : all other situations.

B. The percentages of successful turnings in relation to the fish last place before the end of observation.

LastCong: last place in ZCong; LastOpcong: last place in Opcong; LastOther: last place in all other
situations.

Physiological variables

No difference in physiological variables were recorded between treatments except for BE that
was higher in MBF (H(y, 17y = 5.5, P = 0.02) and for HCOs and TCO, that were lower in MBF
than in PBF (H(y,17)=6.3, P=0.02 and H(;, 17y = 6.3, P = 0.01 respectively) (Table 2).

Cortisol concentration was significantly lower in PBF than MBF (Z =-2.2, P = 0.02; Fig. 6).
All tested individuals were males except one individual in PBF.
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MBF PBF

pH 7.1+ 0.1 72+ 0.1
PCO, (mmhg) 176+ 41 193+ 32
PO, (mmhg) 29.0+17.1  28.0+ 9.0
BE (mmol 1) 234+ 28 205+ 12

HCO; (mmol 1) 57+ 0.9 73+ 1.1
TCO, (mmol I 62+ 1.2 8.0+ 1.3

sO; (%) 3474244  41.5+192
Na (mmol 1) 1612+ 6.1 157.9+11.9
K (mmol 1) 59+ 1.8 53+ 1.6
iCA (mmol I'") 1.1+ 0.3 1.0+ 0.5
Glu (mg dI™") 92.3+25.0  83.8439.0
Hct (% PCV) 220+ 54 240+ 7.6
Hb (mmol I 75+ 1.8 82+ 2.6

Table 2. Blood plasma variables in fish fed a marine-based diet (MBF) vs. fish fed a plant-
based diet (PBF). Results are mean + SD of ten fish from each treatment.
* P<0.05.
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Fig. 6. MeanzSE. Plasma cortisol concentrations in fish fed a marine-based diet (MBF) vs.
fish fed a plant-based diet (PBF). When two treatments have different letters they significantly
differ from each other with P<0.05.

4. Discussion

The aim of this study was to assess for potential late behavioural impact induced by a PB diet
started at an early stage of sea bass development. This was approached by a first experiment
which compared the learning process in self-feeding conditions between both fish categories
(MBF and PBF) and a second one which compared behaviour, cognition and physiology of
fish individually tested in a maze. The first experiment showed that PB diet did not impact
self-feeding behaviour. The second one showed that PB diet induced a few behavioural,
cognitive and physiological differences in fish submitted to a challenge such as a maze.

4.1. Self-feeding behaviour
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Self-feeding behaviour was not different between PBF and MBF during the 30 first days
which suggests that PB diet did not impact feed-demand behaviour and growth performances
over the studied period. Sea bass used in this experiment were naive to the self-feeding
apparatus and triggering activity started 2-3 days after the beginning of the experiment which
is even earlier than previous studies (Rubio et al., 2003; Rubio et al., 2004; Coves et al., 2006;
Millot et al., 2008). Such a delay is known to vary greatly according to the apparatus design
(Rubio et al., 2004) and species. However, feed-demand was lower compared to the cited
studies reaching about 6 g kg during the second 15-day period. As Kohbara et al. (2003)
mentioned, it takes time for the food demand to reach a suitable level. The learning period
was consequently characterized by low growth performances and similarly to Millot et al.
(2008), numerous individuals presented a negative SGR. There was no food wastage during
this period in any tanks. Feeding rhythm was not well established in both treatments but the
food demand was mostly recorded in the morning and late afternoon indicating diurnal
feeding pattern which is in accordance with previous studies on the same species (Azzaydi et
al., 1999). Sex ratios were similar in both treatments with more than 80% of males which is in
accordance with previous studies on sea bass (Saillant et al., 2003). It suggests that plant-
based diet does not influence the sex determination contrary to other environmental factors
such as temperature (Baroiller et al., 1999) or social interactions (Shapiro, 1980).

4.2. Swimming activity and spatial distribution

Behavioural differences and similarities were found between MBF and PBF. The distance
travelled and the velocity mean were higher in MBF than PBF even though significant
differences were not found at each trial. This demonstrated an impact of plan-diet on
swimming activity. In particular, plant-diet does not contain any DHA that has been
demonstrated to play an essential role in brain development in human and rodents by affecting
gene expression associated to major component of membrane lipids, as for example the
synaptic membranes (Wainwright, 2002). In our study, plant-diet could have impacted
swimming activity because DHA 1is involved in synaptic plasticity, neurotransmission,
neurogenesis and has protective properties against oxidative damage to brain lipids and
membranes which could cause loss of cognitive or motor skills (Wainwright, 2002; Cohen et
al., 2005; Innis, 2007). This is in accordance with the reduced swimming activity of sea
bream larvae fed rotifers enriched with vegetable oils (Benitez-Santana et al., 2007). On the
contrary, angular velocity was similar in MBF and PBF and similar to the one found in
previous study performed in a maze (Benhaim et al., unpublished data) which indicated that
plant-diet did not impact the swimming complexity path. In this study fish from both
categories spent a large proportion of time in the start box whereas this was not the case in
similar study performed on wild vs. domesticated sea bass (Benhaim et al., unpublished data).
This could be due to higher stress in the present work where fish were much bigger than in the
cited study and were therefore more difficult to handle. Fish remained motionless in the start
box for a large proportion of the time similarly to fish characterized by a freezing behaviour
after a stressful event (Malavasi et al., 2004; Millot et al., 2009). Apart from this zone, both
fish categories spent most of the time in the zone located near the congener but also at the
opposite side. It is in accordance with previous study already cited above (Benhaim et al.,
unpublished data). It suggests that plant-based diet did not impact exploration behaviour.

4.3. Learning abilities

When fish left the start box, they went preferentially toward the congener zone, performing
their very first turnings in the adequate direction. This indicates that they were able to
discriminate between two 2-D objects. However, only a very few individuals of both
treatments showed significant association between the 2-D object and the reward. The
significance of the tests was actually lowered by the high level of “no-choice” responses in
both categories.
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The best learning criteria was the first turning performed by the fish. Similarly to previous
study (Alves et al., 2007) latency did not appear to be a pertinent indicator in our study
because of inter-individual differences. Successful individuals also showed anticipatory
behaviour since most of them were oriented toward the proper stimulus before the wall was
removed. This type of behaviour has recently also been found in the cod Gadus morhua
(Nilsson et al., 2008) and referred to as goal tracking (Siebeck et al., 2009). The first turning
of the fish did not depend on its previous choice and there were no evidence for preferences to
turn right or left that could have biased the test. Side preference reflecting behavioural
lateralization has long been shown in lower vertebrate (Bisazza et al., 1998) e.g. the
preference for the right side of a T-maze in tilapia (Oreochromis niloticus) (Gongalves and
Hoshino, 1990a). It has been shown that an initial side preference for turning right or left in a
T-maze can influence subsequent performance in a trained task in rats, (Andrade et al., 2001)
and cephalopods (Boal, 1996; Karson et al., 2003). In our study, successful fish used
obviously place strategy rather than response strategy. The place strategy refers to animals
that can learn an association between a given place and a reward (Dudchenko, 2001; Gibson
and Shettleworth, 2005). Previous studies have shown that fish employ multiple spatial
strategies that closely parallel those described in mammals and birds (Lopez et al., 1999) but
one of the two strategies can be favoured by the conditions of the experiment (Restle, 1957).
Both fish categories actually showed very similar responses to the test they were submitted to.
This indicated that plant-based diet would not have a major effect on spatial orientation such
as place learning in sea bass.

4.4. Physiological traits

Blood parameters measured after one test in a maze were similar in both fish categories and
within the usual values for sea bass (Coeurdacier et al., 1997; Dosdat et al., 2003; Millot et
al., 2008). Only BE, HCO3; and TCO, were significantly different between categories but the
values did not indicate any major physiological disturbance. Glucose and ion (Na', CI,, Ca*")
levels were similar in both fish categories and did not indicate any secondary stress induced
by the test procedure since they were within the resting values of sea bass (Cerda-Reverter et
al., 1998; Peruzzi et al., 2005; Di Marco et al., 2008). As already noticed by Marino et al.
(2001), briefly handling of sea bass do not induce significant changes in these plasma
parameters and one could assume that the present protocol used in experiment 2 was mild
enough to leave these plasma parameters unchanged. On the converse, exposure of the sea
bass to the test procedure induced high cortisol concentration levels in both fish categories (~
450 ng ml™' in MBF and ~ 340 ng ml"' in PBF). In the literature, cortisol levels for unstressed
sea bass range from 15 to 133 ng ml” (Roche and Boge, 1996; Cerda-Reverter et al., 1998;
Marino et al., 2001) which lead us to suggest that the present test procedure induced rapid
significant increases in the hormone concentration in the blood. The test procedure included
acute handling of the fish which typically elicits a cortisol response in numerous species
(Schreck, 1982; Barton, 2000). Moreover, tested fish are submitted to isolation stress, a
situation which is also known to induce plasma cortisol increase (Allen et al., 2009).
Altogether, these plasma cortisol values probably indicate that sea bass exposed to protocol of
experiment 2 developed acute stress responses. Consequently, one could question whether
such protocol may have modified behavioural responses when comparing PBF and MBF
treatments. Thus, results of learning could have also been impaired by this acute stress
responses as suggested by previous studies on rat in water maze (Holscher, 1999) and in
Zebrafish in maze (Gaikwad et al., 2011).

An unexpected result obtained in the present study is the significantly lower levels of cortisol
observed in stressed PBF fish when compared to stressed MBF sea bass. This results suggest
that an important consequence of PB is to reduce cortisol release by interrenal after acute
stress exposure. Previous studies carried out in sea bream have shown that replacement in the
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diet of fish oil by vegetable oil (such as linseed oil but not soyabeen oil) lead to a significant
increase of plasma cortisol level after acute stress (Montero et al., 2003) and to a significant
increase of cortisol release by head kidney after ACTH stimulation (Ganga et al., 2011).
Replacement of fish oil by these vegetable oils which are devoid of n-3 HUFA resulted in
reduced tissue levels of acid arachidonic, essential fatty acid and DHA (Ganga et al., 2011).
Several studies have shown that these fatty acids can modulate cortisol release in fish (Van
Anholt et al., 2004) although their mechanisms of action are still debated (Ganga et al., 2006).
In the present study, we observed that manipulation of sea bass (catching by net and transfer
during 15 minutes in the maze) led to an acute stress as indicated by the high levels of plasma
cortisol and this cortisol response was reduced in fish receiving plant-based diet. One can
notice that such discrepancy have already been observed in sea bream between animal fed
with linseed oil or with soyabean oil, the latter having no effect on cortisol release (Ganga et
al. 2011). In that study, the authors suggested that differences in the ratios between n-3 and n-
6 fatty acids in the head kidney may explain such differences. In absence of information on
the PUFA (of n-3 or n-6 series) content in the head kidney of our fish, it is difficult to explain
the differences between our data in sea bass and those reported in sea bream and further
studies should be developed to clarify the undelaying mechanisms. In conclusion, our data
clearly confirm that plant-based diet has significant effect on responsiveness of HPI axis to
acute stress as already suggested in other fish species (see review by Montero and Izquierdo,
2010).

4.5. Conclusion

This study demonstrated for the first time an impact of a total and early plant-based diet use
on sea bass behavioural and physiological traits evaluated at a later stage. Indicators such as
swimming activity are relevant in characterizing plant-based diet impact. The results on
learning need to be confirmed by further research in which the number of learning sessions
and/or individuals would be increased and by designing experiments minimizing the stress
and allowing specifying the modalities of spatial learning i.e. testing response VS. place
learning. Results on physiological traits and particularly the cortisol levels also indicate an
impact of plant-based diet that need to be further studied. Further research at earlier stage
especially during the feed transition i.e., marine to plant-diet could also be useful to better
understand the mechanisms underlying the culture performances differences observed
between fish fed a marine diet and fish fed a plant-based diet. At last, behavioural,
physiological and other traits such as growth performances and survival, need to be linked
together to confirm that sea bass fed a plant-based diet can really adapt to the challenges it
will face in its environment and that it will be compatible with welfare, quality and health of
this species.
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Résumé

Dans ce chapitre, nous abordons I’influence combinée de deux facteurs biotiques (la taille de
I’ceuf et ’environnement social) sur le comportement alimentaire et la mobilité de I’omble
chevalier.

Les comportements observés a un stade précoce de développement peuvent s’avérer
déterminants pour la prise de nourriture, la croissance et par conséquent, ils peuvent jouer un
role important dans le cycle biologique et la survie individuelle. La taille de I’ceuf est corrélée
a la croissance des juvéniles d’omble chevalier, mais son influence sur les comportements
précités a été peu étudiée. Cette influence de la taille de ’ceuf sur la croissance et le
comportement des juvéniles pourrait diminuer au cours du temps a cause de 1’émergence des
interactions sociales. Ce travail examine chez des juvéniles d’omble chevalier, juste apres la
période de premiére nutrition exogene, les différences de mobilité et de comportement
alimentaire en relation avec la taille initiale de 1’ceuf et 1’environnement social. Les réponses
comportementales de juvéniles provenant de petits et de gros ceufs ont été comparées a 5 ages
différents au cours du développement et dans 3 contextes sociaux : isolement a long terme
(avant éclosion), isolement a court terme VS. groupe, groupe hétérogéne vS. homogeéne en
taille. La taille de 1’ceuf a une influence sur la mobilité et le comportement alimentaire : les
individus provenant de gros ceufs s’alimentent davantage et sont plus mobiles que ceux
provenant de petits ceufs. L’environnement social influence le comportement alimentaire, la
mobilité et I’utilisation de ’espace : les individus en groupe sont plus mobiles, se nourrissent
davantage et répondent plus rapidement aprés distribution de 1’aliment que les individus
isolés. L’interaction entre la taille de I’ceuf et les effets sociaux a été identifiée pour I’activité
alimentaire, mais pas pour la mobilité ni pour 1’utilisation de 1’espace. Les gros individus en
groupe se nourrissent davantage que dans les 3 autres catégories observées : gros individus en
isolement, petits individus en groupe et petits individus en isolement. Les comportements
agonistiques ont été rarement observés dans cette expérience et aucune différence
significative n’existe entre les différents groupes.

Cette étude a donc montré I'importance de la taille de ’ceuf et des effets sociaux pour les

stades de développement précoces et ces résultats sont discutés sous 1’angle de 1’écologie
évolutive de I’omble chevalier.
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Abstract

Early behaviour can determine food intake and growth rate with impor-
tant consequences for life history and survival in fishes. Egg size is
known to affect growth rate of young Arctic charr but its influence on
the development of behaviour is poorly documented. It is believed that
egg size influence on growth and potentially on the behaviour of young
fish decreases over time, minimized by the effects of social factors.
Shortly after first feeding, we examined differences in mobility and for-
aging of Arctic charr in relation to egg size and social environment. The
behaviour of juveniles from small and large eggs was compared five
times over the course of development and in three different experimen-
tal settings: long-term isolation (isolation before hatching), short-term
isolation vs. group rearing and mixed size group vs. homogeneous size
groups. Egg size affected foraging behaviour and mobility of fish: fish
coming from large eggs were more mobile and foraged more than fish
coming from small eggs. Social environment affected foraging behav-
iour, mobility and space use: fish in a group were more mobile, foraged
more and responded faster to food delivery than isolated fish. The inter-
action of egg size and social effects was seen primarily in foraging activi-
ties but did not affect mobility or space use. Large fish in groups foraged
more than the three other groups: large fish in isolation, small fish in
groups and small fish in isolation. Agonistic behaviour was rarely
observed and there was no significant effect of group composition on
agonistic behaviour. We discuss the importance of egg size and social
effects at early stages of development with a focus on the evolutionary
ecology of Arctic charr.
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Introduction

Egg size varies considerably in fishes from micro-
scopic eggs (e.g. 0.75 mm for the greasy grouper
Epinephelus tauvina up to some very large eggs in
sharks and coelacanths (8-cm egg diameter). Usually,
a trade-off exists between egg number and egg size
because ovarian space and available energy for egg
development are limited. Several models have
attempted to explain this trade-off between quality
and quantity. Lack’s (1947) hypothesis and Smith &
Fretwell (1974)’s model predicted that each popula-
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tion should have a single optimal egg size to produce
the highest number of surviving offspring. Two
assumptions were made in this model: (1) there is a
trade-off between size and number of offspring and
(2) larger offspring have a better chance of surviving
i.e. ‘bigger is better’. Empirical data support this
model in reptiles and fishes (Einum & Fleming 2002;
Heath et al. 2003) but not in birds where optimal
egg size was consistently smaller than the optimal
egg size predicted by the model (Roff 1992). Addi-
tionally, between-female variations within popula-
tion are in disagreement with the model predictions.
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Such variation is commonly associated with female
phenotype (e.g. body size/age, see Roff 1992) and
parental care (Sargent et al. 1987).

Extensions of the single-optimum egg size model
(Smith & Fretwell 1974) were developed to explain
intra-population variation in egg size (e.g. Sargent
et al. 1987; Hendry et al. 2001). These authors made
the basic assumption that the egg size-offspring fit-
ness function varies with the phenotype of the
mother. For instance, larger female coho salmon
Oncorhynchus kisutch produce larger eggs and provide
better maternal care by guarding the redd (Quinn
2005) resulting in higher survival of young from
large eggs. Such maternal effects may explain the
discrepancies with the Smith and Fretwell’s model.
Recent work has also explored the idea that within-
clutch variation in egg size may be a bet-hedging
tactic as an adaptation to fluctuating environments
or that it may result from other constraints (Marshall
et al. 2008).

In fishes, the correlation between egg size and
female body size has been of interest for decades
(Thorpe et al. 1984; Chambers & Leggett 1996).
Much of this work has been conducted on salmonids
because of their fairly large eggs (3-8 mm in diame-
ter) and their important commercial value (Hendry
& Stearns 2004). They have, as well, been the focus
of theoretical and empirical studies on evolutionary
and ecological significance of egg size (Hendry et al.
2001; Einum & Fleming 2002; Hendry & Stearns
2004), but the importance of egg size for population
divergence has seldom been studied.

Arctic charr Salvelinus alpinus females show consid-
erable variability in egg size and yolk quality result-
ing in a wide size distribution of juvenile at first
feeding (Balon 1980; Wallace & Aasjord 1984; Bea-
cham et al. 1985; Kamler 1992; Seppd 1999; Jonsson
& Svavarsson 2000). The correlation between egg
size and Arctic charr juvenile size persists for up to
1 yr after first feeding (Wallace & Aasjord 1984).
Embryos from smaller eggs develop faster than those
from larger eggs, suggesting that different timing of
development is connected to egg size (Valdimarsson
et al. 2002). Because Arctic charr is a species lacking
parental care, egg size and thus embryo size can be
considered as a direct measure of maternal invest-
ment in individual offspring.

Previous studies have emphasized the high degree
of polymorphism in Arctic charr (Skulason et al.
1993, 1999; Snorrason & Skulason 2004; Klemetsen
2010). Sympatric forms have been found to use dif-
ferent resources (habitat and food) and to differ in
phenotypes: growth, age and size at maturity, body
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coloration, behaviour and body shape (summarized
in Skulason et al. 1999; Klemetsen 2010). It has
been suggested that differences in early behaviour
may be important for the observed diversification
(Skulason et al. 1999; McLaughlin & Grant 2001),
where early behaviour is likely to influence individ-
ual behaviour later in life (Metcalfe 1993; Salvanes
& Braithwaite 2006). Thus, small size differences at
first feeding stemming from differences in egg size
may promote differences in mobility patterns with
important consequences for subsequent differences
in habitat and food selection. Such differences in
resource use could lead to variable life histories and
promote the evolution of resource polymorphism
(McLaughlin & Grant 2001).

A common pattern proposed in the literature is
that the effect of egg size on body size of progeny
declines rapidly throughout development, especially
when the fish starts feeding (reviewed by Mousseau
& Fox 1998; e.g. Heath et al. 1999). A reduction in
maternal effects, e.g. egg size, through ontogeny
could arise because the relative importance of the
environment and genetic factors increases later in
development (Lindholm et al. 2006). Little is known
about the interplay between the role of egg size and
the environment during early developmental stages.
Any effect of egg size on progeny fitness might even
disappear faster in salmonid juveniles because they
develop territoriality soon after exogenous feeding
(Quinn 2005). For example, the effects of egg size
on growth disappear at emergence in chinook sal-
mon Oncorhynchus tshawytscha (Heath et al. 1999). A
few days after first feeding, juveniles develop a feed-
ing territory involving agonistic interactions with
conspecifics (Quinn 2005). Such social interactions
may erase the effect of egg size on growth and
behaviour of salmonids early in life.

The aim of this study was to investigate the mech-
anisms of the behavioural ditferences between small
and large Arctic charr juveniles at the onset of first
feeding as described by Benhaim et al. (2003). These
authors showed that large and small Arctic charr
coming from large and small eggs differed in terms
of mobility and foraging tactics. Those observations
were conducted on fish raised in homogenous size
groups but they did not account for potential agonis-
tic behaviours that could occur in heterogeneous
ones. Based on the literature, we predicted that
social effects will explain most of the differences
between large and small fish in fish groups. We
assessed both egg size and social effects in experi-
ments based on isolation of fish vs. raising them in
groups. We addressed several questions: (1) How can
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egg size affect early behaviour of individual off-
spring? (2) How do egg size, the social environment
and their interaction affect behaviour of Arctic
charr? We predicted that social interactions will
affect the behaviour of both size classes of fish, mini-
mizing egg size effects on foraging and mobility:
feeding behaviour and mobility will be higher in fish
held in groups because of interactions with conspe-
cifics. (3) Finally, we assessed the importance of ago-
nistic behaviours in behavioural differences between
small and large fish maintained in a group, i.e. can
agonistic interactions between different size fish
explain the behavioural differences previously
observed by Benhaim et al. (2003)?

Methods

Eggs, Fish and Experimental Set-up

We used Arctic charr from the breeding programme of
Holar University College. Hatchery broodstock origi-
nated mainly from the lake Olvesvatn in north-west
Iceland. Intra-clutch variation in egg size has been
previously reported in Icelandic Arctic charr (Be-
nhaim et al. 2003) although not studied in detail. All
eggs and juveniles used in our study came from the
fertilization of one female (age: 4+) with the sperm
from one male (4+). We decided to use only one fam-
ily as our study is the first step towards understanding
how egg size and social environment affect the behav-
iour of salmonid juveniles. Fertilized eggs were incu-
bated in EWOS hatching trays with flowing water
(x £ SD = 5.2 £ 0.3°C) and maintained in darkness
using an opaque black plastic cover. At the eyed stage,
50 embryos were sampled to estimate size variation.
Eggs were visually sorted creating two size classes,
with as much size difference as possible (paired #-test,
fagy = 15.8, p < 0.0001), small eggs (x &= SD = 36.6 £
3.1 mg, n=25) and large eggs (x £ SD =51.2 +
3.5 mg, n = 25). We placed 100 from each size class in
net cages (10.5 x 10.5 X 6 cm, mesh size 0.5 mm),
and six from each size class were individually isolated
in net cages. After the eggs had reached eyed stage,
dead embryos or unfertilized eggs were removed
daily. Incubation took on average 465 degree days,
and hatching date was 21 February 2005 (98 dpf), i.e.
50% of the embryos had hatched. In our experiment,
small fish came from small eggs and large fish came
from large eggs (e.g. at 159 dpf: x £ SD small
fish = 65.2 £ 6.6 mg vs. large fish 98.2 £+ 8.3 mg).
From hatching, one group of small fish and one group
of large fish were raised separately in incubating trays
until being assigned to the treatment. Long-term iso-
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lated embryos were isolated at the eyed stage and
reared in the compartment for observation.

Water temperature was maintained at 4.9 £+ 0.5°C
throughout the observation period, and water level
was held at 12 cm in each compartment. A flow
velocity of 0.2 cm/s was maintained in every tray.
The 12 trays were placed randomly in two tanks
(250 L) and moved each week to reduce the impact
of small differences on environmental variables such
as temperature, light or oxygen availability. Light
intensity was approximately 50 lux, and a 12:12 LD
photoperiod was applied. The entire system was iso-
lated from any disturbance by black opaque plastic
curtains.

Juveniles were fed commercial food (EWOS
micro 013C, 0.1-0.2 mm). Food rations were estab-
lished during pre-observation periods. Fish in
groups were fed a ration of 30 mg, while fish kept
isolated were fed 10 mg regardless of body size.
Such rations were selected to allow observations of
foraging by fish according to the unit volume of the
trays. The food was hand-delivered once during
each observation, and both amounts of food were
sufficient to sustain regular growth. Daily food left-
over and faeces were removed after each observa-
tion. Between observations, fish were fed three
times a day according to aquaculture ration for Arc-
tic charr juveniles.

Experiments and Behavioural Observations

Three social environments were tested: no isolation,
i.e. group of six fish, short isolation and long isola-
tion. Short isolation refers to fish that were main-
tained in a group and were then isolated 24 h before
observation. Long isolation refers to embryos that
were isolated since eyed stage. We had six small and
six large fish in long isolation. Mobility, foraging
behaviours and space use were estimated by compar-
ing behaviour of large and small fish maintained in
the three different social contexts. Behaviour was
observed wusing focal animal sampling (Altmann
1974) before and after food delivery. Behaviour
before food delivery was recorded as a baseline of
activity before feeding.

The first experiment aimed to compare during
development the behaviour between small and large
fish coming, respectively, from small and large eggs,
isolated since eyed embryo stage (cf. first question in
the Introduction). The same 12 fish (six large and
six small) were individually observed five times dur-
ing development (Table 1). In a second experiment,
we compared small and large fish in different social
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Table 1: Experimental design table

Behaviour of Charr Juveniles

Age Group composition Replicates Nature of fish Environment Statistics
Experiment 1 5 1 small fish vs. 1 large fish 6 Same individuals followed Long term isolation Repeated
over time measures

ANOVA

Experiment 2 5 Group of 6 small or 6 large fish 3 Different individuals/groups Homogenous group ANOVA

vs. 1 small or 1 large fish 6 at each age vs. short term isolation
Experiment 3 5 Group of 6 small or 6 large fish 3 Different individuals/groups Homogenous vs. ANOVA
3

vs. group of 3 small and 3 large fish

at each age heterogeneous group

This table shows for each environment the group composition, the number of replicates and the nature of the fish used in the three experiments.
Experiment 1 compared small and large fish isolated at eyed stage. Experiment 2 compared small and large fish maintained in groups of 6 fish vs.
small and large fish placed in short isolation. Experiment 3 compared three groups of small or large fish vs. three groups of mixed small and large
fish. Observations were made at 5 ages: 159, 173, 180, 187 and 194 d post-fertilization. The column replicates refers to the number of replicates

for each treatment at each age.

environments, i.e. group of six fish vs. six shortly
isolated fish (cf. question 2 in the Introduction). We
used three replicates of six small fish in groups and
six large fish in homogenous group and six replicates
of individual small and large fish in short isolation
(Table 1). In a third experiment, we compared ago-
nistic behaviour of juveniles from different size clas-
ses maintained in a group (cf. question 3 in the
Introduction). We compared three replicates of small
and large fish maintained in homogenous groups
and three replicates of mixed groups, i.e. three small
and three large fish in a group (Table 1). The
behavioural sampling method (Altmann 1974), i.e.
counts of behaviour occurrences before and after
food presentation, was used to compare agonistic
behaviour between homogenous and mixed groups.
In these three experiments, every trial lasted for
3 min, i.e. 1 min before food delivery and 2 min
after (Benhaim et al. 2003). The behaviour of fish
was voice-recorded to collect both the occurrence
and the duration of behavioural items. The target
fish was selected randomly as the first individual
crossing a randomly selected area. Food pellets were
supplied by hand above the left side of the unit
where the food tended to drift out of the compart-
ment. Therefore, the mobility of fish was maximized
towards the feeding area. Observations were carried
out daily between 09:00 and 13:00 h. At each time,
fish were observed 4 d in a row in each treatment.
Experiments started 6 d after the onset of first
feeding, and observations were repeated five times
at 159, 173, 180, 187 and 194 days post-fertilization
(dpf). Different fish were observed at each observa-
tion date except for the fish in long isolation. Fish
were not fed for 2 d before observation, providing a
similar level of appetite without causing discomfort
from food deprivation. A 2-d fasting period has been
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used in Arctic charr (Lahti & Lower 2000) and other
fish species without causing starvation of juveniles
(e.g. Enders et al. 2005). One day before observa-
tion, juveniles were anaesthetized and measured for
length and weight (to the nearest 0.1 mm and
0.001 g). Then, the juveniles were assigned to one
of the two social environments: group or short
isolation.

Behavioural Variables

After hatching, juveniles were kept in 12 EWOS
hatching trays (39.5 x 42.5 x 17.2 cm). Each tray
was longitudinally divided into six compartments,
each compartment being a unit of observation for a
single fish or a group of fish. To collect data on fish
movement, we visually divided each compartment
into five equal viewing areas (8 X 7 cm) in length
and three areas in depth: areas were marked with a
waterproof marker. Using these visual landmarks,
we were able to describe the position of the fish hor-
izontally and vertically and to record mobility. The
depth of the compartment was divided into three
equal parts: the surface, the water column and the
bottom. Each snap by a fish at a particle in these
locations was, respectively, called surface foraging,
foraging in the water column and bottom foraging.
Reaction time was also recorded and defined as the
latency (in seconds) before the first bite at a food
particle.

Immobility and mobility were recorded in a simi-
lar way to that described by Benhaim et al. (2003):
horizontal and vertical stationary movements, slow
and regular swimming, jerky swimming and speed
swimming (see Benhaim et al. 2003 for ethogram).
We recorded both the occurrence and the duration
of each activity. The total number of items corre-
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sponded to the sum of all behavioural occurrences
in one observation. Additionally, space use was
assessed for each fish recording the number of zones
(horizontal dimension) and levels (vertical dimen-
sion) visited. We also calculated the total number of
crossed areas, i.e. the sum of all visited zones and
levels.

Aggression level was characterized by two relevant
agonistic behavioural items previously described in
juvenile fish. Chase was defined as pursuit of one
individual by another for at least one body length
(Kim et al. 2004). Escape behaviour referred to a
burst and fast swimming by one individual to move
away from a conspecific (Noakes 1980).

Data Analysis

We used SPSS 14.0 Windows Student Version (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA) for statistical analyses. Differ-
ence of weight between fish coming from large and
small eggs was analysed with a f#-test. Data before
food delivery provided a baseline of behaviour/activ-
ity shown by the fish before feeding, while those
after food delivery were analysed to assess mobility,
foraging behaviour and space use. Data were
obtained by averaging the behaviour from 4 d of
observation for each treatment, each replicate and
each time. Data from the focal animal sampling
method were behaviour durations in seconds, while
those from behaviour sampling method were behav-
iour occurrences. Data were analysed for normality
with a Shapiro-Wilk test and for homoscedasticity
with a Bartlett’s test.

In the first experiment, differences in behaviour,
mobility and space use between small and large fish,
reared in isolation, were assessed using a repeated
measures analysis of variance (ANOVA) because the
same fish were followed over time (Table 1). Egg
size (small and large) was between-subjects factor,
and time was within-subjects factor. In the second
experiment, we used an ANOVA where egg size,
social environments and time were defined as fixed
factors (Table 1). The model included three fixed fac-
tors, 2- and 3-way interactions. To analyse the origin
of the significant differences, we conducted post hoc
Newman-Keuls tests in both ANOVAs.

Results

Over the course of the experiment, fish coming from
large eggs were on average 32.5 + 8.5% larger than
fish coming from small eggs. At the end of the
experiment, the large fish weighted 194.9 £+ 24.3 mg
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and small fish 131.1 + 13.3 mg (t= 14.89 df = 82
p < 0.001).

Before food presentation, all fish kept alone, inde-
pendently of their previous social context, were
immobile at least 90% of the time.

Experiment 1: Egg Size Effect on Behavioural
Development (Long-Term Isolation)

Differences between small and large fish were
detected in foraging activity, mobility and space use.
Large fish foraged significantly more (i.e. total forag-
ing) and faster (i.e. reaction time) than smaller ones
(Table 2). On average, larger fish foraged 4.6 £ 3.3
times more than smaller ones (Fig. 1a) and reacted
to food delivery 1.4 4+ 0.6 times faster than smaller
ones. They were also more mobile (Fig. 1b) and had
more active behaviour than smaller ones (Table 2).
For instance, larger fish spent 72.8 £ 21.3% of the
time immobile, whereas smaller fish spent 88.0 £
24.0% (Table 1). Additionally, larger fish crossed in
averaged 2.4 4+ 1.9 more areas than smaller ones.
Interestingly, such differences became significant
through development with the exception of the last
observation (e.g. Fig. 1). Reaction time to food deliv-
ery illustrates this trend where differences between
large and small fish increased over time (with the
exception of 194 dpf): large fish foraged on average

Table 2: Summary of repeated measures ANOVA results for fish
placed in long-term isolation

Egg size df =1
F P
Foraging
Reaction time to food 3.1 0.098
Foraging in water column and surface 23 0.160
Bottom foraging 25 0.140
Total foraging 4.7 0.036
Mobility
Immobility 3.6 0.074
Stationary 0.6 0.680
Vertical stationary 0.7 0.630
Slow and regular swimming 0.4 0.802
Jerky swimming 1.2 0.394
Rapid swimming 1.5 0.311
Number of items 8.6 0.010
Space use
Total number of crossed areas 2.0 0.212
Visited zones 4.6 0.046
Visited level 33 0.095

We compared the effect of egg size on each behavioural variable for
six small fish and six large fish placed in isolation since eyed stage.
Fish were observed at five different times.
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(a)

Average foraging
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Total number of items
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Fig. 1: Foraging and mobility of large and small juveniles of Arctic
charr isolated since hatching. Foraging (a) and the total number of
behavioural items performed (b) during the two minutes of observa-
tion after food presentation are shown. Mean + SD values are given.
Differences between small and large fish (Newman-Keuls post hoc
tests) are shown: *p < 0.05.

27.5 s earlier than small fish. This relationship
became significant at 180 dpf (p = 0.024), 187 dpf
(p = 0.007) and 194 dpf (p =0.043). Same trend
was observed in the number of visited zones
(173 dpf, p = 0.035; 180 dpf, p = 0.020; 187 dpf, p =
0.050) and the total foraging activity (180 dpf, p =
0.055; 187 dpf, p = 0.093; and 194 dpf, p = 0.110).

Experiment 2: Interaction Between Egg Size and
Social Effects on Behavioural Development (Short-
Term Isolation vs. Group)

Egg size, social environment and time affected forag-
ing, mobility and space use of young Arctic charr.
Egg size significantly affected bottom and total forag-
ing but not mobility or space use (Table 3). How-
ever, most variables characterizing foraging and
mobility and all variables characterizing space use
showed a social effect (Table 3). For instance, fish in
groups reacted faster (36.4 + 17.5 s) to food delivery
than fish in short isolation (93.9 4+ 15.5s). Fish
became more mobile over the course of the experi-
ment: stationary, rapid swimming, total number of
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visited areas and number of displayed items
increased (time factor in Table 3). Additionally, the
reaction time to food delivery significantly decreased
and foraging activities increased (significantly for
bottom foraging and marginally significant for forag-
ing in water column and surface; factor time in
Table 3) resulting in weight gain: small fish gained
in average 66.1 £+ 8.9 mg and large fish gained in
average 100.7 £ 14.0 mg over the experimental per-
iod of 45 d.

Bottom and total foraging activities were affected
by a two-way interaction between egg size and social
effect (Table 3). Large fish in groups foraged more
than large fish in isolation, small fish in group and
small fish in isolation (post hoc tests: all p < 0.001;
Fig. 2a). Only rapid swimming activity, a rather rare
and brief behaviour, showed the same interaction
with large fish in groups displaying more rapid
swimming than other groups (post hoc tests: all
p < 0.001). The interaction between egg size and
time was not found in any variables, but the interac-
tion between social effect and time was found
mainly in foraging activities and rapid swimming
(Table 3). Fish in group at 180 and 187 dpf displayed
more bottom foraging and total foraging than fish
shortly isolated at all times (post hoc tests: all
p < 0.001; Fig. 2a). Similarly at 187 dpf, fish in
groups displayed more rapid swimming than other
groups at all times (post hoc tests: all p < 0.001).

Additionally, foraging, mobility activities and the
total number of crossed areas were affected by a
three-way interaction of factors (egg size, social fac-
tor and time; Table 3 and Fig. 2). Overall, this inter-
action illustrates a gradient of activity (foraging,
mobility and space use) with large fish in group
being more active than small fish in group being
more active than large fish in isolation being more
active than small fish in isolation. A 3-way interac-
tion may indicate that the interaction between egg
size and social effect changed over time. For exam-
ple, the average total number of foraging (Fig. 2a)
was as follows: large fish in group at 180 and
187 dpt foraged more than small fish in group and
small and large isolated fish at all time (post hoc tests:
all p<0.001). Another type of 3-way interaction
was observed in the number of items (Fig. 2) and in
the total number of crossed area (Table 3) where
similar results were observed: both variables were
higher in large fish in groups at 187 dpf compared
with all other categories (post hoc tests: all p < 0.001)
except for small fish in groups at 173 and 180 dpf,
large fish in short isolation at 159 and 194 dpf and
large fish in groups at 194 dpf.
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Table 3: Summary of ANOVA results for fish in groups vs. fish in short isolation

Size*Social*
Size Social effect Time Size*Social Size*Time Social*Time Time
df =1 df =1 df =4 df =1 df = 4 df = 4 df = 4
F P F P F P F P F P F P F P
Foraging
Reaction time to food 1.4 0250 909 0000 34 0010 09 0340 12 0310 04 083 1.2 0.300
Foraging in water column 0.1 0.780 0.6 0.450 2.1 0.091 0.0 0.940 0.0 0.890 1.1 0.350 0.2 0.910
and surface
Bottom foraging 6.1 0.016 15.5 0.000 3.1 0.020 7.8 0.007 1.1 0.370 5.7 0.001 3.4 0.010
Total foraging 54 0.020 148 0.000 20 0100 63 0014 1.0 0440 39 0.007 35 0.010
Mobility
Immobility 0.6 0.430 10.2 0.002 1.9 0.130 0.0 0.950 0.6 0.650 0.4 0.840 3.0 0.025
Stationary 28 0.097 44 0040 24 0060 00 0910 16 018 23 0070 26 0.045
Vertical stationary 35 0.067 0.1 0.730 1.6 0.186 4.7 0.540 13 0.280 0.4 0.780 0.7 0.680
Slow and regular swimming 0.6  0.450 1.2 0270 14 0240 03 0610 02 0950 02 0910 1.4 0.250
Jerky swimming 0.1 0.820 23 0.130 2.9 0.003 0.0 0.870 0.7 0.560 1.6 0.180 0.6 0.610
Rapid swimming 25 0110 80 0006 27 0039 75 0008 14 0260 26 0046 1.1 0360
Number of items 21 0150 147 0000 54 0001 00 0930 08 0510 1.1 0340 38 0.018
Space use
Total number of crossed areas 1.1 0.290 75 0008 7.2 0.001 0.0 0860 0.8 0560 0.6 0650 25 0.053
Visited zones 0.2 0.660 10.6 0.002 33 0.015 0.0 0.890 1.2 0.300 1.5 0.230 2.1 0.090
Visited level 25 0120 27 0100 32 0018 08 0360 1.1 0370 06 0670 1.1 0.390

F value, degrees of freedom and the probability p are displayed for each dependent variable. The factor ‘size’ refers to the effect of egg size (large
vs. small). ‘social’ effe<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>