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RESUME

Les travaux de recherche effectués dans le cadre de cette these avaient pour objectif
d’identifier les déterminismes physiologiques, énergétiques et endocriniens des formes
migratrices des civelles d’Anguilla rostrata en fonction de la variabilité temporelle des
dates d’arrivée en estuaire, de la variabilité spatiale des régions de recrutement, et des
préférences de salinité¢ individuelles. Le premier objectif était d’examiner la condition
corporelle et les contenus énergétiques individuels des civelles, afin de vérifier si les
réserves énergétiques permettaient la différenciation des formes migratrices d’eau douce ou
d’eau salée/saumatre selon la région de recrutement ou la préférence de salinité. Un second
objectif consistait a comparer les niveaux des transcrits de génes candidats impliqués dans
la régulation de 1’appétit et du métabolisme énergétique, afin de déterminer si la régulation
génique du métabolisme énergétique permettait aussi la différenciation des formes
migratrices au stade civelle, et si cette régulation variait spatialement et temporellement.
Finalement, le troisiéme objectif de la thése était d’examiner les déterminismes
endocriniens de la catadromie facultative dés le stade de recrutement, via 1’étude des
patrons d’expression de genes codant pour des hormones régulant les fonctions de
I’osmorégulation, la métamorphose et la croissance dans le but de clarifier les facteurs
internes sous-jacents a la sélection de I’habitat.

Les résultats présentés au premier chapitre montrent une divergence régionale dans
les stratégies de stockage d’énergie. Les civelles de la région de 1’écotype eau douce sont
de plus grande taille et ont des contenus en triacylglycérols 73,8 % plus faibles et en
glycogene total 67,7 % plus élevés par rapport a celles de la région de 1’écotype eau
salée/saumatre. Une différence de deux semaines dans les dates d’arrivée se caractérise par
une baisse significative des réserves énergétiques chez les deux écotypes. Les résultats
obtenus indiquent que I’indice de condition est corrélé aux contenus en réserves
énergétiques (triacylglycérols, stérols et cires estérifiés, et glycogéne total), relation
examinée pour la premicre fois chez les civelles d’anguille d’ Amérique.
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Les résultats présentés au deuxiéme chapitre montrent que 1’écotype d’eau douce
semble avoir une meilleure aptitude a mobiliser efficacement les réserves en
triacylglycérol, les génes de la lipase pancréatique et de la triacylglycérol lipase étant
surexprimés respectivement de 7,65 et 3,25 fois a D’écotype eau salée/saumatre. Ces
différences transcriptionnelles expliquent a elles seules prés de 80 % des divergences entre
les écotypes régionaux. L’absence de variation des niveaux d’expression des transcrits des
hormones qui régulent I’appétit et la glycogénolyse entre écotypes, suppose une régulation
post-transcriptionnelle du métabolisme énergétique si nous prenons en compte les
différences phénotypiques observées au niveau des réserves énergétiques.

Dans le troisiéme chapitre, les travaux présentés montrent que 1’écotype d’eau douce
aurait de meilleures aptitudes a I’osmorégulation et a la croissance. Leur profil d’expression
génique variait selon la distance au site de frai comme suit : les civelles de provenance de la
péninsule gaspésienne montraient les plus hauts niveaux d’expression des transcrits des
hormones hypophysaires et thyroidiennes alors que celles de I’estuaire maritime du Saint-
Laurent avaient la plus forte expression du géne codant pour les récepteurs du facteur de
croissance insulinique. A 1’opposé, tous les niveaux des transcrits des neufs génes candidats
étudiés étaient moins exprimés chez 1’écotype eau salée/saumatre.

Les résultats de cette these ont permis de caractériser les écotypes en période de
recrutement et de proposer un nouveau modele des mécanismes physiologiques et
moléculaires sous-jacents au recrutement des écotypes eau douce et eau salée/saumatre.
Grace aux outils écophysiologiques et moléculaires, les résultats fournissent d’autres
indications d’un contréle a la fois génétique et environnemental sur I’expression des
écotypes et donc, de différences au niveau des mécanismes de régulation du métabolisme
énergétique, de la croissance, du développement post-larvaire et possiblement de
I’osmorégulation. Ces nouvelles connaissances biologiques sont capitales pour la
compréhension de la distribution des écotypes chez les anguilles et contribuent a
I’amélioration des connaissances sur la catadromie facultative chez les poissons.
Ces nouvelles connaissances sur les déterminismes biologiques sous tendant le recrutement
des écotypes de civelles, aideront a I’amélioriation des mesures du recouvrement du stock
de I’écotype d’eau douce dans les régions du fleuve et du Golfe du Saint-Laurent, en
procurant de nouveaux ¢éléments de réponses aux questions d’importance soulevées, tant
sur le plan biologique que sur le plan économique, face au déclin sévére des indices de
recrutement d’A. rostrata dans ces régions canadiennes.

Mots clés : civelles, Anguilla rostrata, écotype, catadromie facultative, réserves
énergétiques, lipides, expression génique, hormones, sélection de I’habitat, mécanismes
adaptatifs



ABSTRACT

The aim of this thesis was to identify the physiological, energetic and endocrine
factors which determine the migratory forms in Anguilla rostrata glass eels, with specific
considerations regarding the time of arrival in estuaries, the geographical region where the
recruitment takes place and salinity preference of individuals. The first objective was to
examine the condition factor and the energetic status in glass eels in order to verify if
migratory forms could be distinguished by their energy storage according to the region
and/or the salinity preference. A second objective was to compare the levels of candidate
gene transcripts associated with the feeding regulation and the energetic metabolism and
verify whether this regulation varies spatially and/or temporally. Finally, the third objective
was to determine the endocrine mechanisms underlying the presence of facultative
catadromy by investigating the patterns of gene transcripts coding for hormones regulating
osmoregulation, metamorphosis, and growth. Ultimately, the aim was to clarify the
biological factors underlying habitat selection during recruitment.

In Chapter I, a regional divergence in energy storage strategies was observed. The
glass eels of the freshwater ecotype were larger and had 73.8 % lesser triacylglycerol
content and 67.7 % higher glycogen content than the ones of the brackish/saltwater
ecotype. For both ecotypes, a difference of two weeks in arrival impacted the levels of the
energetic reserves. For the first time, the condition index in glass eels was proven to be a
proxy of triacylglycerol, sterol and wax esters, and total glycogen contents.

The results reported in Chapter II revealed that the freshwater ecotype mobilized
more efficiently the triacylglycerol reserves due to overexpression of bile-salt activated and
triacylglycerol lipases 7.65 and 3.25 times respectively compared to the brackish/saltwater
ecotype. These transcriptional differences explained 80 % of the dissimilarities recorded
between regional ecotypes. Given the phenotypic differences found in the first chapter, the
similar levels of RNA transcripts involved in feeding regulation and glycogenolysis
between ecotypes points to a post-transcriptional regulation of the energetic metabolism.
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In Chapter III, we unveiled that the freshwater ecotype may also have a better ability
to osmoregulate and grow. Gene expression patterns differed according to the distance to
the Sargasso Sea: glass eels from Gaspé had the highest levels of pituitary and thyroid
hormones transcripts, while those from the St-Lawrence Estuary had the highest levels of
gene expression of the insulin-like growth factor. On the other hand, all transcripts levels of
the nine candidate genes examined were less expressed in the brackish/saltwater ecotype.

Overall, this research allowed to characterise the ecotypes at the recruitment stage
and to build a new model of the physiological and molecular mechanisms underlying the
recruitment of freshwater and brackish/saltwater ecotypes. By using eco-physiological and
molecular tools, we were able to give further insights on the genetic and environmental
controls upon glass eel ecotype. We suggest the existence of differential regulation
mechanisms relative to energetic metabolism, growth, osmoregulation, and post-larval
development. This new biological information is crucial to better understand the
distribution of eel ecotypes and greatly contributes to the building knowledge on the
facultative catadromy in fishes. This work led to significant scientific findings on the
biological determinisms underlying the recruitment of glass eel ecotypes. This new
scientific contribution may help to improve recovery programs to be implemented in the
River and Gulf St-Lawrence in response to the dramatic biological and economical issue
associated with the decline of the recruitment of A. rostrata in these Canadian regions.

Keywords: glass eels, Anguilla rostrata, ecotype, facultative catadromy, energetic
reserves, lipids, gene expression of candidate genes, hormones, habitat selection, adaptive
mechanisms
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INTRODUCTION GENERALE

« Alteration of genotype frequencies from generation to generation in a population is
the central process of evolutionary change and the factors that can cause the frequencies to

change are the cause of evolution » (Futuyma, 2013)

Le géologue écossais, Charles Lyell (1877), fut le premier scientifique a employer en
1832 le terme « évolution », pour désigner la fagon progressive dont les espéces vivantes
développent des caractéres nouveaux. Depuis cette nouvelle définition, les péres fondateurs
des théories de I’évolution tel que Chevalier de Lamarck, Charles Robert Darwin, Alfred
Russel Wallace ’adopterent et 1’utiliserent dans leurs écrits pionniers. Un siecle plus tard
(1940), les grands généticiens du XX° siécle comme Sewal Wright, Ernst Mayr, George
Gaylord Simpson, Julian Huxley fondérent la biologie évolutive moderne ou aussi nommée
le néodarwinisme, qui combine les concepts de la génétique mendélienne a 1’échelle des
populations. Cette discipline ¢tudie les scénarios et les mécanismes évolutifs qui causent la
diversité biologique et son axe central d’étude, lorsqu’elle est associée a 1’écologie
évolutive, est le role moteur que joue I’environnement dans la répartition spatiale de la
biodiversité (extinction, dispersion, vicariance, adaptation, spéciation) (p. ex. Forester et
al., 2016). En effet, I’hétérogénéité de l’environnement et les mécanismes évolutifs
modifient potentiellement d’une génération a Dautre, la structure allélique d’une
population, c.-a-d. unité écologique et évolutive. En théorie, la loi de Hardy-Weinberg
postule qu’au sein d’une population, les fréquences alléliques déterminent les fréquences
génotypiques si la population est d’effectif illimité et non soumise aux pressions évolutives
(p. ex. Henry et Gouyon, 2003). Par contre, si ces postulats ne sont pas respectés, on
pourrait retrouver des sous-populations caractérisées par des structures génétiques

différentes.



Les quatre forces évolutives sont la sélection naturelle (succés reproducteur
différentiel pour lequel les alleles sont transmis de facon disproportionnée entre chaque
génération), la dérive génétique (variation des fréquences alléliques due au hasard), le flux
génétique (incursion de genes issus d’autres populations), et les mutations (processus qui
altérent un géne ou un chromosome) (p. ex. Futuyma, 2013). En effet, la sélection
naturelle peut agir en exercant un « tri » des individus les plus aptes a survivre et a se
reproduire, mais aussi de certains génes pour lesquels de nouveaux alleles auraient pu étre
introduits sous les effets de mutations, du flux génétique et de la dispersion
(Dingle et Drake, 2007 ; p. ex. Henry et Gouyon, 2003). Ainsi, la sélection naturelle aurait
tendance a diversifier les fréquences alléliques dans la population alors que le flux
génétique tendrait a les homogénéiser (p. ex. Hartl et Clark, 2007). L’évolution peut aussi
étre limitée par un manque de variations génétiques ou une forte plasticité phénotypique
(p. ex. Le Corre et Kremer, 2012). Enfin, selon DI’effectif de la population et de la
fluctuation aléatoire, la dérive génétique fixe les génotypes dans une population
(p. ex. Henry et Gouyon, 2003). De ce fait, les quatre forces évolutives ont de multiples
effets, expliquent la diversité génétique et constituent la source fondamentale de Ia

biodiversité (p. ex. Hughes et al., 2008).

La création de diversité génétique au sein d’une espece peut étre un long processus.
Elle peut débuter au niveau intra-populationnel par 1’évolution d’un trait biologique en
fonction de sa variation entre individus, de son héritabilité, de la corrélation de sa variance
avec celle du succes reproducteur ou celle de la probabilité¢ de survie des génotypes qui le
portent (Fisher et Bennett, 1930). En effet, les populations naturelles expérimentent
différentes histoires évolutives, font face a différents environnements (hétérogénéité
spatiale et temporelle) auxquels elles pourraient potentiellement s’adapter et possedent des
caractéristiques démographiques particuliéres (c.-a-d. taille effective de la population, flux
de geénes) (p. ex. Hansen et al., 2012). Grace a des processus adaptatifs a court et long
terme, les populations peuvent répondre a la variabilité environnementale qu’elle soit

naturelle ou anthropique (IFREMER, 2011).



MECANISMES IMPLIQUES DANS LES REPONSES ADAPTATIVES

Par définition, les réponses sont dites adaptatives lorsque la valeur sélective du
génotype (c.-a-d. produit de la probabilité de I’espérance de survie du génotype par celle de
I’espérance du nombre de descendants qu’il peut produire) en est augmentée et que ces
réponses se caractérisent par des changements dans les fréquences alléliques
(p. ex. Beldade et al., 2011). L’augmentation de la valeur sélective du génotype n’est pas
nécessairement synonyme de sa maximisation car la valeur sélective d’un individu dépend
aussi de celle des autres individus (p. ex. Morris et al., 2014). De ce fait, la sélection peut
se traduire par une ¢élévation relative de la valeur sélective moyenne de la population. Dans
certains cas, au contraire, la sélection pourrait causer la disparition d’une population ou
d’une espece lorsque des traits qui défavorisent son évolution sont sélectionnés
(Thomas et al., 2010). Ainsi, la valeur sélective quantifie la propension d’un individu a
propager ses geénes au sein de la population et la sélection naturelle favorise les individus,

genes ou traits a valeur sélective élevée.

LA PLASTICITE PHENOTYPIQUE

A court terme, les espéces vivantes s’acclimatent aux conditions environnementales
changeantes en développant et en exprimant des traits particuliers qui ne sont pas créés par
des changements génétiques (p. ex. Hansen et al., 2012). Cette acclimatation résulte de la
plasticité phénotypique et favorise la colonisation de nouveaux habitats
(p. ex. Morris et al., 2014). La plasticité phénotypique se définit comme la gamme des
différents phénotypes (caracteéres observables) que peut prendre un génotype (caracteres
génétiques) donné, sous les effets de I’environnement (Pigliucci, 2001). Ainsi, les
phénotypes plastiques changent quand les pressions environnementales changent.
Les changements phénotypiques peuvent étre d’ordre moléculaire (expression de genes),
physiologique, morphologique, comportemental et étre spécifiques a un trait d’histoire de

vie.



Ces changements peuvent apparaitre a des niveaux d’organisation vari¢s, a différents
moments du développement, se présenter a des degrés variables et sous une grande variété
de formes selon le trait et I’environnement donné, la capacité de dispersion et la durée de
vie de D’espece (Danchin et al., 2008 ; Dufty et al, 2002 ; Gomulkiewicz et
Kirkpatrick, 1992 ; Hedrick et al., 1976 ; Hill et al., 2002 ; Janzen et Paukstis, 1991 ;
Levins, 1963 ; Moran, 1992 ; Stern et Emlen, 1999 ; Van Tienderen, 1991). Par exemple,
les individus qui se déplacent plusieurs fois au cours de leur vie dans des environnements
hétérogénes exprimeraient d’avantage des formes plastiques réversibles — généralement des
traits comportementaux et physiologiques — sans que leur morphologie en soit affectée
(De Jong, 1999 ; Pfennig, 1992; Pigliucci, 2001). Les changements phénotypiques qui
permettent de s’acclimater a un nouvel environnement requiérent que la perception de la
variation environnementale soit fiable, synchrone et précise, que les phénotypes exprimés
présentent un réel avantage sélectif et qu’ils n’induisent pas de contraintes relatives a
d’autres traits (DeWitt, 1998 ; Pigllucci, 1996 ; Via et Lande, 1985). Dans le cas d’une
plasticité adaptative idéale (absence de cotts et de contraintes biologiques), le génotype en
présence d’un nouvel environnement, produirait le phénotype optimal qui se fixerait dans la
population, sans différenciation génétique associée (p. ex. Kawecki et Ebert, 2004).
Cependant, colts et contraintes sont normalement présents, et donc différents
« compromis » phénotypiques peuvent exister (p. ex. Ernande et Dieckmann, 2004 ;
p. ex. Kawecki et Ebert, 2004). Ainsi, les champs d’expression des phénotypes possibles
peuvent étre limités. De ce fait, la plasticit¢ phénotypique est définie par plusieurs
composantes, soit la variance attribuée aux différences génétiques, celle attribuée
aux influences environnementales et aux interactions geénes x environnement
(p. ex. Thomas et al., 2010). Suivant la relation existante entre la valeur du trait et la valeur
sélective des phénotypes, la sélection peut agir sur la variation des normes de réaction
(p. ex. Via et al., 1995). Elle peut étre directionnelle pour des valeurs sélectives élevées (ou
faibles) du caractére, stabilisante pour des valeurs intermédiaires mais qui maximisent la
valeur sélective et, divergente pour des valeurs extrémes (p. ex. Bergland et al., 2014 ;

p. ex. Le Corre et Kremer, 2012).



L’EVOLUTION ADAPTATIVE DE LA PLASTICITE PHENOTYPIQUE

La plasticité phénotypique peut étre vue comme un processus qui limite I’évolution
de la population, ou bien, selon d’autres auteurs, étre a long terme, le moteur de la
spéciation et de la diversification au sein des populations (p. ex. De Jong, 1995 ;
p. ex. West-Eberhard, 2003). En effet, la sélection peut aussi agir sur les geénes qui
produisent les réponses plastiques étant donné que ces derni¢res sont modulées par des
composantes génétiques et des interactions génes X environnements (p. ex. Hansen et al.,
2012). L’une des premiéres études a avoir démontré I’existence d’un controle génétique sur
la plasticité fut celle sur I’opéron du lactose chez Escherichia coli ou le géne codant pour
une enzyme qui dégrade le lactose ne s’activait qu’en présence de lactose (Jacob et Monod,
1961). Ce type de « conversion développementales » serait codé génétiquement par des
« génes sensitifs » ou des « génes de régulation de la plasticité » (Pigllucci, 1996 ;
Scheiner, 1993 ; Schlichting et Pigliucci, 1995 ; Schlichting et Pigliucci, 1998 ; Via, 1993).
Les « genes sensitifs » seraient sensibles aux variations environnementales et seraient a
I’origine des différentes valeurs du phénotype (p. ex. génes codant pour les protéines de
stress). Les « geénes de régulation de la plasticit¢ » interviendraient dans la réponse
phénotypique en activant ou désactivant ’expression d’autres genes structuraux via leur
action sur les processus de méthylation de I’ADN (acide désoxyribonucléique), la
chromatine, les micro-ARN (acide ribonucléique), les cascades hormonales, métaboliques
ou enzymatiques (p. ex. Aubin-Horth et Renn, 2009 ; p. ex. Via et al., 1995). Les cascades
hormonales jouent notamment un role capital dans ces processus de régulation car elles
traduisent 1’information environnementale percue par un changement appropri¢ du
phénotype (répartition tissulaire des récepteurs, densité des récepteurs, etc...) en activant
ou inhibant certaines voies métaboliques (p. ex. Dufty et al., 2002). Ainsi, ces mécanismes
épigénétiques peuvent moduler et contribuer a la diversification des normes de réaction
(p. ex. Aubin-Horth et Renn, 2009 ; p. ex. Baerwald et al., 2015) mais aussi induire des
variations génétiques non neutres en favorisant I’accumulation de variations génétiques

cryptiques (héritables) induites sous des conditions environnementales ou génomiques



particuliéres (p. ex. mutations, recombinaisons, épistasie) (p. ex. Beldade et al., 2011). Dés
lors que ces variations cryptiques augmentent la valeur sélective, elles peuvent causer la
divergence entre populations par des phénomeénes d’accommodation génétique (valeur
sélective du phénotype favorisée par I’environnement rencontré), de compensation
génétique (le phénotype perd de sa sensibilit¢ environnementale) ou d’assimilation
génétique (fixation du phénotype adaptatif) (p. ex. Beldade er al, 2011 ;
p. ex. Hansen et al., 2012 ; p. ex. Morris et al., 2014 ; p. ex. Pfennig et al., 2010).
Par conséquent, la fixation du phénotype peut générer des polyphénismes (plusicurs
formes différentes) mais aussi des variations génétiques intra-spécifiques, tels que des
écotypes écologiquement et génétiquement distincts, qui a plus long terme, peuvent étre
impliquées dans les processus précurseurs de la spéciation comme la ségrégation spatiale et

I’isolement reproductif (p. ex. Abbott et Comes, 2007 ; p. ex. Pfennig et al., 2010).

Entre espéces qui ont un ancétre commun, la plasticité phénotypique peut également
promouvoir I’adaptation parallele sous I’effet de la sélection (p. ex. Pfennig et al., 2010 ;
p. ex. Ralph et Coop, 2010). En effet, dés lors que des espéces ont en commun un trait
d’histoire de vie, ce dernier peut évoluer de la méme maniere et parallelement, car ce sont
les mémes génes, le méme groupe fonctionnel de génes ou les mémes mutations qui sont
mobilisés (p. ex. Savolainen et al., 2013). La plasticité joue un role car, elle augmente la
persistance des individus dans des nouveaux environnements, augmente la variance
phénotypique de générations en générations et permet la propagation et 1’accumulation de
mutations neutres au sein du génome. Des conditions environnementales particulieres
peuvent causer 1’adaptation d’un méme trait similairement chez plusieurs descendants et
ces derniers peuvent former parallélement des variantes « écotypes » et des variations
clinales en réponse a des pressions de sélection similaires (p. ex. Drotz et al., 2012;
p. ex. Ralph et Coop, 2010). Ce type de mutations répétées est un phénomeéne qui
s’observerait couramment dans les populations de grand effectif et lorsque la cible
mutationnelle est grande (p. ex. Bailey et Bataillon, 2016 ; p. ex. Ralph et Coop, 2010). Ces
mécanismes peuvent &tre déterministes pour 1’évolution d’une population, méme pour

celles qui ont une reproduction panmictique, c.-a-d. association au hasard des gametes.



L’ADAPTATION LOCALE

Il y a adaptation locale lorsque les individus développent sur le long terme des
réponses adaptatives divergentes face aux fortes pressions de sélection imposées par
I’hétérogénéité¢ de I’environnement (p. ex. Le Corre et Kremer, 2012). Les populations
adaptées localement peuvent former des unités discrétes pour des habitats bien délimités
dans un environnement hétérogéne — variation spatiale discréte —, ou des unités arbitraires
le long d’un gradient environnemental —  variation spatiale  continue
(p. ex. Kawecki et Ebert, 2004). L’adaptation locale serait ainsi la source principale des
patrons spatiaux de biodiversité et de la spéciation sympatrique et allopatrique au sein des
populations (p. ex. Forester et al., 2016). Ce processus de différenciation génétique
maintiendrait la variation génétique et le polymorphisme au sein des populations. En effet,
un des prérequis dans 1’adaptation locale est la présence d’interactions
genes X environnement, et la présence de pléiotropie antagoniste (normes de réaction
opposées) en serait la plus facilitante (p. ex. Kawecki et Ebert, 2004). La pléiotropie
antagoniste suggere que 1’adaptation pour différents habitats résulte de compromis. De ce
fait, le polymorphisme est facilit¢ sous les effets d’une sélection densité-dépendante
(Hedrick, 1986 ; Karlin et Campbell, 1981), ainsi que lorsque la sélection s’opére a fine
¢chelle et qu’elle agit sur des loci a larges effets (Albert et al., 2008). Les loci a larges
effets présentent une plus grande différenciation dans les fréquences alléliques sous les
effets de la sélection et ont moins de chance d’étre perdus sous les actions de la dérive
génétique (Macnair, 1991). D’autre part, les traits adaptatifs qui favoriseraient 1’adaptation
locale devraient dépendre de I’influence de colts et contraintes biologiques, montrer de la
variance génétique et dans la plupart des cas, de la variance polygénique (Clausen et al.,
1940). L’évolution vers une adaptation locale serait beaucoup plus probable en présence de
variations polygéniques, qu’en raison de phénomenes de mutation a un seul locus (p. ex. Le
Corre et Kremer, 2012). Cependant, les effets des traits pléiotropiques sous sélection

divergente ont été peu explorés.



La plupart des études sont basées sur des modéles d’état évolutif stable a un seul locus qui
prédisent I’évolution de la spécialisation écologique pour un ou plusieurs traits quantitatifs
dépendamment du cofit et de la valeur sélective dans 1’habitat considéré (Maynard Smith,
1982). La présence d’adaptation locale en raison d’une mutation sera influencée par le
temps de génération de 1’espece, sa taille démographique, son mode de reproduction, son
histoire évolutive et I’impact physiologique de la mutation (p. ex. Bailey et Bataillon,
2016). Finallement, un autre prérequis pour maintenir le polymorphisme et faciliter
I’adaptation locale est la présence d’un faible flux de genes, faible dispersion, forte fidélité
a I’habitat (p. ex. Forester et al., 2016 ; p. ex. Kawecki et Ebert, 2004) car en absence
d’autres forces évolutives ou de contraintes biologiques, la sélection divergente génererait
pour chacune des populations locales un avantage sélectif dans I’environnement utilisé
(Williams, 1966). D¢s lors, I’adaptation locale peut étre limitée par les flux géniques ainsi
que par une forte variabilité temporelle, un manque de variabilité génétique, et par une
architecture génétique donnée (p. ex. Kawecki et Ebert, 2004). Finalement, les facteurs
écologiques prédits pour favoriser 1’adaptation locale sontune sélection forte sur les
génotypes localement adaptés ou wune sélection modérée sur les génotypes
intermédiaires, une faible variation temporelle et une faible variabilité de la taille et de la

qualité des habitats (p. ex. Kawecki et Ebert, 2004).

LA SELECTION SPATIALEMENT VARIABLE

Sous certaines conditions de variabilit¢ environnementale, des stratégies
conditionnelles induites sous les effets de I’environnement et des stratégies
inconditionnelles induites sous des effets génétiques peuvent coexister au sein d’'une méme
population polymorphique, car les jeunes stades expérimentent au cours des prémisses de
leur développement et de leur croissance des environnements spatialement discrets et
contrastés (Lively, 1986). Les individus dont le développement s’acclimate aux conditions
particuliéres de 1’habitat discret occupé via le processus de conversion développementale,
devraient avoir un meilleur un taux de survie quel que soit I’environnement occupé.

A Popposé, les individus dont le développement est génétiquement déterminé via le



processus de canalisation — production du méme phénotype quelle que soit la variabilité de
I’environnement et du génotype — auraient un taux de survie différentiel dans les
environnements occupés (p. ex. Ingley et al., 2014 ; Lively, 1986 ; Lucek et al., 2014).
L’existence de ces deux stratégies au sein d’une méme population peut s’expliquer par la
présence de compromis physiologiques ou développementaux, d’effets génétiques additifs
de traits quantitatifs sous s€lection (base génétique polygénique), d’une compétition intra-
spécifique pour les ressources alimentaires, d’une colonisation aléatoire dans les habitats
discrets, d’une forte probabilité que 1’indice environnemental soit bien percu et d’une
conversion développementale en réponse a un seul indice environnemental
(p. ex. Bergland ef al., 2014 ; p. ex. Fabian et al., 2015 ; Griineberg, 1952 ; Lively, 1986 ;
p. ex. Storz et Kelly, 2008). Des cotlits moyens associés a un fort indice environnemental
favoriseraient la stratégie conditionnelle alors qu'un faible indice environnemental associé
a un colt ¢levé ou faible favoriserait la stratégie inconditionnelle. Un tel contrdle a la fois
génétique et environnemental maintiendrait le polymorphisme au sein des populations et
perdurerait au cours des temps géologiques, et ceci d’autant plus si le signal biologique
pour une large gamme d’habitats est bien corrélé a 1’habitat rencontré. De ce fait, avec les
temps géologiques, le changement de morphologie en réponse a un signal environnemental
peut étre rapide et permettrait d’éviter les mécanismes de spéciation ou d’évolution
génétique (p. ex. Bergland et al., 2014 ; Lively, 1986). Cependant dans certains cas, la
sélection spatialement variable peut mener a 1’adaptation locale notamment quand elle est
continue ou treés récente, quand les populations migratrices échangent des migrants ou
quand ces derniéres sont soumises aux actions de la dérive génétique (p. ex. Storz et Kelly,
2008 ; p.ex. Lively, 1986). L’adaptation locale sous sélection spatialement variable
résulterait principalement de I’évolution des traits dépendamment des facteurs biotiques et
abiotiques (p. ex. Bergland et al, 2014). Ainsi, la sélection fréquence-dépendante
négative est requise pour maintenir la stratégie génétiquement déterminée mais ne le serait

pas pour maintenir celle qui est induite par des facteurs environnementaux (Lively, 1986).
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Figure 1. Exemple d'une variation clinale multilocus (droite) chez les jeunes stades
d’une espéce sans isolation géographique A. rostrata, le long de la facade atlantique de
I’Amérique du Nord (gauche) pour des génes impliqués dans le métabolisme
énergétique (Gagnaire et al., 2012). Les carrés correspondent aux sites d’étude, leurs
couleurs (gauche) aux scores de I’ACP (droite) et les températures représentées sur la carte
(gauche) varient de 0,2 °C (violet) a 27,3 °C (rouge).

La sélection fréquence-dépendante négative signifie que la valeur sélective d’un trait
qui dépend de sa fréquence dans la population polymorphique, diminue lorsque sa
fréquence augmente (p. ex. Ricklefs er al, 2005). L’adaptation locale sous sélection
spatialement variable serait limitée en présence d’une variabilité temporelle a fine échelle,
chez des populations a forte plasticité phénotypique et qui colonisent une grande variété
d’habitats (Lively, 1986). Ces situations de contrdle a la fois environnemental et génétique
sur le développement des individus, ont beaucoup été observées dans les modeles de
variations clinales, changements graduels ou discontinus pour des caractéres ou des

fréquences alléliques le long d’un gradient environnemental sans isolation géographique

(Figure 1) (p. ex. Gagnaire ef al., 2012 ; Adrion et al., 2015 ; p. ex. Ingley et al., 2014).



Dans ces environnements continuellement variables, les contraintes imposées par
I’environnement n’imposeraient pas de compétition entre les phénotypes génétiquement
induits et ceux plastiques, et leur coexistence maintiendrait le polymorphisme dans la
population méme lorsque la dispersion résulte d’un mélange complet du « pool » de génes
(Lively, 1986). Dans une telle situation panmictique, les différences entre les populations
locales ne causeraient pas de différenciation génétique spatiale et temporelle et le
mécanisme d’adaptation locale n’aurait pas opéré (p. ex. Kaweckiet Ebert, 2004).
Finalement, la persistance des deux stratégies conditionnelles et inconditionnelles dépend
de plusieurs facteurs tels que la fréquence des habitats discrets dans 1’environnement
spatialement variable, de la fiabilité des indices environnementaux, des interactions intra- et
interindividuelles, du colt relié au développement alternatif, et du taux de survie des
différents morphes dans les différents habitats utilisés par les individus de la population
(Lively, 1986). Enfin, la colonisation est le critére nécessaire pour que les différents
développements induits soient évolutivement stables et que le mixage des deux stratégies

soit a 1’équilibre.

LES DIFFERENTS PATRONS GEOGRAPHIQUES POPULATIONNELS

LES DIFFERENTS PATRONS

Pour récapituler, nous avons vu que la grande hétérogénéité de 1’environnement peut
modifier la composition génotypique des populations, la faire évoluer et créer différents
patrons géographiques au sein de cette derniére. Dépendamment du potentiel évolutif de
I’espece nous avons vu que les principaux patrons géographiques intra-populationnels qui
s’observent chez les populations naturelles sont : les sous-espéces ou variétés, les
populations a « cline » et les écotypes. Ces variations ou subdivisions intra-
populationnelles sont particulierement liées a des conditions environnementales ou habitats
donnés et sont génétiquement distinctes. Elles résultent des mécanismes adaptatifs, dont les
principaux ont été présentés précédemment, mais dont le processus évolutif de spéciation

n’a pas eu lieu ou n’a pas été totalement complété. Classiquement, ces patrons
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géographiques se distinguent selon leur isolement reproductif et leur aire de distribution :
ils peuvent étre sympatriques s’ils partagent la méme aire de distribution, parapatriques si
leurs aires de distribution sont adjacentes et allopatriques si leurs aires de distribution sont
séparées. Plus précisément, les évolutionnistes les ont distingués selon la fraction des
individus échangés par génération, si celle-ci est égale entre les patrons il y a sympatrie,
inégale et faible, parapatrie et enfin si elle est nulle, allopatrie (Mallet ef al., 2009). Les
sous-especes ou encore appelées variétés réferent aux populations géographiquement
isolées. Les sous-especes sont interfécondes et peuvent créer des hybrides (Moore et Price,
1993). Les variations dans les traits sont les plus prononcées chez les sous-especes, patrons
proches de la spéciation. Quant aux populations a « cline », elles refletent des changements
graduels pour des caractéres ou des fréquences alléliques le long d’un gradient
environnemental sans étre isolées géographiquement (Oakeshott et al, 1982). Le flux
génétique permet généralement a ces populations de les prévenir d’une différenciation ou
d’une spéciation. Contrairement aux populations a « cline », les écotypes sont vus comme

le processus central ou une étape préliminaire de la spéciation (Abbott et Comes, 2007).

LES ECOTYPES, ETAPE PRELIMINAIRE DE LA DIFFERENCIATION

Plus précisément, un écotype est un groupe d’individus d’une population donnée dont
les caractéres observables sont génétiquement distincts et associés a un habitat ou a des
conditions environnementales particulieres (Turesson, 1922). Le terme « écotype » est
employé trés souvent dans la littérature et les écotypes se doivent d’étre vigoureusement
définis taxonomiquement, écologiquement et génétiquement surtout lorsqu’ils doivent faire
I’objet d’un statut de conservation (Cronin et Mech, 2009). Les écotypes peuvent étre
adaptés physiologiquement a une grande variabilit¢é de types d’habitats et de type
d’environnements géographiquement distants, adjacents ou proches. Ils sont souvent
distribués inégalement en « patch » ou en « mosaique ». Les différences phénotypiques qui
s’observent entre écotypes reflétent généralement des différences génétiques polygéniques,
et celles au sein méme d’un écotype, des effets environnementaux (Clausen et al., 1940).

En effet, la plupart des traits adaptatifs ont une architecture génétique polygénique (p. ex.



Hansen et al., 2012). Ainsi, les patrons de variations écotypiques peuvent étre facilement
détectés en étudiant les différences phénotypiques entre individus qui suffisent a déceler la
présence potentielle de variations génétiques au sein d’une population (Dobzhansky, 1970).
Cependant, les variations phénotypiques de certains traits (p. ex. morphologiques) doivent
étre empiriquement évaluées pour démontrer des variations génétiques et expliquer les

différences entre populations (Cronin et Mech, 2009).

La présence d’écotypes s’observe pour une grande variété d’especes animales,
végétales et méme chez des organismes unicellulaires. Les causes évolutives y sont
diverses. Chez les orques, Orcinus orca, des écotypes régionaux ont été distingués
notamment pour I’utilisation de différentes ressources alimentaires : les résidents se
nourrissent de poissons alors que les itinérants, de mammiféres marins (Moura et al., 2014).
Ces mémes auteurs ont démontré via des outils moléculaires que ces écotypes se
différenciaient génétiquement pour des traits physiologiques relatifs a la digestion et que
ces traits étaient fixés chez les écotypes sympatriques comparativement aux écotypes
parapatriques. Il a été suggéré que ces patrons régionaux pourraient avoir résulter des
phénomeénes de sélection naturelle et de dérive génétique. Chez les caribous des bois du
Canada, Rangifer tarandus caribou, la prédation a ét¢ démontrée comme étant la cause
principale du déclin spatial préoccupant de I’écotype de montagne et de sa fragmentation en
sous-populations isolées (Wittmer et al., 2005). Dans cette étude, des données de
radiotélémétrie et des mesures de taux d’histoire de vie (recrutement, gestation, mortalité)
ont été utilisées pour arriver a une telle conclusion. Chez les loups gris d’Amérique du
Nord, Canis lupus, des patrons d’adaptation locale pour des écotypes ont été différenciés
génétiquement a partir du le génotypage SNP (Schweizer et al., 2016). Malgré la possibilité
de flux de génes chez cette espece trés mobile, les outils moléculaires ont révélé une haute
fidélité aux habitats natifs et wune forte divergence entre les habitats
(Schweizer et al., 2016). Des preuves de sélection pour des geénes relatifs a la morphologie,
la coloration de la robe, au métabolisme, I’ouie, la vue ont été détectées, et les fréquences
alléliques étaient fortement corrélées aux différentes conditions environnementales —

excluant un possible effet de dérive génétique (Schweizer et al., 2016). Chez le coléoptere
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aquatique de Scandinavie, Agabus bipustulatus, le processus de divergence adaptative a été
suggéré pour expliquer 1’existence de deux écotypes locaux morphologiquement distincts et
distribués selon D’altitude des régions paléarctiques (Drotz et al., 2012). Les différences
entre les écotypes se caractérisent pas des muscles plus développés chez 1’écotype de
plaine, alors que ceux de 1’écotype de montagne seraient mieux adaptés aux vols réduits
(Drotz et al., 2012). Chez les mouches tsé-ts¢ riveraines de I’ Afrique de I’ouest et centrale,
Glossina palpalis, vecteurs principaux de la trypanosomiase, deux écotypes trés divergents
ont ét¢ distingués génétiquement (De Meeus et al., 2015). D’apres certains auteurs, ces
deux écotypes devraient étre considérés comme deux especes et cette distinction permettrait
une meilleure compréhension de cette maladie négligée. Chez 1’orge sauvage,
Hordeum spontaneum, des différenciations physiologiques et génomiques ont ¢&té
distingués a partir des SNPs pour deux écotypes (Bedada et al, 2014). L’écotype
désertique contrairement a 1’écotype cotier méditerranéen, dispose d’une meilleure capacité
d’utilisation de 1’eau, détenant des niveaux de contenu en eau plus élevés. Ainsi, I’écotype
désertique aurait un fort potentiel pour la culture de variétés tolérantes au stress (Bedada et
al., 2014). Un dernier exemple est celui des cyanobactéries, Prochlorococcus (Zinser et al.,
2006). Des réactions quantitatives en chaine par polymérase en temps réel (QPCR) ont
révélé que les six différentes lignées de ce genre se révélaient étre des écotypes et que leur
distribution océanique était bien différenciée en termes de profondeur et de localisation
(Zinser et al., 2006). Ainsi, de multiples applications et mesures peuvent découler de
I’¢tude des écotypes. Notamment, celle de renseigner sur les changements évolutifs qui
s’operent a 1’échelle de la population permettrait de prédire les mécanismes adaptatifs et les
impacts écologiques potentiels pouvant altérer la biodiversité actuelle en réponse aux
changements environnementaux globaux qui s’accélérent et conduisent a une charge

croissante des déces par sélection (p. ex. Hansen et al., 2012; p. ex. Hughes et al., 2008).



IMPACTS DES CHANGEMENTS ENVIRONNEMENTAUX GLOBAUX SUR LA BIODIVERSITE
MARINE

« Which species and populations will not adapt fast enough ? This is a central
question when forecasting the consequences of environnemental changes »

(Hansen et al., 2012)

L’¢étude de la biodiversité marine exploitée, c.-a-d. la diversit¢é du monde vivant
marin a tous les niveaux d’organisation, a révélé que les facteurs anthropiques peuvent
conduire a des changements évolutifs non négligeables sur les traits d’histoire de vie des
populations et aussi, mener a un effondrement des stocks (Hutchings, 2000 ; Thiérault,
2001). Les facteurs anthropiques majeurs qui affectent significativement la biodiversité
sont : les changements climatiques globaux ; la surpéche et ses impacts collatéraux ; la
pollution chimique et I’eutrophisation ; la destruction et la fragmentation des habitats ; et
les invasions biologiques. Les effets potentiels des changements globaux sur la biodiversité
marine ont beaucoup été étudiés via des modéles prédictifs. Les changements climatiques
globaux sont définis comme étant les « changements du climat qui sont attribués
directement ou indirectement a une activité humaine qui viennent s’ajouter a la variabilité
naturelle du climat observée au cours de périodes comparables » d’apres la Convention-
Cadre des Nations Unies, CCNUCC (UNESCO, 2016). En effet, I’é¢tat des connaissances
actuel fournit de plus en plus de preuves que les propriétés de I’océan ont été modifiées au
cours des 40 derniéres années en réponse aux changements climatiques globaux. Ces
changements sont marqués dans 1’océan par des modifications globales de la température,
de la salinité, du niveau de 1’eau, du pH et de 1’oxygeéne (Rhein et al., 2013).
Les températures des masses d’eau et le transport de chaleur via la circulation thermohaline
ont globalement augmenté. La température des eaux de surface (0 a 700 m de profondeur) a
augmenté de 0,11 °C chaque décennie entre 1971 et 2010 (Figure 2). La salinité des eaux
de surface de I’ Atlantique a aussi augmenté alors que celle du Pacifique et de I’ Antarctique
a diminué et ceci depuis les années 1950. Le contraste de salinité entre ces régions s’éléve a

0,13 entre les années 1950 et 2008 (Figure 3).
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Figure 2 Tendance des températures moyennes en degrés Celsius par décennies entre
les années 1971 a 2010 (a) des masses eaux de surface de 0 a 700 m de profondeur et
(b) des températures moyennes zonales selon la profondeur (Rhein ez al., 2013)
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Figure 3 Différence de la salinité des eaux de surface au cours des 30 derniéres années
(Rhein et al., 2013



Quant au niveau marin, il a augmenté de 0,19 m entre 1901 et 2010. Le pH de I’océan
s’est acidifi¢ de 0,1 depuis le début de I’¢re industrielle et ’oxygene dissous a diminué
depuis les années 1960 dans les eaux supérieures de I’océan. Ainsi, la biodiversité marine

en serait grandement affectée et ceci a tous les niveaux d’organisation (Figure 4).

Genetics
natural selection
allelic diversity

mutation rates

heterozygosis richness
Physiology

fecundity

activity rates & rhythms

TSD species sex ratios

disease susceptibility

survival

Organisms

Phenology

Figure 4 Syntheése des principaux éléments prédits avec le changement climatique et
des principaux effets potentiels prédits classés par niveaux d’organisation de la
biodiversité (Bellard et al., 2012)
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Des changements de productivit¢é (réponses physiologiques), desaires de
distribution (réponses spatiales) et de la phénologie (réponse temporelle) pour tous les
niveaux d’organisation des especes vivantes - individuel a écosystémique - sont attendus
(Bellard et al., 2012 ; Cheung et al., 2008 ; Cheung et al., 2013). Chez les poissons
exploités, les derniers modeles prédisent que 1’exploitation sélective intensive causerait
I’augmentation dans les hautes latitudes et la diminution dans les basses latitudes des
performances de croissance et de fécondité (Bielak et Power, 1986 ; Cheung et al., 2008 ;
Hansen et al., 2012 ; Portner, 2001 ; Quinn et al., 2007). La masse corporelle des poissons
marins diminuerait de 14 a 24 % d’ici 2050 (Cheung et al., 2013). Les prises potentielles
des pécheries augmenteraient de 30 a 70 % dans I’hémisphere nord et diminueraient de 40
% dans 1’hémisphére sud d’ici 2055 (Cheung et al., 2010). Des risques d’impacts régionaux
sur les pécheries et une importante variabilité locale des extinctions sur la biodiversité
marine sont attendus (Gattuso et al., 2015 ; Philippart et al., 2011). Grace a ’ensemble de
ces nouvelles connaissances, 1’océan et la biodiversité marine sont maintenant au coeur des
enjeux climatiques sociétaux. Les liens fragiles entre les écosystémes océaniques et les
activités humaines ont été intégrés pour la premiere fois aux défis climatiques de la planéte
lors de la 21°™ conférence des Parties de la CCNUCC le 20 novembre 2015 & Paris ou la
commission océanographique intergouvernementale a fait état de ['urgence a maintenir la
qualité des écosystémes marins et a restaurer ceux qui se dégradent dans chaque état
membre (UNESCO, 2016). Le défi scientifique actuel serait de dresser un tableau plus
complet des réponses biologiques face aux changements anthropiques. Certains auteurs
préconisent d’intégrer un plus grand nombre de variables dans les études comme la salinité,
les interactions biotiques, la dynamique de population, les effets génétiques ainsi que le
potentiel adaptatif et migratoire des especes (Bellard et al., 2012 ; Cahill et al., 2012 ;
Cheung et al., 2008). En effet, les mécanismes de 1’évolution peuvent altérer le niveau de
diversité génétique et peuvent affecter a des niveaux d’organisation supérieurs la
dynamique de population, les interactions entre especes et les processus écosystémiques
surtout lorsque ces variations affectent des traits écologiques comme le taux de croissance

et la fonction immunitaire (Figure 5) (Hughes ez al., 2008).
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Figure 5 Schéma des effets potentiels directs, fleches noires, et indirects, fleches grises,
des processus sous-jacents de la diversité génétique sur les propriétés écologiques des
populations, des communautés et des écosystémes ainsi que ceux des effets de la
sélection naturelle, fléeches en pointillées (Hughes et al., 2008)

Dans une perspective de conservation, il est important de distinguer si ces
changements évolutifs sont a long ou court terme, génétiques ou plastiques, car la résilience
d’une population, surtout celle de petite taille ou celle en voie de disparition, serait plus
lente s’il s’agit de changements génétiques (Conover, 2000 ; Frankham et al., 2002 ;
Hansen ef al., 2012 ; Lande, 1988 ; Law, 2000). Bellard et al. (2012) mettent 1’accent sur le
fait que les conséquences évolutives n’ont été étudiées que sur un nombre limité d’especes
alors que la question fondamentale avec les changements environnementaux globaux est de
savoir quelles especes seraient en mesure de s’adapter rapidement physiologiquement,
spatialement et temporellement et de quelle facon elles s’adapteront. Une meilleure
évaluation de la vulnérabilité des espéces, des habitats et des régions face aux différentes
composantes anthropiques aiderait a mieux évaluer la perte réelle de biodiversité et les

conséquences évolutives des effets anthropiques.
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NOTRE MODELE : L’ANGUILLE D’ AMERIQUE, ANGUILLA ROSTRATA

« Kat* (4. rostrata, Mi'kmaq) can be used to tell us about the health of both the
oceanic and inland water systems. We should listen more to the animals...»

(Prosper et Paulette, 2003 ; cité par MacGregor et al., 2008)

Anguilla rostrata (Lesueur, 1817) appartient a [’'un des 146 genres des 19 familles de
’ordre des Anguillifromes — superordre des Elopomorphes, taxon des Télétostéens
(Inoue et al., 2010 ; Johnson et al., 2011). Sur les 819 especes de cet ordre, seules les
anguilles appartenant au genre Anguilla sont des poissons migrateurs diadromes
(McDowall, 1997) a migrations catadromes facultatives, c.-a-d. migration génésique en
mer et migration trophique des jeunes stades dans les milieux aquatiques cdtiers et
continentaux. En effet, I’analyse des microstructures des otolithes des Anguilla, le suivi
télémétrique acoustique d’A. rostrata ou les analyses isotopiques des muscles des civelles
d’A. anguilla indiquent que la migration trophique en eau douce des Anguilla ne serait
ni systématique, ni obligatoire (Arai et al., 2000 ; Arai et al., 2004 ; Bardonnet et Riera,
2005 ; Béguer-Pon et al., 2015a ; Benchetrit et al.,, 2015 ; Cairns et al., 2004 ;
Chino et Arai, 2009 ; Chino et Arai, 2010 ; Clément et al., 2014 ; Daverat et al., 2005 ;
Daverat et al., 2006 ; Jessop et al., 2002 ; Jessop et al., 2006 ; Jessop et al., 2008 ;
Jessop et al., 2012 ; Lamson et al., 2006 ; Thibault et al., 2007 ; Tsukamoto et Arai, 2001 ;
Tsukamoto et al., 1998 ; Tzengetal., 2003). Cette caractéristique écologique serait
inhérente a I’histoire évolutive des Anguilla qui s’est modelée depuis le Cénozoique
(=50 Ma) a des variations environnementales trés contrastées (p. ex. Aoyama, 2009 ;
Johnson et al., 2011). L’origine de leur spéciation ferait suite a I’évolution de leurs
déplacements spatio-temporels depuis la zone ouest Pacifique en circuits migratoires vers
les zones marines tropicales, puis progressivement, vers les eaux douces des hautes
latitudes (Grosset al., 1988 ; Inoue et al, 2010 ; Johnson et al, 2011 ;
Tsukamoto et al., 1998). La capacité a résider dans un milieu salé¢/saumatre a été suggérée

comme pouvant étre due a la conservation de ces traits ancestraux (p. ex. Aoyama, 2009).
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Figure 6 Cartographie de la distribution mondiale du genre Anguilla, épaisse ligne
noire, et arbre phylogénétique des 16 espéces et 6 sous espéces de ce genre définies
selon leur statut de conservation (IUCN, 2014) et leur groupe océanique, surlignées en
bleu les anguilles tempérées pour les distinguer des anguilles tropicales (Modifiée
d’Aoyama, 2009)

Les Anguilla se répartissent dans tous les océans excepté ceux de 1’Atlantique sud,
le Pacifique est et les régions polaires et 4. rostrata est I’unique représentante nord-
américaine des 16 especes d’anguilles migratrices (Figure 6) (p. ex. Aoyama, 2009 ;
COSEPAC, 2006 ; Inoue et al., 2010). Dans cette thése, il sera souvent fait état de
I’avancement des connaissances des especes du genre Anguilla, en fonction soit de leur
groupe océanique soit de leur zone climatique d’appartenance. Les anguilles tempérées, et
notamment les anguilles atlantiques, effectuent les plus longues migrations transocéaniques
parmi le genre Anguilla depuis les gyres subtropicales (Arai, 2014b ; Kuroki ef al., 2006).
L’aire de répartition mondiale d’A4. rostrata est considérable, s’étend sur plus de 50
degrés de latitude (5° a 63°) et révele la grande eurythermie d’A. rostrata qui fréquente les

régions subarctiques, tempérées a tropicales (COSEPAC, 2006) (Figure 7).

100, A. australis australis Oceania group
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Figure 7 Aire de répartition mondiale d’A4. rostrata, zone biogéographique en violet, et
ses déplacements prévus depuis sa zone de frai, fléches rouges en pointillées
(DFO, 2011)

SON CYCLE BIOLOGIQUE

Le cycle biologique d’A4. rostrata est ainsi rythmé par ses migrations catadromes
facultatives qu’clle effectue a des moments précis de son cycle de vie depuis la mer des
Sargasses (Figure 8). Son aire de ponte qui se chevauche avec celle d’A4. anguilla fut
authentifiée par I’océanographe Schmidt en 1922. Depuis, elle a été localisée a proximité
de l'origine du Gulf Stream (Béguer-Pon et al., 2015b) et du Contre Courant Subtropical,
entre 24° et 28° nord et 70° et 64° ouest et, au sud, serait délimitée par deux fronts
thermiques créés par 1’inclinaison de la thermocline, phénoméne récurrent dans la Zone de

Convergence Tropicale (Munk et al., 2010).
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Figure 8 Cycle biologique simplifié d’A. rostrata (dates de recrutement
Laflamme et al., 2012 ; C6té et al., 2013 ; dates de reproduction : Wang et Tzeng,
2000)

Les ceufs planctoniques se développent en larves proleptocéphales qui elles-mémes
se développent en larves leptocéphales. Les fronts thermiques présents dans 1’aire de ponte
retiendraient les leptocéphales d’A. rostrata majoritairement a 1'ouest et celles
d’A. anguilla majoritairement a I’est de cette aire et la zone de mélange située entre 50 et
200 m de profondeur serait une zone de nourricerie (Als et al., 2011 ; Munk et al., 2010).
Les larves d’A. anguilla prendraient le Contre Courant Subtropical, les courants des Acores
alors que celles d’A4. rostrata, les courants des Antilles, de Floride jusqu’aux courants du
Gulf Stream et d’Atlantique Nord (Tesch, 2003). La leptocéphale se déplacerait selon une
nage directionnelle considérant le temps de migration transocéanique et la répartition des
juvéniles d’A. rostrata dans leur aire de distribution (Rypina et al., 2014), ce qui pourrait
expliquer pourquoi une proportion non négligeable d’hybrides peuple précisément I’Islande
(Albert et al., 2006 ; Als et al., 2011 ; Gagnaire et al., 2009 ; Gagnaire et al., 2012). De
plus, les champs géomagnétiques des fonds océaniques pourraient servir de reperes pour sa

navigation (Perivier, 2015 ; Souza et al., 1988).
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A la fin de sa premiére périlleuse migration transocéanique en direction des zones
cotieres est de I’Amérique du Nord, la leptocéphale se métamorphose en civelle apres une
période variable en mer évaluée en moyenne a 200 jours (171 a 365 jours) d’apres I’analyse
de la microstructure des otolithes (Arai et al., 2000 ; Wang et Tzeng, 2000). Une taille
minimale (50 mm) ainsi que la privation de nourriture pourrait étre les déclencheurs de sa
métamorphose en civelle (Okamura et al., 2012). La civelle, supposée a jeun, amorce la
deuxieme migration de son cycle en nageant activement en direction d’un habitat trophique
continental et les mécanismes sous-jacents a la sélection de cet habitat sont peu compris.
Celles qui remontent une riviere, utilisent le transport tidal sélectif et doivent effectuer la
transition physiologique importante de 1’hypoosomorégulation en eau salée a
I’hyperosmorégulation en eau douce (Wilson et al., 2004 ; Wippelhauser et McCleave,
1988). Les civelles qui atteignent 1’eau douce du fleuve Saint-Laurent (Québec) nageraient
1 000 km a une vitesse de 10 a 15 km par jour (Dutil ef al., 2009). Le recrutement de la
civelle et les patrons de ses déplacements durant sa montaison dépendraient de multiples
facteurs écologiques (Bardonnet et al., 2005 ; Barry et al., 2015 ; Briand et al., 2005 ;
Desaunay et Guerault, 1997 ; Dutil ef al., 2009 ; Ford et Mercer, 1986 ; Geffroy et al.,
2015 ; ; Harrison et al., 2014 ; Linton et al., 2007 ; Martin, 1995 ; Nishi et Kawamura,
2005 ; Politis et al., 2014 ; Sullivan et al., 2006 ; Sullivan et al., 2009 ; Vélez-Espino et
Koops, 2010 ; Wang et al., 2014 ; Wippelhauser et McCleave, 1987, Wippelhauser et
McCleave, 1988). Elle se pigmente graduellement durant sa migration (20a 160 jours)
dépendamment de la température de 1’eau rencontrée (Briand et al., 2005 ; Haro et Krueger,
1988). Lorsque la civelle devient entierement pigmentée a la fin de sa migration, elle est

appelée anguillette.

Au cours de sa phase de croissance, |’anguillette prend une coloration jaunatre et
devient anguille jaune. L anguille en phase de croissance peut €tre trouvée soit dans un
milieu d’eau douce (riviéres, lacs), soit dans un milieu salin (saumatre et salé, estuaires,
lagunes, marais, zone cotieres) et peut se déplacer au sein de ces deux types de milieu
conformément a sa catadromie facultative. Ainsi dans la littérature, il est courant de lire

anguille de riviere (« river eel »), anguilles d’estuaire (« estuarine eel »),
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anguille de mer (« sea eel») ou anguille nomade («nomade eel», «nomadic
mouvements »). Au Canada, A. rostrata occupe les Grands-lacs-Ouest du Saint-Laurent a
I’Arctique de I’Est (COSEPAC, 2012). Cette flexibilit¢ migratoire révele la grande
euryhalinité et ubiquité d’A. rostrata. Aprésune période variable de 5 a 30 ans et
I’atteinte de la taille & maturité sexuelle, I’anguille jaune se métamorphose en anguille

argentée et subit des modifications anatomo-physiologiques importantes (Tesch, 2003).

La migration génésique des anguilles argentées d’A. rostrata et le risque de sa
prédation depuis les cotes canadiennes a été dernicrement documentée (Béguer-Pon et al.,
2012 ; Béguer-Pon et al., 2014 ; Béguer-Pon et al., 2015b ; Béguer-Pon et al., 2016).
La reconnaissance du site de frai serait rendue possible par les indices de la variation de la
circulation thermohaline et le serait d’autant plus grace a leur capacité de reconnaissance
géomagnétique (Béguer-Pon et al., 2015b ; Durif et al., 2013 ; Souza et al., 1988 ; Tesch,
1974 ; Wu et Dickman, 2012). L’anguille argentée qui s’est différenciée sexuellement
regagne la mer vers son unique zone de frai, la mer des Sargasses, pour se reproduire. Le
systéme de reproduction d’A4. rostrata est particulier car il est selmelpare (mort aprés la
reproduction) et panmictique (Co6té er al., 2013). La panmixie signifie que tous les
individus de 1’espéce forment une seule et méme population sur I’ensemble de son aire de
répartition autrement dit que le degré de différenciation génétique spatiale et temporelle est
nul, et ceci malgré la grande hétérogénéité environnementale que les individus
expérimentent tout au long de leur vie (Coté et al., 2013). Les événements de
reproduction des anguilles atlantiques n’ont jamais été¢ observés en nature bien que les
scientifiques s’y intéressent depuis 1’ Antiquité (p. ex. Oliveira et Hable, 2010). Cependant,
I’écologie de leur reproduction et les traits d’histoire de vie a maturité sexuelle ont été
documentés (COSEPAC, 2012 ; Coté et al., 2015 ; Jessop, 2010 ; Jessop et al., 2004 ;
Munk et al., 2010 ; Tsukamoto et al., 2011). De plus, I’induction in vivo de la maturation
sexuelle ainsi que des fécondations in vitro d’anguilles adultes ont rendu possible
I’observation de 1’embryogénése des anguilles jusqu’a la production de civelles en ¢élevage
(Dollerup et Graver, 1985 ; Kagawa et al, 2005 ; Oliveira et Hable, 2010 ;
Tsukamoto et al., 2011).
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SON STATUT DE CONSERVATION

A. rostrata est bio-indicatrice de la qualité¢ des milieux marins et elle est vectrice des
flux énergétiques entre 1’eau douce et 1’océan, lui conférant une grande valeur écologique
(p. ex. Helfman, 2007 ; Willson et Halupka, 1995). Elle est également de grande valeur
économique et culturelle au Canada et son exploitation est basée a 90 % sur des prises
d’anguilles sauvages (p. ex. Jacoby ef al., 2015 ; Kuroki et al., 2014). Cependant, depuis la
dernicre glaciation, la taille effective de la population d’A. rostrata s’est contractée et cette
contraction s’est accélérée depuis les années 1980 (Wirth et Bernatchez, 2003). Considérant
sa catadromie facultative, ses stades de vie variés, sa semelparité, sa panmixie, son aire de
ponte dissimulée et son aire de répartition, A. rostrata pose des problémes particuliers de
conservation (IUCN, 2014 ; Wirth et Bernatchez, 2003). Tous ses stades de vie font face a
de multiples menaces anthropiques tant régionales que globales et dont les principales au
niveau local sont la contamination chimique, la perte et la dégradation des habitats, et au
niveau global, la surpéche et la surexploitation (Arai, 2014a ; Baillon et al., 2015 ;
Benchetrit et McCleave, 2015 ; Bevacqua et al, 2015 ; Byer et al, 2015 ;
Castonguay ef al., 1994a ; Hanel, 2014 ; Hodson et al, 1994 ; Jacoby et al., 2015 ;
MacGregor et al., 2008 ; Rigaud et al., 2016 ; Sweka et al., 2014 ; Zhaoqun et al., 2015).
Etant panmictique, le taux d’émigration des anguilles argentées d’un pays ou d’une région
donnée n’est pas directement corrélé au taux de recrutement au stade civelle. De ce fait, un
déclin généralis¢ des indices d’abondance des leptocéphales, de recrutement des civelles,
des populations d’anguillettes et anguilles jaunes et d’émigration des anguilles argentées
s’observe de mani¢re simultanée sur trois générations (Figure 9) (Arai, 2014a ;

Cairns et al., 2014 ; De Lafontaine et al., 2010 ; [IUCN, 2014 ; MacGregor et al., 2008).
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Figure 9 Tendances au déclin des indices des stocks des juvéniles des anguilles
tempérées issus des données de débarquements du stock global pour A. anguilla et
A. japonica et des données de recrutement du stock au lac Ontario pour A. rostrata
(Modifiée d’Arai, 2014a)

Au Canada, le déclin est dramatique dans la région hydrographique des tributaires qui
se jettent dans I’estuaire et le golfe du Saint-Laurent. En effet, il est évalué a 99 % depuis
les années 1980 alors que cette région est curieusement peuplée exclusivement d’anguilles
d’eau douce et des plus grandes et fécondes femelles (croissance lente, 1 m de longueur,
age a maturité¢ sexuelle de 20 ans) comparativement aux autres régions de I’Amérique du
Nord (Cairns et al., 2014 ; Castonguay et al., 1994b ; Dekker et Casselman, 2014 ;
Lamson et al., 2009). Conséquemment, un moratoire a été appliqué sur les pécheries au
Canada en 2006 et 4 millions de civelles et anguillettes de la Nouvelle-Ecosse ou du
Nouveau-Brunswick ont été réimplantées sur quatre années dans 1’estuaire maritime du
Saint-Laurent et au lac Ontario (Reid et Hogg, 2014). De plus, 4. rostrata a été désignée
par le Comité sur la situation des espéces en péril au Canada d’« espéce préoccupante » en
2006. Malgré ces mesures de conservation, le statut de conservation d’A. rostrata est
devenu de plus en plus alarmant. Ce méme comité I’a désignée en 2012 comme
« espece menacée ». Puis en 2014, I'Union internationale pour la conservation de la nature,

IUCN, T’a incluse dans sa liste rouge en tant qu’« espece en danger ».
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Le déclin généralisé des Anguilla ainsi que la constatation générale selon laquelle les
individus tendent a se « mariniser », a pour effet que la majeure partie des especes Anguilla
sont inscrites sur la liste rouge de I'TUCN et que I’exploitation des anguilles tempérées ne
pourra pas é&tre soutenue par le stock des anguilles tropicales (Arai, 2014a ;

COSEPAC, 2006 ; COSEPAC, 2012 ; IUCN, 2014).

QUESTIONNEMENT

Les mesures de conservation appliquées en 2006 a A. rostrata au Canada assumaient
que sa catadromie facultative était une stratégie de dispersion conditionnelle sous le
contrdle des mécanismes de la plasticité¢ phénotypique, comme cela avait été auparavant
suggéré pour A. anguilla. Cependant, les données a grande échelle spatiale d’¢lectropéche
ont révélé que les traits d’histoire de vie des anguilles transplantées, p. ex. petite taille,
colonisation des zones en aval, différaient de ceux des anguilles indigénes au Saint-Laurent
(Jacoby et al., 2015 ; Pavey et al., 2015 ; Reid et Hogg, 2014). Ainsi, 1’action seule de la
plasticité phénotypique dans la sélection de I’habitat est remise en question. De ce fait, les
mécanismes sous-jacents a la catadromie facultative et aux traits d’histoire de vie chez
A. rostrata ne sont toujours pas expliqués et soulévent des questions biologiques
fondamentales sur son potentiel adaptif. Ainsi, les différences phénotypiques
interindividuelles observées ultérieurement en terme de statut physiologique et endocrinien,
de facteur de condition, de taux de croissance, de densité, de longueur et age a maturité
sexuelle, de sexe/ratio et de fécondit¢ ne peuvent pas seulement Etre attribuées a des
différences plastiques (Cairns et al., 2014 ; Castonguay et al., 1990 ; Ford et Mercer,
1986 ; Jessop et al, 2004 ; Lamson et al., 2009 ; Oliveira, 1999). Ces variations
interindividuelles varient autant a fine qu’a grande échelle, graduellement le long de 1’aire
de répartition que localement selon la salinité¢ de I’habitat trophique de croissance laissant
présager que ces variations sont le reflet de I’interaction des effets génétiques et de
I’environnement sous sélection spatialement variable (Coté et al., 2009 ; Coté et al., 2014 ;

Coté et al, 2015 ; Gagnaire et al, 2011 ; Laflamme et al, 2012).
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Objectifs de recherche

OBIJECTIF GENERAL

L’objectif général de ce projet doctoral s’inscrit dans les objectifs d’un vaste projet
stratégique édifié pour une gestion éclairée de ’exploitation d’A. rostrata au Canada et
d’un recouvrement amélioré de ses stocks par région et par habitat de salinit¢ donnée.
Ce projet stratégique cherchait a identifier les déterminismes biologiques et
environnementaux des habitats cotiers et d’eau douce chez A. rostrata sous plusieurs
aspects (écologique, démographique, moléculaire, comportemental et physiologique) afin
d’¢lucider les bases sous-jacentes a la catadromie facultative. Ce projet stratégique s’est fait
en étroite collaboration avec différents laboratoires, institutions et professionnels des
péches (Université de Laval, Institut de biologie intégrative et des systemes, Ressources
Aquatiques Québec, ministére des Péches et des Océans du Canada, ministére des Foréts,
de la Faune et des Parcs, Atlantic Elver Fishery) dont les membres (huits chercheurs, quatre
¢tudiants) se sont régulierement réunis pour faire état de leurs avancements. Les nouvelles
connaissances biologiques sur 4. rostrata qui en découlent aideront a la compréhension des
événements globaux observés chez tous les Anguilla mais aussi enrichiront les
connaissances générales sur les stratégies de migration et pourront intéresser et étre

utilisées dans des disciplines et sciences connexes.

Particulierement, ce projet doctoral s’est penché sur I’aspect physiologique de ce
projet stratégique. L’objectif général de celui-ci était de documenter les bases
physiologiques, énergétiques et endocriniennes sous-jacentes a la catadromie facultative
chez des civelles d’A. rostrata aux prémisses de leur développement dans les habitats
trophiques continentaux. Les civelles ont été¢ capturées a différentes dates d’arrivée en
estuaire et dans différentes régions canadiennes choisies selon un gradient distance a la mer
et ont ét¢ étudiées selon leur préférence de salinité. Les aspects originaux de ce projet
doctoral sont premic¢rement, I’étude des facteurs de controle interne non étudiés a ce jour

chez les civelles d’A. rostrata dés leur arrivée en riviére, et deuxiémement, le caractere
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multidisciplinaire de ce projet. En effet, ce projet doctoral intégre des connaissances variées
issues de I’écologie évolutive, de la physiologie intégrative, de I’endocrinologie, de la
génomique et de la biologie cellulaire qui permettent une étude tant a 1’échelle moléculaire
qu’individuelle. Le but ultime de ce projet de doctorat était de vérifier si la catadromie
facultative des civelles est soumise a des stratégies conditionnelles et inconditionnelles, s’il
existe des patrons d’écotypes reliés a une salinité et de dégager les mécanismes
physiologiques sous-jacents aux écotypes. Cette thése s’organise en trois chapitres dont
chacun d’eux a été présenté a différents congreés nationaux et internationaux, a €té enrichi
des nouvelles connaissances découlant des différents aspects du projet stratégique ainsi que
par des formations sur les derniers développements et analyses de pointe en océanographie.
Les résultats de chacun d’eux vont me permettre de suggérer un nouveau modele de

contrdle de la dispersion chez A4. rostrata.

OBJECTIFS SPECIFIQUES

Premier objectif de recherche

Mon premier objectif de recherche était de vérifier si les statuts énergétiques
1) permettent la différenciation des écotypes eau douce et marins, 2) influencent la distance
de migration, Nouvelle-Ecosse par rapport a estuaire du Saint-Laurent, 3) influencent la
phénologie des dates d’arrivée des civelles pour deux dates d’arrivée et 4) s’ils peuvent étre
utilisés comme proxy de la condition corporelle des civelles. Pour ce faire, les profils des
grandes classes de lipides et les niveaux en glycogéne total ainsi que la condition corporelle
et le stade de pigmentation ont été analysés. La stratégie de dispersion conditionnelle ainsi
que des €cotypes reliés a une salinité se vérifie si les réponses sont homogenes qu’elles que
soient la distance de migration et la date d’arrivée, mais hétérogeénes selon la préférence de
salinité¢ de la civelle. Une stratégie de dispersion inconditionnelle et des écotypes reliés a
I’habitat local sera plutdt suggérée, si les réponses sont homogenes qu’elle que soit la

préférence de salinité et la date d’arrivée mais hétérogenes selon la distance de migration.
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Deuxiéme objectif de recherche

Mon deuxiéme objectif de recherche était de vérifier si les patrons d’expression
géniques pour des genes associés a la régulation de 1’appétit et au métabolisme des réserves
énergétiques différaient entre les civelles. Ces patrons moléculaires reliés aux variations
phénotypiques préalablement observées, permettront de jeter un éclairage nouveau sur les
mécanismes physiologiques sous-jacents a la sélection de 1’habitat au stade civelle. Ainsi,
les analyses ont été effectuées avec les mémes réplicas biologiques que ceux analysés
précédemment, c.-a-d. civelles de la méme localité et capturées aux mémes dates que celles
du premier objectif, dans le but de comparer rigoureusement les effets de la variabilité
spatio-temporelle sur I’ensemble des phénotypes énergétiques tant a 1’échelle moléculaire
qu’individuelle. Dans un deuxiéme temps, I’autre objectif de ce chapitre était de vérifier si
les différents patrons d’expressions géniques observés, et par conséquence les statuts
énergétiques, étaient dus a une reprise alimentaire, afin de clarifier 1’état nutritionnel des

civelles a I’arrivée en estuaire.

Troisiéme objectif de recherche

Mon troisiéme objectif de recherche était de vérifier les déterministes endocriniens
sous-jacents aux différentes tactiques de migration des civelles. Pour ce faire, 1’évaluation
des patrons d’expression de geénes codants associés a la régulation des fonctions de
I’osmorégulation, la croissance ou la métamorphose, selon la préférence de salinité et
I’origine de capture des civelles, a été effectuée. Pour Iatteinte de cet objectif, une localité
a ét¢ ajoutée et les analyses ont été faites indépendamment de la date d’arrivée afin
d’augmenter le nombre de réplicas biologiques. D’autre part, 1’interprétation de ces
résultats aura été enrichie des nouvelles connaissances découlant des analyses précédentes
et de celles des recherches issues du projet stratégique. Enfin, I’année de capture étant
similaire pour chacun des objectifs, une évaluation rigoureuse de la variabilité
interindividuelle des réponses pourra étre effectuée afin de proposer un nouveau modele de

mécanismes physiologiques et moléculaires impliqués dans la différenciation des écotypes.
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CHAPITRE 1
VARIATION REGIONALE DES STRATEGIES DE STOCKAGE D’ENERGIE
CHEZ LES CIVELLES D’ANGUILLE D’AMERIQUE DE L’EST DU CANADA

1.1 RESUME

Les statuts énergétiques ont été analysés chez des civelles capturées a deux dates en
début de période migratoire, aux estuaires des riviéres Mersey, Nouvelle Ecosse, Canada
(MR), et Grande-Riviére-Blanche, Québec, Canada (GRB), et selon leur préférence de
salinité (eau douce, eau saumatre, ou eau salée). Les civelles capturées a I’estuaire de GRB
¢taient plus grandes, plus pigmentées, et avaient des contenus corporels plus élevés en
glycogeéne total, phospholipides, stérols et cires estérifiés. Celles de MR avaient un indice
de condition plus élevé et avaient un contenu corporel plus élevé en triacylglycérol,
suggérant différents modes de stockage ou d’utilisation des réserves énergétiques.
Au sein d’'une méme riviere, une arrivée plus tardive de deux semaines se caractérisait par
des niveaux des réserves énergétiques significativement plus faibles. Aucune différence
dans les réserves énergétiques ne s’observait selon la préférence de salinité. Finalement, les
résultats révelent la contingence de différences dans les stratégies de stockage d’énergie

selon la distance et la durée de migration de la civelle et non selon la préférence de salinité.
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Ce premier article, intitulé « Regional variation in energy storage strategies in
American glass eels from Eastern Canada », fut corédigé par moi-méme ainsi que par les
professeurs Céline Audet, Louis Bernatchez et Réjean Tremblay. Il fut accepté pour
publication dans sa version finale le 19 juin 2015 par les éditeurs de la revue Comparative
Biochemistry and Physiology, Part A. En tant que premier auteur, ma contribution a ce
travail fut 1’essentiel de la collection des individus, la recherche sur 1’état de D’art, le
développement de la méthode, la réalisation des analyses, I’analyse et I’interprétation des
résultats et la rédaction de I’article. Louis Bernatchez, second auteur et co-directeur de
recherche, R¢jean Tremblay, troisiéme auteur, et Céline Audet, directrice de recherche ont
fourni 1’idée originale. Chacun d’eux a aidé¢ a la réalisation des analyses statistiques,
I’interprétation des données ainsi qu’a la révision de I’article. De plus, Céline Audet et
Louis Bernatchez ont contribué¢ a la mise en place des péches, du plan du travail et de la
problématique ainsi qu’a 1’organisation des idées. Enfin, Céline Audet et Réjean Tremblay

ont participé de pres au développement de la méthode et a la validation des données.

Une version abrégée de cet article a été présentée a différentes conférences et
réunions annuelles : au congres national de la Société canadienne d’écologie et d’évolution,
a Kelowna (Canada) « Is the energy status influencing dispersion in American glass eel ? »
M. Gaillard, L. Bernatchez, R. Tremblay et C. Audet a I’ét¢ 2013 ; lors des réunions
annuelles de Ressources Aquatiques Québec, a Rimouski (Canada) « Le statut énergétique
est-il initiateur du choix du milieu colonisé par [’anguille d’Amérique » M. Gaillard,
L. Bernatchez, R. Tremblay et C. Audet a I’automne 2013, et a Québec (Canada)
« Les civelles d’Amérique qui migrent sur la cote est canadienne ont-elles toutes les mémes
caractéristiques physiologiques ? » M. Gaillard, L. Bernatchez, et C. Audet
a ’automne 2014 ; et enfin, lors de la conférence étudiante Nature dans tous ses états

«1l'y a anguille sous roche ! » M. Gaillard, L. Bernatchez, et C. Audet a I’hiver 2014.
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1.2 REGIONAL VARIATION IN ENERGY STORAGE STRATEGIES IN AMERICAN GLASS EELS
FROM EASTERN CANADA

Mélanie Gaillard®, Louis Bernatchez®, Réjean Tremblay® and Céline Audet®

Institut des sciences de la mer de Rimouski, Université de Québec a Rimouski,

310 Allée des Ursulines, Rimouski, Québec, G5L 3A1, Canada

®Institut de Biologie Intégrative et des Systémes, Département de biologie,

Université Laval, 1 030 avenue de la Médecine, Québec, Québec, G1V 0A6, Canada

1.3 ABSTRACT

Energy status was analyzed in glass eels captured during two early waves of arrival at
the mouths of the Mersey River, Nova Scotia, Canada (MR), and Grande-Riviére-Blanche,
Québec, Canada (GRB), and according to their salinity preference (freshwater, brackish, or
saltwater). Glass eels captured in the GRB estuary were larger, more pigmented, and
exhibited higher whole-body glycogen, phospholipid, and sterol and wax ester contents.
Those from MR had a higher condition index and a higher whole-body triacylglycerol
content, suggesting different patterns of storage and/or use of energy reserves. Within a
river, a delay of two weeks in estuarine arrival was characterized by significantly lower
energy reserves. No differences in energy storage were observed according to salinity
preference. Thus, the results revealed the occurrence of different energy storage strategies
according to glass eel migration distance and duration, but not according to salinity

preference.

14 KEY WORDS

American glass eels, ecotypes, energy storage strategy, upstream migration,

body lipid content
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1.5 INTRODUCTION

Numerous biological studies have postulated that bioenergetic constraints have
shaped migratory strategies for a wide variety of taxa including fishes (Bernatchez and
Dodson, 1987; Schultz and Conover, 1997; Jonsson and Jonsson, 1998; Slotte, 1999;
Stockwell and Johnson, 1999; Morinville and Rasmussen, 2003; Bureau Du Colombier et
al., 2007; Busch et al., 2011; Hasler et al., 2012), birds (Johnston and McFarlane, 1967;
Wiens and Innis, 1974), and insects (Roff, 1991; Rankin and Burchsted, 1992). In
euryhaline fishes, migration is one of the most energetically demanding physiological

processes (Gross et al., 1988).

American eel (Anguilla rostrata, Lesueur 1817) must perform extensive migrations
during their life cycle. The leptocephalus larvae are carried by Gulf Stream currents for
more than 3800 km from the spawning area in Sargasso Sea to the northern portion of their
distribution range in coastal regions of Canada (McCleave, 2001; Tesch, 2003). At an
overall mean age of 7-9 months, American eels metamorphose into glass eels, which are
considered to be the recruitment stage. This major biological transformation triggers the
estuarine migration (e.g., Tesch, 2003). Once they reach estuarine areas, glass eels may
migrate upstream in rivers (migratory) or settle in salt or brackish water (residents) for

feeding (Lamson et al., 2006; Jessop et al., 2008).

While American eel migration has been the subject of numerous studies, clear
evidence for facultative catadromy (non-obligatory trophic migration to fresh water) has
only recently been documented. Tsukamoto et al. (1998) were the first to describe a “sea
eel” ecophenotype. Daverat et al. (2006) later reported six different patterns of habitat use
in temperate eel species, i.e., Anguilla rostrata, A. anguilla, and A. japonica. In eastern
Canada, many studies have also demonstrated the presence of different migratory patterns
in A. rostrata (Cairns et al., 2004; Lamson et al., 2006; Thibeault et al., 2007; Jessop et al.,
2012; Clément et al., 2014).



The occurrence of facultative catadromy means that eels may exhibit intra-specific
variation in physiological capacities to cope with the different environmental conditions
that are encountered. In European eel, facultative catadromy has been partly explained by
variation in the threshold reaction norm to individual energetic status (Edeline et al., 2006;
Edeline 2007; Bureau Du Colombier et al., 2011). Thus, individuals most likely to settle in
a saltwater habitat (hereafter saltwater ecotype) are characterized by a low condition factor
and low thyroid activity but a high level of growth hormone secretion. Such an endocrine
profile results in low locomotor activity, decreased sensitivity to odours, low negative
rheotaxis, a preference for saltwater, faster growth rate, and settlement in saltwater
(Edeline et al., 2005a, 2005b, 2006; Edeline, 2007). In contrast, individuals most likely to
settle in fresh water (hereafter freshwater ecotype) are characterized by a high energetic
status and high thyroid activity but a low level of growth hormone secretion, which leads to
high locomotor activity, high sensitivity to odours, high negative rheotaxis, a preference for

fresh water, and a lower growth rate.

Energy availability can be a limiting factor in migration, particularly in species that
do not feed during migration or subsist on energetic reserves, like lipids, accumulated by
the preceding stage (e.g., Alosa sapidissima: Leonard and McCormick, 1999). Glass eels
may not feed wuntil their entry into estuaries (Charlon and Blanc, 1983;
Desaunay and Guerault, 1997). Thus, to sustain their energetic demand, glass eels will
catabolize the energy stored by the leptocephali during their ocean migration (4. japonica:
Kawakami et al., 1999; A. rostrata: Tesch, 2003). Leptocephali feed on particulate organic
matter such as marine snow, zooplankton fecal pellets, gelatinous zooplankton, larvaceans,
and discarded appendicularian houses (Pfeiler, 1999; Riemann et al., 2010;
Miller et al., 2013). The nutritional condition of leptochephali, which is affected by food
availability, global warming trends, and local continental factors, will affect glass eel
survival and development (A. rostrata, A. anguilla: Desaunay and Guerault, 1997;
A. japonica: Kawakami et al, 1999; A. vrostrata, A. anguilla, A. japonica:
Munk et al., 2010; Knights, 2003).

37
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In Canada, American eel is a threatened species (COSEWIC, 2012). Furthermore, the
recruitment decline in the St. Lawrence system is far more drastic than on the Atlantic
coast, with a reduction of more than 99% from 1986 to 2012 in the St. Lawrence system
compared to 39% from 1993 to 2009 in Scotia-Fundy (Cairns et al., 2014). This is of major
concern because this portion of the species, which is panmictic (Coté et al., 2013), is
believed to have been the major source of female reproductive output before this decline
(Castonguay et al., 1994; Cairns et al., 2007; Dutil et al., 2009). Edeline (2007) developed a
theoretical model based on the “conditional evolutionarily stable strategy” model, which
predicts that the proportion of migrants in the population would decrease with decreased

overall recruitment.

As stated above, different migratory patterns have been observed in Atlantic Canada.
In the Maritimes, the presence of a saltwater ecotype has been described
(Cairns et al., 2004; Jessop et al., 2012; Clément et al., 2014), while the presence of
different ecotypes has not yet been investigated in the St. Lawrence estuary.
One hypothesis would be that sample origin defines the presence of freshwater vs. saltwater
ecotypes. Alternatively, based on Edeline (2005), it could be that ecotypes are represented
in both samples but are only revealed by salinity preference experiments. Boivin et al.
(2015) compared salinity preference among glass eels captured in four different rivers (two
in Nova Scotia and two in Québec) and showed that, among those that showed salinity
preference, 60 to 75% of glass eels displayed similar preference for fresh water regardless
of their geographic origin. However, controlled experiments have revealed the occurrence
of growth variations and gene expression as a function of salinity conditions among
regions, supporting the hypothesis of spatial variation in selection between glass and yellow
eels from different origins even though the species is panmictic (Coté et al., 2009, 2014,
2015; Boivin et al., 2015). Moreover, a recent population genomics study by Pavey et al.
(2015) recently provided strong evidence for genetic differentiation between yellow eels

occupying brackish vs. eels occupying freshwater.
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In this context, the objectives of this study were to determine how the energetic
profile would influence migration distance (Nova Scotia vs. St. Lawrence estuary). We also
tested the hypothesis that differences in condition and energy status would determine
salinity preference, with high energy reserves being associated with a preference for fresh
water. To do so, we examined glycogen and lipid profiles, two biochemical sources of
energy used by different stages of fish larvae (Sciaenops ocellata: Vetter et al., 1983;
A. sapidissima: Leonard and McCormick, 1999; Onchorhynchus kisutch and
O. tshawytscha: Trudel et al., 2005; Pseudopleuronectes americanus: Fraboulet et al., 2010,
2011). Lipid class characterization is a powerful tool to identify energy reserves when
energetic macromolecules are not clearly identified. It has been widely demonstrated that
triacylglycerol (TAG), which is made up of three fatty acids that esterify to a glycerol
backbone, is a common storage lipid in fishes, but other neutral lipids like wax ester, which
have only one fatty acid that esterifies to a fatty alcohol, could play a role (Budge et al.,
2006). Such information will improve our understanding of diadromous behaviour and the
migration strategy used by American glass eels. This will allow appropriate management

strategies to be developed that—it is hoped—will lead to stock recovery.

1.6 MATERIAL AND METHODS

1.6.1 FISH COLLECTION

Glass eels were captured (n = 4822) in the estuaries of two east coast Canadian rivers:
from a commercial elver fishery in the Mersey River, Nova Scotia, on 26-28 March and 20-
21 April 2012 and from Grande-Riviere-Blanche, Québec, on 2-6 and 18-21 June 2012
(Figure 10, Figure 11). These periods represent the early arrival of glass eels in this area
(Coteé et al., 2013). Glass eel captures began two hours before the nighttime high tide and
lasted for three hours. Samplers waded into river mouths and captured eels using dip-nets
and headlamps. Glass eels were transferred by car to the wet-lab facility at Maurice-
Lamontagne Institute (IML; Fisheries and Oceans Canada) in buckets containing water

from the estuary. The introduction and transfer of glass eels between provinces were done
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67°40'W 65°15'W 62°50'W 60°25'W 58°00'W
I e

Figure 10 River estuaries where glass eel were sampled for this study Grande-Riviére-
Blanche (GRB), 48°47' N, 67°41' W; Mersey River (MR), 44°02' N, 64°42' W

under conditions specified in the license obtained from Fisheries and Oceans Canada.
Salinity preference tests were done upon arrival at IML and individuals tested by
Boivinetal. (2015) were used in the present study. Following salinity preference
determination (see Boivin et al., 2015 for a complete description of the methodology), a
total of 120 glass eels were sampled for analyses: 30 glass eels from each sampling site and
sample date (total of 60 for each river) including 10 with a preference for fresh water, 10
with a preference for brackish water, and 10 with a preference for salt water for each river
and each sample date (Figure 11). Fish were individually anaesthetized in an aqueous
solution of MS-222 (0.68 mM I of ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate; Sigma-
Aldrich) in a Petri dish. Total body length (from the tip of the snout to the tip of the caudal
fin; £ 1 mm) and wet mass (£ 1 mg) were measured. Pigmentation stage was identified
according to Haro and Krueger (1988). Glass eels were rinsed with brackish water, gently
blotted dry, and transferred to 1.5 ml Eppendorf tubes that were immediately placed on dry

ice. Samples were kept frozen (-80°C) until analysis.
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Capture of glass eels in estuaries : n = 4822

| Mersey River (MR) — Nova Scotia I I Grande-Riviére-Blanche (GRB) — Québec
1
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Salinity preference determination at Institut Maurice-Lamontagne (Québec)
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FW, BW, SW : fresh water, brackish water, salt water

Figure 11 Experimental design

1.6.2 HOMOGENATES

For each sample, the whole glass eel was cryogenically ground using a stainless
12 mm & grinding bead in a Mixer Mill MM 400 (Retsh, Germany). The grinding bead
was immerged for 30 s in liquid nitrogen before being transferred to the Mixer Mill for
1 min at a frequency of 12 Hz; each individual was ground twice. The homogenization
equipment was cleaned with ethanol and rinsed with MilliQ water between samples.
Ground tissue was transferred to Eppendorf tubes containing 0.8 ml ice-cold 10 mM

phosphate buffer (pH 7.4) and stored at -80°C.
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1.6.3 ANALYSES

In(wet mass) = -9.4085 + 1.8575 * In(length)
rz=0.3968; r = 0.6299; p < 0.0001

Ln(wet mass)

9 4.0 41 4.2 4.4
Ln(length)

Figure 12 Linear regression of the biometric relationship in American glass eel
between length (mm) and wet mass (g) on an In—In axis. The figure shows the fitted
regression line and 95% confidence intervals (dashed lines); the regression equation,
coefficient of determination (r2), correlation coefficient (r), and p-value are also given.

The Le Cren condition index (Kn), which is independent of size (Le Cren, 1951), was
used because American glass eel growth is not isometric (a. # 3) (Figure 12). The index is
calculated as follows: Kn = Wy, (aL")" where Wy, is wet mass, L is total length, and a and b
are empirically determined constants. The a and b constants were obtained by fitting a

linear regression through logl0 transformed length and mass data, which resulted in the

following equation: log;o Wm = -4.95 + 2.33 log;o L; r* = 0.47; n = 195.

Glycogen was measured using the quantitative enzyme assay described by Carr and
Neff (1984) using a microplate reader (VMAX, Molecular Devices) at 414 nm. Lipids were
extracted according to the Folch et al. (1957) procedure modified by Parrish (1999). The
relative proportions of the different lipid classes (hydrocarbons [HC], sterol [SE] and wax
esters [WE], ketones [KET], triacyglycerols [TAG], free fatty acids [FFA], acetone-mobile
polar lipids [AMPL], and phospholipids [PL]) were determined using an Iatroscan Mark-VI
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analyzer (Iatron Laboratories Inc., Tokyo, Japan) and were developed in a four-solvent
system (Parrish, 1987, 1999). Lipids were extracted from 0.6 ml of homogenate with 4 ml
of a chloroform—methanol (2:1) solution in a glass Dounce tissue homogenizer followed by
the addition of 1.5 ml of KCIl. The organic phase was collected after each of two
centrifugations (2 min at 2000 rpm), evaporated under nitrogen flux at 35°C, resuspended
in 0.250 ml of chloroform, and stored at -80°C. Extracts and the standard were spotted onto
silica gel-coated chromarods (SIII; Shell USA), and lipid classes were separated using four
different solvents and then quantified by thin-layer chromatography using flame ionization
detection (Iatroscan MK-6, Shell USA). Lipid class peaks were quantified with PeakSimple
software version 3.21 (SRI, Inc.), and lipid classes were identified and quantified using
standard calibration curves obtained for each standard (Sigma Chemicals, Inc.). In addition,
each analysis run included one composite standard in one of the 10 rods available, as
suggested by Parrish (1987). Lipid classes were measured as pg/mg of wet mass, summed

to obtain total lipids, and expressed as percentage of total lipids.

1.6.4 STATISTICAL ANALYSES

The effect of river and date of capture on wet mass, length, Kn, glycogen
concentration, total lipids concentration were analyzed with two-way ANOVAs (o = 0.05)
using STATISTICA v6.0 software (www.statsoft.com). Significant differences were
identified with Tukey's multiple comparison tests (p < 0.05). Normality
and homoscedasticity of data were verified with the Kolmogorov—Smirnov and Levene
tests, respectively. The effect of salinity (experimental data) was analyzed using one-way
ANOVA for glass eels originating from the same river and same date of capture to isolate
the effect of salinity. Three-way ANOVAS could not be used because of capture
differences from site to site. Quantitative pigmentation index data were analyzed with the
nonparametric Kruskal-Wallis test. Lipid classes were analyzed separately using three-way
PERMANOVA (p<0.05) with 9999 permutations based on a Bray-Curtis matrix
(river, date of capture, salinity preference). A posteriori comparisons were done using a

PERMANOVA pairwise test. To analyze the similarity between profiles, non-metric multi-
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dimensional scaling (n-MDS) and Simper analyses were performed with Primer 6.1.1.12
and PERMANOVA+ 1.0.2. Percentage data (lipid classes) were arcsine transformed
(Sokal and Rohlf, 1995). When significant effects were found, variations of these effects
were illustrated by two-way ANOVAs on arcsine-transformed data. Relationships between
Kn and four proxies of energy content (glycogen, total lipids, triacyglycerols, and sterol
and wax esters; expressed in pg per mg of wet mass) were analyzed by linear

regression (o = 0.05).

1.7 RESULTS

1.7.1 COMPARISONS BETWEEN RIVERS AND DATES OF CAPTURE

Date of capture or origin did not influence the wet mass or total lipid content of
individuals (Table 1). However, those that arrived later were more pigmented (Figure 13A;
p< 0.001), and glass eels from GRB were longer (Table 1) and more pigmented
(Figure 13B; p = 0.027). Moreover, the Kn of glass eels entering MR was higher than that
of eels entering GRB. Kn increased with time of capture in MR but not in GRB (Table 1).

The glycogen content of MR glass eels was similar between capture dates. However
GRB glass eels captured during the first sampling period had significantly more glycogen
than those captured two weeks later (Table 1), and their glycogen content was significantly

higher than MR for both dates.

PL and TAG were the two main lipid classes present in A. rostrata glass eels
followed by SE-WE (Table 1) and ST (unpublished data). TAG, PL, and SE-WE altogether
explained more than 75% of the dissimilarities between river and date of capture (Table 2);
TAG alone explained near 40%. Indeed, TAG were significantly higher in glass eels from
MR than in those from GRB, with correspondingly lower PL and SE-WE contents since the
content of total lipids was similar between origins (Table 1). For both rivers, glass eels that
entered the estuary earlier in the season had significantly more TAG and SE-WE than those
arriving later (Table 2).
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Table 1 Results of two-way ANOVA (River, Date, River x Date) on wet mass (g),
length (mm), Le Cren condition index (Kn), glycogen content (ug mg-1 of wet mass),
total lipids (ug mg-1 of wet mass), and relative proportions (% of total lipids) of
triacylglycerols (TAG), phospholipids (PL), sterol and wax esters (SE-WE) in glass
eels captured in two rivers (Mersey River: MR, Grande-Riviere-Blanche: GRB) at
first arrival (MR 1, GRB 1) and at the next spring tide (MR 2, GRB 2) Mean + SE.
Bold characters indicate significant differences between rivers, bold italic characters
indicate significant differences between dates of capture, and different superscript letters
indicate significant differences when significant interactions between factors were present.
Ns: no significant difference.

MR 1 MR 2 GRB 1 GRB 2 Effect
N=30 N=29 N=30 N=29 River, Date, or River x Date
Wet mass 0.18 £ 0.01 0.20 + 0.01 0.18 + 0.01 0.18 + 0.01 Ns
Length 60.1 £ 0.70 61.28 + 0.64 6549 + 0.58 65.56 + 0.72 GRB > MR, p <0.0001
Kn 1.04 = 003® 113 £ 003* 092 = 02° 0.89 + (.02° River x Date, p < 0.05
Glycogen 023 £ 004° 028 £ 005 088 + ¢.07° 0.70 + 007" River x Date, p <0.05
Total lipids 791 £ 1.93 6.32 + 0.46 585 £ 0.736 4.86 + 0.33 Ns
TAG (%) 45.17 £ 1.98 42.19 + 1.83 1503 = 1.96 7.88 + 1.81 MR > GRB, p <0.0001; 1>2,p <0.01
PL (%) 28.80 + 1.11 28.08 £ 1.58 4843 + 1.24 50.48 = 1.42 GRB > MR, p <0.0001
SE-WE (%) 6.53 £ 1.59 10.39 + 0.62 13.29 + 0.63 15.75 + 0.55 GRB > MR, p<0.0001; 2> 1, p <0.05
A B
8
c 8 * c *
o o
5 T 8% T
- o )
g 4 w ] g 4 =
|
£ ™ S
o2 > 2 |
o : o
0 A A 0
1 2 MR GRB
Date River

Figure 13 : Kruskal-Wallis results on pigmentation stage for each date (A) and each
river (B) represented by boxplot figures. Asterisks indicate significant differences
between rivers or dates of capture. Boxplots show minimum and maximum values, 25—
75% rectangles, and the median. GRB: Grande-Rivi¢re-Blanche; MR: Mersey River.
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Table 2 Results of three-way PERMANOVA, average similarity, average dissimilarity,
and dissimilarity contributions greater than 10% in lipid profiles River: Mersey (MR),
Grande-Riviere-Blanche (GRB); Date of capture: first week of arrival and two weeks later;
salinity preference: fresh, salt or brackish water. TAG: triacylglycerols; PL: phospholipids;
SE-WE: sterol and wax esters. Bold: significant differences.

Source Df Pseudo-F  p(perm)  Average Average Dissimilarity
similarity (%) dissimilarity (%)  contribution (>10%)
River 1 260.6 0.0001 MR (82.61) 40.43 TAG (40.30)
GRB (84.47) PL (26.46)
SE-WE (12.61)
Date 1 8.84 0.0005 Date 1 (73.05) 28.73 TAG (39.00)
Date 2 (70.14) PL (25.66)
SE-WE (14.39)
Salinity 2 2.00 0.0922 - - -
River x Date 1 0.64 0.5598 - - -
River x Salinity 2 0.38 0.8438 - - -
Date x Salinity 2 0.33 0.8748 - - -
River x Date x Salinity 2 1.51 0.1916 - - -
Residuals 106 7531

1.7.2  COMPARISON AMONG GLASS EELS EXHIBITING DIFFERENT SALINITY PREFERENCES

Few differences were observed among glass eels exhibiting different salinity
preferences. For each river and for each date of capture, wet mass and total lipid content
were similar for glass eels with different salinity preferences (Table 3). Significant
differences in length for glass eels with different salinity preferences were only observed in
glass eels from MR during the second sampling session, with glass eels exhibiting a
preference for freshwater being longer than those with a preference for brackish water.
In glass eels from MR arriving earlier, those that preferred salt water had a higher Kn than
those preferring brackish water. Moreover, those preferring fresh water had higher
glycogen content than those preferring brackish water (Table 3). No differences in lipid

class profiles were observed (Table 2).
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Table 3 ANOVA results for salinity preference for each river and date of capture on
wet mass (g), length (mm), Le Cren condition index (Kn), glycogen content (ng mg-1
of wet mass), and total lipids (ug mg-1 of wet mass) Mean = SE. Different letters indicate
significant differences among salinities. FW: Freshwater preference; SW: Saltwater
preference; BW: Brackish water preference; Ns: no significant difference.

Mersey River - Date 1 Mersey River - Date 2

FW SW BW FW SW BW

N=10 N=10 N=10 N=9 N=10 N=10
Wetmass 0.17 £ 0.01 0.19 £ 0.01 0.17 + 0.01 Ns 0.22 + 0.01 0.20 + 0.01 0.18 + 0.01 Ns

Length 60.1 + 131 59.8 £ 091 6039 + 149 Ns 63.1 £ 0.76* 61.6 + 123" 593 + 1.0° p <0.05
Kn 1.02 + 0.03" 1.13 + 0.05° 096 = 0.05° p<0.05 1.19 + 0.04 1.13 + 0.06 1.07 £ 0.05 Ns
Glycogen 038 + 0.07° 0.18 =+ 0.06® 0.12 + 0.06° p<0.05 031 + 0.09 033 =+ 009 022 + 0.06 Ns
Total lipids 6.75 £ 081 559 + 0.79 1141 + 5.72 Ns 720 + 0.65 6.05 + 0.72 581 + 0.96 Ns
Grande-Riviére-Blanche - Date 1 Grande-Riviére-Blanche - Date 2
FW SW BW FW SW BW
N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

Wetmass  0.19 £ 0.01 0.18 = 0.01 0.18 + 0.0l Ns 0.18 £ 0.01 0.18 = 0.01 0.19 £ 0.01 Ns

Length 65.5 + 0.80 659 = 1.19 651 + 1.09 Ns 65.6 + 1.30 65.8 + 125 653 + 1.31 Ns
Kn 095 £+ 004 090 + 0.02 090 + 0.03 Ns 0.88 £ 0.03 0.87 £ 0.03 092 + 0.03 Ns
Glycogen 0.86 = 0.08 0.89 £ 0.19 0.88 = 0.08 Ns 0.81 £ 0.17 0.67 £ 0.10 0.62 + 0.09 Ns
Total lipids 6.18 £ 038 585 + 092 553 =+ 0.50 Ns 413 £ 040 556 £ 0.64 481 + 0.58 Ns

1.7.3 CONDITION INDEX AND ENERGY RESERVES

Overall, Kn was significantly correlated with different proxies of energy content, but
correlation coefficients were low (Figure 14). Surprisingly, Kn was negatively correlated
with glycogen and SE-WE contents (Figure 14A; 14D). There was no relationship between
total lipid content and Kn (Figure 14B). However, Kn was positively correlated with TAG
content (Figure 14C).
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Glycogen = 1.3728 - 0.8514 * Kn
r2=0.1073; r =-0.3275; p < 0.0005

Total lipids = 3.3988 + 2.3885 * Kn
r2=0.0271; r = 0.1647; p > 0.05
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SE-WE content = 1.616 - 1.084 * Kn
r2=0.3165; r = -0.5626; p < 0.0001

TAG content = -3.4776 + 5.3171 * Kn
rz2 =0.2647; r = 0.5145; p < 0.0001
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Figure 14 Glycogen (A), total lipid (B), tryacyglycerol (TAG) (C), and sterol and wax
esters (SE-WE) (D) contents in relation to the Le Cren condition index (Kn). Data are
expressed as pg of mg of wet mass. The coefficient of determination (r%), correlation
coefficient (r), and p-values are shown.

1.8 DISCUSSION

The aim of this study was 1) to verify whether differences in energetic status might
be related to differences in migration distance, migration duration, or salinity preference of
glass eels and 2) to determine whether the energetic status can reveal information on the
physiological processes underlying the differentiation of marine or freshwater ecotypes.
The results revealed the occurrence of different energy storage strategies according to

migration distance and duration, but not according to salinity preference.
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1.8.1 COMPARISONS BETWEEN RIVERS AND DATES OF CAPTURE

Within a river, wet mass was similar between capture dates, suggesting that glass eels
arriving later in the river estuary did not experience greater migration costs; this was true
for both MR and GRB glass eels. Dutil et al. (2009) estimated that one to two months were
required for glass eels to transit from Cabot Strait to the St. Lawrence estuary, and this is
exactly the delay observed between captures in MR and GRB. However, glass eels at GRB
were longer and more pigmented than those from MR, indicating that they were nearer the
elver stage and perhaps beginning the transformation to the yellow eel stage. It has been
shown that American glass eel length increases with migration distance (Haro and Krueger,
1988; Laflamme et al., 2012) and that upstream migration is more costly for smaller
individual (Weihs, 1977). The results from the present study agree with those obtained in
the more southern part of this species’ distribution area, where a very low pigmentation
index was found in glass eels entering river estuaries in Florida (Sullivan et al., 2009).
This is not specific to American eel: numerous studies have shown that glass eels of
different species are older and longer at recruitment relative to distance from the breeding
site (European glass eels: Naismith and Knights, 1988; Japanese glass eels: Tsukamoto and

Umezawa, 1990; American and European glass eels: Wang and Tzeng, 2000).

The results indicate that wet masses were similar between capture dates. Similarly,
Bureau du Colombier et al. (2011) observed no differences in wet mass in recently captured
and starved European glass eels following 28 days spent at different salinities. Moreover,
there is a general pattern in migratory fishes that those species (and populations within
species) that make difficult and long migrations are larger and use their energy reserves
more efficiently than those that make short migrations (Bernatchez and Dodson, 1987).
This could possibly explain the observed differences between GRB and MR glass eels. The
other explanation would be that feeding resumed with the development of pigmentation

(Tesch, 2003).
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In European silver eels, migration success depends on the amount of lipids stored
during the growth phase (Boétius and Boétius, 1985). However, while we found no
significant difference in total lipids, there were significant differences in lipid class
composition depending on the river of origin, notably in the relative proportions of TAG
followed by PL. Neutral lipids, and especially TAG, are generally the preferred source of
metabolic energy in marine fishes for growth, reproduction, and swimming, particularly for
the first ontogenic stages (Tocher et al., 2008). Lipids can be obtained from either external
or internal body sources, and they may or may not be correlated to body mass.
In the present study, neither total lipids nor mass varied with the river of origin,
so glass eels were either eating during their migration to river estuaries or
they had sufficient reserves to sustain  their =~ migration to the sampling sites.
However, since our results are expressed relative to wet mass, they cannot take into account
the possible effects of changes in water content. Another hypothesis is that glass eels
captured in GRB could have had more lipids at the beginning of migration that would have
been used during their transit from the Sargasso Sea to the St. Lawrence estuary. Indeed,

GRB glass eels arrived one month later than the MR eels.

If it is assumed that glass eels do not eat during the estuarine migration (Charlon and
Blanc, 1983; Tesch, 2003), lower energy reserves in GRB glass eels would be expected. In
fact, there was a lower proportion of TAG, the main lipid reserve. This is consistent with
previous studies done on unfed larvae that showed either lipid depletion or specific TAG
depletion with time (e.g., Glencross, 2009). TAG constitutes a pool of energy reserves in
marine fishes and is considered as the most efficient nutrient for maximizing energy
production (e.g., Glencross, 2009). Bernatchez and Dodson (1987) showed that energy
efficiency increases with increased migratory distance, thus the preferential use of TAG at
GRB could be explained by a greater efficiency of energy use in those glass eels migrating

further north.

The relative percentages of the different lipid fractions vary greatly in starved larvae

depending on species, life stage, and environmental conditions (e.g., fishes: Rainuzzo et al.,
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1997; Turchini et al., 2009). In unfed Solea senegalensis larvae, weight loss is due to lipid
catabolism and lipid depletion since these larvae preferentially consume neutral lipids
during development (Mourente and Vazquez, 1996). Unfed larvae of Atlantic bonito, Sarda
sarda, gained dry mass and lost lipid content, mainly TAG and SE, during development
(Ortega and Mourente, 2010). In turbot, Scophthalmus maximus, a rapid decrease in lipids
with simultaneous reduction in the dry weight occurred in unfed larvae, and SE and TAG
fractions were preferentially catabolized (Rainuzzo et al., 1997). Lipid depletion with
specific catabolism of TAG was also observed during the migration of starved lamprey

larvae, Petrmyzon marinus (Kao et al., 1997).

Since TAG were preferentially used, it is somewhat surprising that there was no
change in wet mass. In Japanese glass eels, wet weight was shown to be correlated to the
lipid content of the peritoneal cavity, and this relationship was suggested as a useful way to
estimate nutritional status (Kawakami et al., 1999). The same authors also observed that
glass eels that arrived first at river mouths had higher mass than those that arrived two
months later. A correlation between the percentage of body fat and eel size was also found
in adult American eels (Gallagher et al., 1984), and lipid percentage was higher in larger
European eels than in smaller ones (Degani, 1986). In the present study, the replacement of

storage lipids by structural ones may explain the absence of wet mass differences.

The PL and SE-WE fractions were higher in GRB glass eels. In early juvenile fish,
PL improve growth as well as survival rate and stress resistance (Glencross, 2009;
Tocher et al., 2008). PL are mainly used as structural elements of biological membranes, so
this could explain why this fraction is more important in more developed and longer glass
eels. In copepods, reef corals, and several fishes, WE can be used as metabolic energy
reserves (Lee et al., 1971; Rahn et al., 1973; Figueiredo et al., 2012), and WE metabolism
may be linked with TAG metabolism since tryacylglycerol lipases act on WE (e.g., Tocher,
2003). SE fractions have not been extensively studied in fishes, but they could be
catabolized as energy reserves in the same way as TAG or WE (e.g., Ortega and Mourente,

2010) while also being structural components of the cell architecture. Similar trends for SE-
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WE and PL fractions were observed, i.e., a greater proportion in more developed GRB
glass eels along with a decrease in TAG, thus it is suggested that the changes in proportions

observed in the present study would probably be more related to the structural role of SE.

Glycogen content was more than twice as high in GRB glass eels, suggesting that
they preferentially oriented their metabolism to glucose conservation. In European glass
eels, Degani et al. (1986) showed that lipids are preferred to carbohydrates to sustain
metabolic needs. In adults, Larsson and Lewander (1973) revealed the utilization of liver
and muscle triglycerides as energy sources and for the stimulation of gluconeogenesis, both
of which increased in later phases of starvation. Moon (1983) suggested a minor role of
carbohydrates in the fasting period of immature American eels, as shown by a decline in
glycogen phosphorylase activity. Jedryczkowski (1979) and Degani et al. (1986) also
showed that glycolysis efficiency in European eel was lower in freshwater during early
development based on changes in aldolase activity. Differences in the relative proportion of
palmitic acid in fatty acids were identified between freshwater and marine fishes (Ackman,
1967), thus glass eels from GRB may have a strategy close to freshwater fishes. However,
fatty acid analyses are needed to confirm this. Glucose is essential to sustain oxidative
metabolism in specific cells such as nervous tissue. TAG metabolism may help maintain
glucose levels through gluconeogenesis and glycogen synthesis pathways, or glucose stocks
may be preserved through energy production sustained by fatty acids or ketones to the §3
oxidation pathway (e.g., Tocher, 2003; McCue, 2010). Thus, having high glycogen storage
coupled with a reduced TAG proportion seems plausible. As reviewed by McCue (2010),
the ability to recover glycogen storages could differ as starvation progresses or be linked to
a difference in the ability to endure a greater period of starvation and to prioritize metabolic

costs in specific organs and tissues.

The presence of differences in energy stores deserves further investigation. Indeed,
despite panmixia, a latitudinal cline in allele frequencies was observed in genes encoding
for enzymes related to energetic metabolism, including sorbital dehydrogenase, alcohol

dehydrogenase, and phosphosehexose isomerase, in American glass eels captured from
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Florida to Newfoundland (Koehn and Williams, 1978). More recently, Gagnaire et al.
(2012) identified several genes that had spatially varying selection associated with habitat
heterogeneity (three genes associated with lipid metabolism, two with saccharide
metabolism, three with protein biosynthesis, three with defense response, and one with
molecular function). This observation suggests that glass eels colonizing different areas of
the geographical range, which are characterized by different physico-chemical
characteristics, are exposed to differential patterns of selection. Moreover, adaptation to the
water temperature gradient encountered in river estuaries from south to north would be
relevant in variants of genes implicated in metabolism (Gagnaire et al., 2012).
More recently, Pavey et al. (2015) performed a genome-wide association study that
demonstrated a polygenic basis that discriminates American eels from freshwater and
brackish water habitats. They found that 331 co-varying loci out of 42,424 were associated
with the divergent ecotypes. These 331 SNPs are associated with 101 genes that represent
vascular and morphological development, calcium ion regulation, growth and transcription
factors, and olfactory receptors. Finally Coté et al. (2014) also showed that gene x
environment interactions may explain growth differences between MR and GRB yellow
eels since differences were found in the expression of genes related to energy metabolism,

energy respiration, growth, differentiation, and development.

Within a river, a delay of two weeks in estuarine arrival was characterized by
significantly lower energy reserves. In GRB, TAG and glycogen contents were lower in
fish captured later in the season while SE-WE increased and body condition, total lipid
content, and wet mass remained constant. This again supports the hypothesis of the use of
TAG and carbohydrates to sustain metabolism and a structural role for the lipids found in
the SE-WE fraction in this particular region. MR glass eels arriving later also showed lower
proportions of TAG and higher SE-WE contents, but their glycogen content was similar
and Kn was higher than those in GRB glass eels. This indicates a difference in the use of
metabolic reserves between the two areas. The patterns of Kn are difficult to explain in the
absence of changes in total lipids and a decrease of storage lipids. The use of dry mass to

express total lipids could have circumvented this.
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1.8.2 COMPARISON BETWEEN GLASS EELS EXHIBITING DIFFERENT SALINITY DIFFERENCES

One of the main objectives of this study was to verify if energy status could be
associated with habitat selection. A worldwide decline in freshwater eel recruitment is
occurring, and settlement in saltwater environments is apparently increasing in
American and European eels (e.g., Lambert, 2005; McCleave and Edeline, 2009).
Behaviour experiments using MR and GRB glass eels allowed the identification of active
glass eels which had a preference either for freshwater or saltwater, and inactive eels, which
had a preference for brackish water (Boivin et al., 2015). Here, it was tested whether
different salinity preferences could be correlated with specific energy status. Indeed, fatty
acid requirements (e.g., Glencross, 2009), digestibility, transport, uptake, elongation and
desaturation processes, and B-oxidation of fatty acids (e.g., Turchini et al., 2009) should be
considered when looking at body lipid composition, but it may also be affected by abiotic
factors including water salinity, temperature, and light (e.g., Dantagnan et al., 2013). Thus,
salinity affects fish metabolism (Sampekalo et al., 1992), and differences in energy stores
in glass eels could explain the occurrence of different metabolic strategies between the

ecotypes considered.

Based on the conditional evolutionarily stable strategy suggested for European eel, in
which migration in freshwater or saltwater at recruitment depends on the individual’s
energetic and thyroid status, freshwater glass eels should have a high energetic status and
high thyroid activity, which would result in freshwater preference, low growth rate, and
high migratory activity in contrast with saltwater glass eels (American yellow eel:
Castonguay et al., 1990; European glass eel: Edeline et al., 2004, 2005a, 2005b, 2007;
European elver and yellow eel: Imbert et al., 2008). Then lower energy reserves and larger
size in glass eels with saltwater preference would have been expected compared to those
preferring fresh water. Not only there was no difference based on salinity preference, but
the river differences also did not support this hypothesis for American glass eels since the
freshwater ecotype would be expected to be more frequent in GRB and the marine ecotype

more frequent on the Atlantic coast (i.e., MR). It should be remembered that energetic
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status differences in European eel were suggested from condition factor data (Edeline et al.,
2006; Bureau Du Colombier et al., 2011). It is plausible that the dichotomy between
freshwater and marine ecotype in our system would be better reflected by geographical
differences rather than salinity preferences. Because condition factor did not differ between
rivers, it is very difficult to make such comparisons with data on European eel. However,
the present results are consistent with those obtained by Boivin et al. (2015), who observed
no relationship between salinity preference and body condition in American eel, but

observed differences in growth between origins under controlled conditions.

1.9 CONCLUSION

These results on American eel did not support the hypothesis of conditional strategy,
i.e., that migration in freshwater or saltwater at recruitment depends on the individual’s
energetic status. Instead, the presence of higher carbohydrate content and differences in
lipid storage and/or use of different lipid classes corroborate the occurrence of genetic
differences between habitats and related to sites colonized by glass eels. How differences
observed between rivers and dates of capture may affect glass eel survival and recruitment

is unknown, but it certainly deserves further attention.
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CHAPITRE 2
VARIATION REGIONALE DES EXPRESSIONS DE GENES RELIES AU
METABOLISME DES LIPIDES DE RESERVE CHEZ LES CIVELLES
D’ANGUILLE D’AMERIQUE (ANGUILLA ROSTRATA)

2.1 RESUME

Des différences dans la régulation de genes peuvent expliquer les différences dans les
traits d’histoire de vie observés au sein d’une méme espéce. Chez I’anguille d’Amérique
(Anguilla rostrata), la présence d’écotypes au sein de la population panmictique est bien
¢établie. Nous avons examiné les niveaux d’expression de genes reliés a la régulation de
I’appétit, des lipides et du glycogene chez des civelles migrant a différentes localités de la
cote est canadienne et arrivant a différentes dates. Les niveaux d’expression de trois genes
de référence et de cinq genes candidats ont été analysés par PCR en temps réel au moyen de
sondes Tagman chez des civelles capturées dans le milieu. Tous les transcrits des génes ont
¢été détectés chez les civelles. Sur les cing genes candidats, ceux de la lipase pancréatique et
de la triacylglycérol lipase étaient respectivement 7,65 et 3,25 fois plus exprimés chez les
civelles de 1’estuaire du Saint-Laurent que chez celles de la Nouvelle-Ecosse et une
différence de deux semaines dans les dates d’arrivée n’a eu aucune incidence sur les
niveaux d’expression. Ces deux geénes expliquaient 82,41 % des différences entre les deux
rivieres. A 1’opposé, il n’y avait aucune différence significative dans la transcription des

genes codant pour la glycogéne phosphorylase, la ghréline et des récepteurs de la leptine.
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Ces résultats confirment, au niveau moléculaire, une observation récemment révélée au
niveau phénotypique, que les civelles de 1’estuaire du Saint-Laurent auraient une meilleure
aptitude a utiliser leurs lipides de réserve pour soutenir leurs besoins métaboliques. Ces
observations s’ajoutent aux nouvelles preuves corroborant 1’hypothése selon laquelle les
variations régionales phénotypiques observées chez 1’anguille d’Amérique sont déja
présentes chez les jeunes stades et qu’une partie de cette variation est probablement sous

contrdle génétique.

Ce deuxieme article, intitulé « Regional variation of gene regulation associated with
storage lipid metabolism in american glass eel (Anguilla rostrata) », fut corédigé par moi-
méme, les professeurs Céline Audet, Louis Bernatchez et R¢jean Tremblay ainsi que les
chercheurs Scott Pavey et Caroline Coté. Il fut accepté pour publication dans sa version
finale le 22 février 2016 par les éditeurs de la revue Comparative Biochemistry and
Physiology, Part A. En tant que premier auteur, ma contribution a ce travail fut ’essentiel
de la recherche sur I’état de 1’art, 1’élaboration des hypotheses de travail, la collection des
individus, le développement de la méthode, I’exécution des analyses, 1’étude et
I’interprétation des résultats et la rédaction de I’article. Scott Pavey, second auteur, a
contribu¢ de preés a la détermination des séquences. Caroline Coté et Réjean Tremblay,
troisiéme et quatriéme auteurs, ont participé de pres a la validation du choix des genes.
Louis Bernatchez et Céline Audet, directeurs de recherche, ont fourni I’idée originale.
Chacun des auteurs a contribué a 1’organisation des paragraphes de 1’article, la bonification

de la discussion ainsi qu’a la révision de 1’article.

Une version abrégée de cet article a été présentée a deux réunions annuelles de
Ressources Aquatiques Québec qui se sont tenues toutes deux a Québec (Canada) :
« Les civelles d’Amérique qui migrent sur la cote est canadienne ont-elle toutes les mémes
caractéristiques  physiologiques ? » M. Gaillard, L. Bernatchez, et C. Audet
a I’automne 2014, « Civelle, dis-nous ou tu migres et nous te dirons [’écotype auquel tu

appartiens » M. Gaillard, L. Bernatchez, et C. Audet a I’automne 2015.
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2.3 ABSTRACT

Variation in gene regulation may be involved in the differences observed for life
history traits within species. American eel (Anguilla rostrata) is well known to harbour
distinct ecotypes within a single panmictic population. We examined the expression of
genes involved in the regulation of appetite as well as lipid and glycogen among glass eels
migrating to different locations on the Canadian east coast and captured at two different
periods of upstream migration. Gene expression levels of three reference and five candidate
genes were analyzed by real-time PCR with Tagman probes in recently captured wild glass
eels. All gene transcripts were detected in glass eels. Of the five candidate genes, bile salt
activated and triacylglycerol lipases were respectively 7.65 and 3.25 times more expressed
in glass eels from the St. Lawrence estuary than in those from Nova Scotia, and there was
no effect related to the two-week difference in capture date. These two genes explained
82.41% of the dissimilarity between the two rivers. In contrast, glycogen phosphorylase,
ghrelin, and leptin receptor genes showed no significant differences in gene transcription.
These results confirmed at the molecular level an observation that was recently made at the
phenotypic level: that glass eels from the St. Lawrence estuary have a greater capacity to
use lipid reserves to sustain their metabolic needs. These observations add to the body of
evidence supporting the hypothesis that regional phenotypic variation observed in
American eel is determined early in life and that part of this variation is likely under

genetic control.

24 KEY WORDS

Ecotypes, ghrelin, glycogen phosphorylase, leptin receptor, lipase, mRNA

expression, transcriptomics
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2.5 INTRODUCTION

American eel, Anguilla rostrata, is a facultative catadromous fish (i.e., it performs a
non-obligatory trophic migration to fresh water). It is widely distributed througout eastern
North America and is associated with a unique reproductive site in the Sargasso Sea
(Tsukamoto et al. 1998). Consequently, the species is composed of a single, genetically
homogeneous panmictic population (Coté et al. 2013). The leptocephalus larvae migrate
toward the continental slope where they metamorphose into glass eels (Tesch 2003).
Since the 1980s, a 99% decrease in glass eel recruitment has been observed in the
St. Lawrence River, which used to support an important fishery in Canada (Cairns et al.
2014; Castonguay et al. 1994a, 1994b; MacGregor et al. 2008). This species was recently
declared “threatened” in Canada (COSEWIC 2012).

In contrast, recruitment has remained relatively stable along the Atlantic coast of
Canada, and this regional discrepancy in recruitment despite panmixia has puzzled
managers for many years. In addition to regional recruitment variation, pronounced
regional phenotypic variation has been documented in American eel. In particular, eels
colonizing the St. Lawrence River and Lake Ontario are characterized as being much older
and larger size at sexual maturity but slower growth rate compared to eels from the coastal
areas, as well as being 100% females (Co6té et al. 2015; Jessop 2010). While it has been
traditionally believed that such phenotypic variation is entirely controlled by the
environment (i.e., reflecting pure phenotypic plasticity), there is growing evidence that

regional functional genetic variation may also play a role.

Differences in growth and profiles of gene transcription have been documented
between eels from the St. Lawrence River and from the Canadian Atlantic coast when
reared in common environments for three years (Coté et al. 2015, 2014, 2009).
In addition, latitudinal variations in RNA/DNA ratios have been observed, with both lower
body condition and higher RNA/DNA ratios in high and low latitudes (Laflamme et al.
2012; 47-49°N [Eastern Canada] vs. 30-32°N [Florida — South Carolinal]).
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Moreover, evidence for spatially varying selection resulting in regional variations in allele
frequencies have been documented for genes involved in lipid and carbohydrate
metabolism (Gagnaire et al. 2012). More recently, Pavey et al. (2015) provided strong
evidence that the phenotypic differences observed between two ecotypes (freshwater from
the St. Lawrence River vs. the brackish/saltwater from the east coast of Canada) have a
polygenic basis for genes that are mainly involved in vascular and morphological
development, calcium ion regulation, growth, transcription factors, and olfactory receptors.
In brief, the notion that regional phenotypic variation observed in American eel is only due
to phenotypic plasticity is no longer tenable, and genetic variation resulting from spatially
varying selection must therefore also be taken into consideration for a full understanding of

the complexity of eel life history.

Glass eels rely on the energy stored during the larval stage to achieve their migration
towards feeding habitats (Boétius & Boétius 1989), which could be freshwater, estuarine,
or marine (Arai 2012; Cairns et al. 2004; Jessop et al. 2002; Lamson et al. 2006;
Pavey et al. 2015). In a recent study on the energetic status of American glass eels captured
along the east coast of Canada (Nova Scotia and the St. Lawrence estuary),
Gaillard et al. (2015) showed that there was no relationship between energy status and
salinity preference, but there were differences in energy storage strategies between capture
sites. Glass eels captured in the St. Lawrence estuary had a higher level of glycogen and
lower reserves of triacylglycerol than those captured on the Atlantic coast. There is also
some evidence that glass eels resume feeding once they are totally pigmented, but some
individuals may need to feed to complete their upstream migration (e.g., Harrison et al.
2014). Indeed, non-pigmented glass eels with full stomachs were observed in Grande-
Riviere-Blanche (GRB), which is a tributary to the St. Lawrence estuary
(C. Coté, pers. comm.), and non-pigmented glass eels captured in both GRB and Nova
Scotia were feeding in the lab (Coté et al. 2009). How the relative expression for genes
involved in lipid and carbohydrate metabolism as well as appetite regulation varies in glass
eels from different sites needs to be clarified. In this context, we tested 1) whether spatial or

temporal differences in the expression of genes involved in lipid and glycogen metabolism
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differed between glass eels migrating to Nova Scotia on the Atlantic coast or in the St.
Lawrence estuary; and 2) whether genes regulating appetite would be more expressed in
glass eels captured in the St. Lawrence estuary, supporting the hypothesis of early feeding.
To achieve these goals, we used real-time PCR to measure the transcription level of five
candidate genes: triacylglycerol lipase (TAGL), bile salt activated lipase (BAL), glycogen
phosphorylase (GPase), ghrelin (GHRL), and leptin receptor (LEP-R).

2.6 MATERIALS AND METHODS

2.6.1 SAMPLING

Glass eels were captured by a commercial elver fishery in the Mersey River
(MR; 44°02' N, 64°42"' W), Nova Scotia (Atlantic coast), on 26—28 March and 20-21 April
2012 and by members of our research team in Grande-Riviere-Blanche (GRB; 48°47'N,
67°41'W), Québec (St. Lawrence River), on 2—6 and 18-21 June 2012 (Boivin et al. 2015).
These periods represent the early arrival of glass eels in this area (Coté et al. 2009).
Glass eel captures began two hours before the nighttime high tide and lasted for three
hours. Samplers waded into river mouths and captured eels using dip-nets and headlamps.
Glass eels were transferred by car to the wet-lab facility at Maurice-Lamontagne Institute
(IML; Fisheries and Oceans Canada) in buckets containing water from the estuary.
The introduction and transfer of glass eels from Nova Scotia to Québec were done under
conditions specified in the license obtained from Fisheries and Oceans Canada. A total of
40 individuals were sampled for the present study: 10 glass eels per river site and date of
capture (MR, March; MR, April; GRB, early June; GRB, late June). Glass eels were
anaesthetized in 0.68 mM MS222 (ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate; Sigma-
Aldrich). Total body length and wet mass were measured, and pigmentation stage was
determined according to Haro & Krueger (1988). Pigmentation results are presented in
Gaillard et al. (2015). Glass eels were individually stored at -20°C in RNALater until

analyses.
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2.6.2 CANDIDATE AND REFERENCE GENES

Five candidate genes were studied: triacylglycerol lipase (TAGL), which catalyzes
the breakdown of triacylglycerol in several tissues (Murray et al. 2003; Tocher & Sargent
1984); bile salt activated lipase (BAL), the most important digestive lipase in teleosts
(Iijima et al. 1998; Murray et al. 2003; Patton et al. 1975, 1977); glycogen phosphorylase
(GPase), an enzyme that catalyzes the rate-limiting step in glycogenolysis (Brown & Cori
1961); and ghrelin (GHRL) and leptin receptor (LEP-R), which are hormonal factors
generally considered to regulate appetite (Lin et al. 2000, Unniappan & Peter 2005). The
use of only one reference gene in qPCR analysis is not recommended (Bustin et al. 2009),
and reference gene expression can vary from one tissue to another (Olsvik et al. 2005).
Vandesompele et al. (2002) recommended the use of three reference genes for the reliable
normalization of a pool of normal tissues in order to avoid relatively large errors caused by
the use of one reference gene. Based on previous eel studies (Weltzein et al. 2005), the
reference genes chosen for the present work were acidic ribosomal protein (ARP) and
cytochrome B (CytB); we also used elongation factor 1 (EF1), which was reported to be
very stable in Atlantic salmon (Olsvik et al. 2005).

2.6.3 WHOLE BODY GRINDING

Glass eels were individually homogenized dry with liquid nitrogen using a Precellys
Dual homogenizer coupled with a cooling system (Precellys, Bertin Technologies) in
CKMix 50 R containing beads for hard tissue grinding. Samples were ground using three
cycles of 26 s at 5800 rpm, with a 30 s time lapse separating each cycle. The resulting
powder was held at —80°C until RNA extraction.

2.6.4 ToOTAL RNA EXTRACTION

Total RNA was extracted from 10 mg dry mass of homogenate powder using an

RNeasy® Fibrous Tissue Kit (Quiagen Inc., ON, Canada) and was diluted to obtain a final
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concentration of 200 ng pl-1. Total RNA purity, quality, and concentration were
determined using electrophoresis on 2% agarose gel stained with ethidium bromide
(0.05mg ml-1) (Alpha Imager® HP System, Alpha-InnoTech, Alpha Imager 3400
software, ProteinSimple) and the 260 nm / 280 nm absorbance ratio using a NanoVue Plus

spectrophotometer (GE Healthcare, QC, Canada) before reverse transcription.

2.6.5 REVERSE TRANSCRIPTION

Reverse transcription was done using a Quantitect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen Inc., ON, Canada). The cDNA samples obtained were diluted to a final
concentration of 20 ng pl-1, separated into aliquots, and kept frozen at 20°C until further
analysis. ¢cDNA integrity and concentrations were verified with a NanoVue Plus
spectrophotometer. Reverse transcription efficiency was verified using serial dilutions of a
pool of four RNA samples from different origins and dates of capture to ascertain
slopes of -3.3. qPCR analyses were performed in triplicate (Biorad MyiQ I cycler, Bio-Rad
Laboratories, Inc., ON, Canada) using IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad
Laboratories Inc., ON, Canada) and an iCycler iQ™ Real-Time PCR on one reference
gene (EF1). Linear regression of the serial dilution curve was done with MlciyiQ Software
version 1.0 (Bio-Rad, USA), giving an efficiency of 94.5% (y = 3.4603x + 10.341;

correlation coefficient: 0.997).
2.6.6  SPECIFIC SEQUENCES AND DESIGN OF TAQMAN PRIMERS AND PROBES
For GHRL and reference genes, primers were designed based on available mRNA

sequences from genus Anguilla found in the National Center for Biotechnology Information

(NCBI) bank wusing Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

(Table 4).  Primers were ordered with Integrated DNA  Technologies™
(Coralville, IA, USA). A pool of randomly chosen ¢cDNA samples (rivers and dates of

capture) was used with primers for amplifications (all in duplicate) using polymerase chain



Table 4 Information on primers and probes The GenBank sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) used to design
primers for sequencing specific sequences (EST) are shown as forward (F) and reverse (R) primers with melt
temperature (°C). When cells are empty, specific coding DNA sequences (CDS) were obtained from the annotated American
eel genome. Tagman forward (F) and reverse (R) primers and Tagman probes (P) used for real-time polymerase chain
reaction (QPCR) analysis are provided with their melt temperature (°C). qPCR efficiency (linear regression and coefficient of
determination) are provided for each Tagman probe. See the Material and Methods section for descriptions of gene functions.

Tagman primers and probes used for

Sequence used for primer Primer used for sequencing specific  measuring gene expressions
Gene (gene acronym) design EST ({ melt temperature) (melt temperature) qPCR efficiency
Reference genes
Acidic ribosomal protein (ARP) Aanguilla {GenBank accession  F: GCCACGTCGGAAGTCCAACTA (57)  F: TCTCACTGCGTGCAAAGG [ 59) y=—3.19%x+ 34388
no. AY763793) R: CAGGAGTTTCTOCAGAGCGG (58)  R: CTTGCGCATCATGGTGTTCT (58) R? = 0.9993
P: TGGTGCTCGATGGGC (69)
Cytochrome B (CytB) Aanguilla (GenBank accession  F: CATCTGCCGAGACGTCAACT (57)  F: TCATCTGCCGAGACGTCAAC (58) y = —3.1254= 4+ 32523
no, AF00G714) R: ATCTGCCCTCATGCAAGCAC (58)  R: GAGGCOCCATTTGCATGTAG(59) R? = 0.9992
P: ATGCATGATTAATTCGC (68)
Elongation factor 1 (EF1) Ajaponica (GenBank accession  F: (CTGAAGCCTGGTATGGTGG (58)  F: TTGCOCCTGCCAACGT (58) y=—33354x= 4+ 33.755
no. AB593812) R: TACGTTGCCACGACGGATTT (57) R: GGGACTCATGGTGCATTTCC (59) R? = 0.9998
P: ACCACTCGAGCGTCAAGTC (68)
Target genes
Triacylglycerol lipase (TAGL) - - F: GCACCCGCTTCATGCTCTT (60) y=—3356x4 39.015
R: ACCTTGCCTGGTGGTTGTTG (59) R? = 0.0963
P: ACCCGGCAGAACC (69)
Bile salt activated lipase (BAL) - - F: TGATGCCGTGTCTGAAGATCA (59) v = —34627% + 40.166
R: GCTGTAGACTOCCAGCCAGAGT ( 58) R = 0.99972
P: AGACCCTGTGGCTCT (69)
Glycogen phosphorylase (GPase) - - F: GCOTCCOGTCCACTTCTATG (59) y = —3.1649=x 4+ 36873
R: AACCCATTTGACCCCATCTG (58) R? = 0.99959
P: CACAGTGGAGCACCAC (68)
Ghrelin (GHRL) Ajaponica (GenBank accession  F: TOCAAGAGGCACTGGGTTTC (57)  F: GCTTCAGACATGAGGCAGATCA (59) v = —3.1767x + 41.44
no. AB0G2427) R: CCATCTGAGTCTCGTCTGOC (57)  R: GCACGCAGACCAGCAGGAT (60) Rr=1
P: CGCACCGCATACAG (69)
Leptin receptor (LEP-R) - - F: GCCAGGGCCOCTTCIG (59) y = —3.1034x 4+ 3865

R: CTGGAGGTCTGGTGCTTAACTGT (58)  R? = 0.99496
P: TGCGTGGAGGGACT (63)




reaction (PCR) with iCycler iQ™ Real-Time PCR (BioRad) using AmpliTaq Gold® 360
Master Mix Kit (Applied Biosystems®, CA, USA). The quality and integrity of each PCR
product or amplicon were verified by electrophoresis on 2% agarose gel with ethidium
bromide (0.05 mg ml-1) containing a PCR marker (Sigma-Aldrich®, ON, Canada).
Amplicons were purified on columns using a QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc.,
ON, Canada). Purified amplicons were sequenced in forward and reverse directions with
associated primers and the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®, CA, USA). Unincorporated dye terminators from sequencing reactions were
removed using the Ultra-Step® Dye Terminator Removal Kit (Omega Bio-Teck, GA,
USA). Isolated fragments containing dye-labeled dideoxynucleotide triphosphates
(ddNTPs) were dried for 20 min using SpeedVac (Savant AS160 Automatic) and
suspended in formamide; fragments were analyzed using a 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystems®) and POP-7™ polymer (Life technologies™, ON, Canada). Amplification
products obtained for GHRL, ARP, EF1, and CytB were sequenced (see annexe I).
Assembly and alignment verification were done with nucleotide blast in primer blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). The percentages of homology were about 99% between

ARP and Anguilla anguilla acidic ribosomal phosphoprotein (GenBank accession
no. AY763793.1), 99% between CytB and Anguilla rostrata cytochrome b (GenBank
accession no. KJ546053.1), 100% between EFI and Anguilla australis elongation factor 1
(GenBank accession no. HM367094.1), and 99% between GHRL and Anguilla japonica
mRNA prepo-ghrelin (GenBank accession no. AB062427). For TAGL, BAL, GPase, and
LEP-R, specific sequences from Anguilla rostrata were obtained from the draft annotated
American eel genome (Pavey et al. unpublished results). Putative CDS regions (Coding
DNA Sequence) for each gene were manually verified with BLAST using the SwissProt
database based on homology with model organisms. TagMan probes were designed using
Primer Express 3.0 software (Applied Biosystems®) and were obtained from Life
Technologies™ (Mairway, ON, Canada) (Table 4). All Tagman primers and probes gave
stable qPCR efficiency with a coefficient of determination of 0.99 to 1 (Table 4).
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2.6.7 REAL-TIME PCR

Real-time PCR (qPCR) was performed in triplicate for each glass eel sample using
the ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems®). A sample
reaction volume of 10 pl was made up of 2 pul cDNA (10-2 ng pl-1), 5 pl TagMan
Advanced Mix (Life Technologies™, ON, Canada), 2.5 pl sterile water, and 0.5 pul TagMan
20 uM of gene-specific primers and probe (Life Technologies™, ON, Canada). Thermal
cycling of qPCR consisted of two steps: 1) 2 min at 50°C for optimal AmpErase® uracil-N-
glycosylase activity followed by 10 min at 95°C to activate AmpliTaq Gold® DNA
Polymerase; 2) 45 cycles of denaturing at 95°C for 30 s and annealing/extend at 60°C for
I min. Cycle thresholds (Cr) were obtained using Expression Suite 1.0 software
(Applied Biosystems®, Foster City, CA). qPCR efficiency was verified for each TagMan
probe (Table 4). A serial dilution of 10-1 to 10 -5 was made on a new pool of eight
randomly selected cDNA samples. qPCR analyses for each TagMan probe were performed
on the pool with the same protocol described previously in which 2 pul cDNA (10-2 ng pl-1)
was replaced by 2 pl of the cDNA pool.

Relative quantification of gene expression was calculated according to the 24
method of Livak &  Schmittgen (2001): e T
where Cr. = Ct candidate gene — Cr  reference genes for sample x, and

Cre = Cr candidate gene — Cr reference genes for the calibrator.

In our study, the calibrator was the group of glass eels sampled at MR in March 2012
(the more southern river, first date of capture). The suitability, stability, and validation of
quantitative qPCR reference genes for normalizing expression were verified with
Expression Suite 1.0 software, where the score was calculated according to
Vandesompele et al. (2002). The score is a gene-stability measure in qPCR analyses that

may vary with tissues: the lower the score, the more stable the expression.
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2.6.8 STATISTICAL ANALYSES

The relative quantifications of gene expression (24T

) for the five candidate genes
were analyzed using two-way permutational multivariate analysis of variance
(PERMANOVA; p < 0.05, 9999 permutations, type III of sums of squares, permutation of
residuals under a reduced model) using the PERMANOVA+ add-on (v 1.02) in
PRIMER (v6.1.1.12). River (two levels) and date (two levels) of capture were the two
factors considered in analyses. Missing data (12 out of 560 data) were replaced by the mean
of the subsample in a date—river group (Garcia et al. 2015). A Bray-Curtis similarity matrix
was completed for relative gene expression data. Before performing the two-way
PERMANOVA (river, date) and the pair-wise tests on significant effects (p < 0.05,
9999 permutations, type III of sums of squares, unrestricted permutation of raw data),
distance-based tests for homogeneity of multiple dispersions (PERMDISP; p < 0.05,
9999 permutations; deviation from centroid) were run for the two factors and their
interaction to determine if data needed transformation. Because all variables displayed
homoscedasticity (p > 0.05), no transformations were required. When
PERMANOVA detected a factor effect(s) on the whole data set (Table 5), one-way
PERMANOVA analyses (p <0.05, 9999 permutations, type III of sums of squares,
unrestricted permutation of raw data) were done for each variable according to the
significant factor and the Bray-Curtis matrix was completed (Table 5). PERMDISP
analyses were performed for each variable to verify if transformation was required before
running PERMANOVA analyses on individual variables. When significant effects were
detected, pair-wise tests were performed (p < 0.05, 9999 permutations, type III of sums of

squares, unrestricted permutation of raw data).
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Table 5 Results of permutational multivariate analysis of variance tests,
PERMANOVA A two-way PERMANOVA was first applied to the whole data set;
depending on these results, a one-way PERMANOVA for coding genes was completed.
Source tested, sum of squares of the test (SS), pseudo-F of the statistic, p(perm), and the
number of the unique permutations (unique perms) done for the test are presented.
Bold letters indicate significant results. BAL: bile salt activated lipase, TAGL:
triacylglycerol lipase, GPase: glycogen phosphorylase, GHRL: ghrelin, LEP-R: leptin
receptor. Bold characters indicate significant results.

P Unique
Database Source SS Pseudo-F (perm) perms
Whole data set
Relative gene expression River 10,203 8.1713 0.0002 9951
Date 2075 1.6619 0.1461 9943

River x date 29095 23303 0.0557 9965

Single variable

BAL River 13,686 6.94410 0.0003 9953
TAGL River 61443 4.06070 0.0091 9956
GPase River 18432 0.21166 08744 9940
GHRL River 661.03 046196 0.6832 9940
LEP-R River 127.89 0.23694 0.7619 9950

To identify the relative contribution of each candidate gene to the differences
between significant groups, one-way similarity percentage analysis (SIMPER; river) was
run until 100% cumulative contribution. Only candidate genes contributing to more than
50% of differences among groups were considered. Finally, to explore dissimilarities
between groups, multidimensional scaling plot analysis (MDS) was run and vectors of
target genes that characterized the most the differences between groups were revealed.

Vectors correspond to Spearman rank correlations.
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2.7 RESULTS

When the whole data set was analyzed with PERMANOVA, only the river factor
could differentiate gene expression in glass eels (Table 5; whole data set). Pair-wise
comparisons between GRB and MR confirmed that the differences in gene expression were
explained by the river factor (pair-wise test between rivers: t = 2.8586, p (perm) = 0.0003,
unique perms = 9953). The results of the multivariate analysis showed no dissimilarity in
gene expression levels with respect to the date of arrival or the interaction river X date of

arrival, although p was only slightly above 0.05 for the interaction factor (Table 5).

15
12

Threshold cycle of
normalized reference gene

S W e

MR-1 MR-2 GRB-1 GRB-2

Figure 15 Average threshold cycle (Ct) for the normalized reference gene (geometric
mean of individual Cy obtained for the three reference genes) for the two rivers (MR:
Mersey River; GRB: Grande-Riviére-Blanche) and the two periods of capture in each
river (MR-1: 26-28 March; MR-2: 20-21 April 2012; GRB-1: 2-6 June; GRB-2: 8-21
June 2012).

When the whole data set was analyzed with PERMANOVA, only the river factor
could differentiate gene expression in glass eels (Table 5; whole data set). Pair-wise
comparisons between GRB and MR confirmed that the differences in gene expression were
explained by the river factor (pair-wise test between rivers: t = 2.8586, p (perm) = 0.0003,
unique perms = 9953). The results of the multivariate analysis showed no dissimilarity in

gene expression levels with respect to the date of arrival or the interaction river x date of

arrival, although p was only slightly above 0.05 for the interaction factor (Table 5).
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Figure 16 Multidimentional scaling (MDS) between rivers including data from the 40
individuals (10 per river and date of capture) based on the Bray-Curtis dissimilarity
matrix. River was the only significant factor detected by permutational multivariate
analysis of variance (PERMANOVA). The stress values indicate the significance level of
the representation. MDS illustrates how the measure of gene expression of whole glass eels
differs between rivers on a two-dimensional plot and which variables characterize the
difference between rivers. Vectors correspond to Spearman rank correlations. On
the horizontal MDS axis, BAL r = 0.97, TAGL r = 0.88, GPase r = 0.29, GHRL r = 0.52,
LEP-R r = 0.14. On the vertical MDS axis, BAL r=-0.09, TAGL r = 0.79, GPase r = -0.73,
GHRL r=0.43, LEP-R r = -0.46.

MDS analysis also showed higher dissimilarities between individuals from GRB than
between those from MR. Individuals from MR were more tightly grouped while individuals
from GRB were more scattered on the horizontal axis of the plot (Figure 16). The source of
variations for GRB is explained by relative expression of BAL and TAGL (BAL and
TAGL were highly correlated on the horizontal MDS axis with a correlation factor
respectively of 0.97 and 0.88), while the source of variations for MR is explained by the
greater discrepancies in the relative expression of the different candidate genes. To confirm
the results of the projection on the MDS plot and to identify which candidate genes varied
with river of origin, permutation tests were done gene by gene according to the river factor

(Table 5; single variable).
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Table 6 Relative contribution (until 100% cumulative contribution) of candidate genes
to differences between rivers by one-way similarity percentage analysis (SIMPER)
Av. Abund.: average abundances over all samples, Av. Diss.: average contributions to the
total dissimilarities, Contrib%: percentage contribution to the total dissimilarities, Cum%:
cumulative percentage contribution to the total dissimilarities. BAL: bile salt activated
lipase, TAGL: triacylglycerol lipase, GPase: glycogen phosphorylase, GHRL: ghrelin,
LEP-R: leptin receptor. Bold text indicates a significant contribution of the target genes.

Candidate  Av. Abund.  Av. Abund.

gene GRB MR Av. Diss.% Contrib.%  Cum.%
BAL  24.00 3.25 34.20 6230 62.30
TAGL 7.65 2.33 11.04 20.12 8241
GPase 1.93 1.59 3.79 691 89.32
GHRL 1.61 1.22 3.53 6.42 95.75
LEP-R 1.24 1.24 2.33 425 100.00

3, Diss.: 54.89%

A highly significant river effect was detected for BAL and TAGL (Table 5). Indeed,
the relative expression of genes coding for these two enzymes, which are involved in lipid
metabolism, explained more than 80% of dissimilarities between MR and GRB (Table 6).
BAL data alone explained about 60% of the dissimilarities. To evaluate differences in the
level of gene expression between MR and GRB, one-way PERMANOVA between rivers
were performed for each candidate gene (Figure 17). BAL gene expression was 7.4 times
higher in glass eels from GRB compared to MR (Figure 17A; 24 times higher than in the
calibrator) and, in the absence of a date of capture effect, the BAL expression in MR was
very close to the calibrator. Gene expression was calibrated based on the expression levels
observed in the MR/March data (the most southern location and the earliest date of
capture). TAGL gene expression was 3.3 times higher in GRB glass eels (7.65 higher than
in the calibrator), and the expression in MR was again very close to the level of expression
in the calibrator (Figure 17B). The expressions of genes coding for GPase, GHRL, and
LEP-R were very stable among glass eels from both origins, and expression was not
significantly different from the expression measured in the calibrator group (Figure 17C,
17D, 17E) despite tendencies for higher expression of GPase and GHRL in GRB. Indeed,
the relative expression of these three candidate genes did not contribute to the dissimilarity

between the two rivers (Table 5, Table 6).



86

BAL

Relative Gene Expression
GHRL

Relative Gene Expression

MR GRB MR GRB
Rivers Rivers
1B 4r E
10+ =
g %k £
2 90 230
2 8¢ £
g 7t 2
3% 6f e
=g sl - "
Sl &) -0
o 47 g
-2 3 . 'E 1' Calibrator
g 3 £
& 5
1 L
0 0
MR GRB MR GRB
Rivers Rivers
4r C
3 L

GPase
Relative Gene Expression

MR GRB
Rivers

Figure 17 Profiles (means + SE) of the relative gene expression of bile salt activated
lipase (BAL), triacyglycerol lipase (TAGL), glycogen phosphorylase (GPase), ghrelin
(GHRL), and leptin receptor (LEP-R) target genes in glass eels captured in the
Mersey River (MR) and Grande-Riviére-Blanche (GRB). The horizontal lines show the
level of relative gene expression of the calibrator group (MR, March 2012). Asterisks show
the level of significance of the pair-wise test; **: p < 0.01, ***: p < 0.005, ns: p > 0.05.
The total numbers of glass eels per river are also presented.
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2.8 DISCUSSION

2.8.1 ENZYMES INVOLVED IN LIPID METABOLISM

Our results highlighted the importance of lipases in glass eel metabolism.
The capacity for effective lipolysis is present in American glass eels since lipase enzymes
were expressed. Among the candidate genes under study, TAGL and BAL explained most
of the differences between rivers of capture. Both lipases were significantly more expressed
in GRB glass eels, which were previously shown to have a 66% lower level of
triacylglycerol content than glass eels from MR (Gaillard et al. 2015). These results
confirm the hypothesis of local differences in the regulation of lipid metabolism between
glass eels from different locations: GRB glass eels might use their lipid reserves more
efficiently to sustain metabolism than those captured in Nova Scotia. Indeed, glycerol and

fatty acids can be produced from the hydrolysis of triacylglycerol (e.g., Tocher 2003).

We found no local differences regarding the expression of GPase, GHRL, or LEP-R,
suggesting conservation of these functional traits. For TAGL and BAL, some factors
affecting gene x environment interactions, or others related to larval development or
biochemistry, could be suggested as underlying the differences between GRB and MR.
However, the absence of a “time effect” seems to refute the possibility of developmental
differences. Because we used whole larvae instead of specific organs to measure gene

expression, this may have made the detection of subtle differences more difficult.

BAL and TAGL were much more expressed in GRB. The differences we observed
were present in glass eels upon arrival in their respective rivers. These results corroborate
those of Coté et al. (2014), who documented that glass eels captured in either Nova Scotia
or GRB had different expressions at two lipase EST (Expressed Sequence Tag) sites. Even
after three months of growth under laboratory conditions, differences in expression were
still present. Altogether, these results strongly support the presence of local differences in

gene expression. Gagnaire et al. (2012) also reported different allele frequencies in glass
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eels captured from Florida to the St. Lawrence Estuary, including genes related to lipid
metabolism (inhibition of phospholipase A2, acyl carrier activity, phospholipid-
hydroperoxide glutathione peroxidase activity), and they suggested that temperature could
be the environmental factor the most likely to induce such gene x environment interactions.
The most pronounced inter-individual variability shown by the MDS analysis was for GRB
for lipase expression, and this may indicate a greater ability of GRB glass eels to respond to

variations of environmental factors.

The expression of genes coding for lipase, trypsin, chymotrypsin, amylase, and
phosphorylase A2 may also be modulated by dietary content in fish (e.g., Zambonino
Infante & Cahu 2001). Results from larval fishes are contradictory on this point, and
species-specific responses are present. In European sea bass, Dicentrarchus labrax, sole,
Solea solea, and red drum, Sciaenops ocellatus, lipase activity and expression were
regulated by the source of the triglycerides (Buchet et al. 2000; Zambonino Infante & Cahu
1999). In other species, such as winter flounder, Pseudopleuronectes americanus, diet did
not affect BAL or TAG mRNA expression (Vagner et al. 2014). If we assume a diet effect
on lipase gene expression in American glass eel, this could be the result of eating at the
glass eel stage, as suggested by observations done by C6té (unpublished results), or it could
be the effect of differences in dietary inputs at the leptocephalus stage. In such conditions,

however, a time effect would have been expected.

For instance, lipase expression may also be related to developmental stage
(Vagner et al. 2014; Zambonino Infante & Cahu 2001), and variability in the capacity to
digest lipids was observed within species in individuals of different ages (e.g., Glencross
2009). Such age differences could explain the highest gene expression level observed for
both lipases in GRB glass eels that arrived later on the migration site. However, this
hypothesis does not seem to be supported since no temporal differences were observed

either at MR or GRB (Gaillard et al. 2015).



Lipase activity may also be related to plasma levels of ketones, which act as
mediators in lipolysis (Morais et al. 2004). GRB glass eels had significantly greater body
contents of ketones than those from MR (4.2% vs. 1.7%, respectively; p < 0.0001,
F = 153.79; unpublished data), but we do not know how this may affect lipase expression.
Ketone bodies might represent an important fuel source during prolonged starvation from
the conversion of excessive amounts of acetyl-CoA liberated by P-oxidation in fish
(Figueroa et al. 2000; Heming & Paleczny 1987; Ramos & Smith 1978; Singer et al. 1990;
Soengas & Aldegunde 2002; Soengas et al. 1998, 1996).

2.8.2 GLYCOGEN PHOSPHORYLASE

We expected to find a more elevated GPase gene expression in MR glass eels because
previous studies showed lower glycogen content in MR than in GRB glass eels
(Gaillard et al. 2015). GPase, which is involved in the first step of glycogenolysis, was
analyzed to confirm whether glass eels captured at MR had a greater ability to use glycogen
stores to fulfill their energetic needs. Moon (1983) measured the activity of different
glycolytic enzymes in immature starved American eels and showed that glycogen content
remained constant and that the only enzyme showing differences in activity was GPase.
In contrast to our expectations, higher allele frequencies for ESTs associated with
gluconeogenesis were present in glass eels captured in GRB compared to those from the
Atlantic coast (Pavey et al. 2015), indicating a decoupling between variations at the

genotypic and phenotypic levels for this gene.

GPase is also involved in the energy supply for osmoregulation in fish gills.
Tseng et al. (2007) showed that the expression of genes coding for different GPase
isoforms differed according to environmental salinity. In isolated hepatocytes of Clarias
batrachus and Sebastes caurinus, GPase activity increased with hyperosmotic conditions
(Hallgren et al. 2003). Expression of GPase observed in both MR and GRB glass eels could
then also be related to osmoregulation since glass eels are in transition between salt,

brackish, or fresh water.
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2.8.3 GHRELIN AND LEPTIN RECEPTOR

We hypothesized that when feeding is occurring, genes regulating feeding—appetite
should be more expressed. GHRL and LEP-R do not provide direct evidence of feeding,
but could be used as indicators of feeding based on previous work done on early stages of
development in Japanese eel (Kurokawa et al. 2011). Both genes were expressed in glass
eels, but their expression was similar among rivers and dates of arrival. In Japanese eel,
gastric ghrelin hormone was immunocytochemically detected as early as the leptocephalus
stage and was detected in several organs and tissues at the glass eel stage (oesophagus,
gastric gland, vascular system, kidney, and skin) (Kurokawa et al. 2011, 2002; Lee et al.
2015). Gastric ghrelin hormone appears to play a vital role in early development.
Ghrelin isolated from A. japonica stimulated the release of GH and prolactin from
Oreochromis mossambicus pituitary cells in vitro (Kaiya et al. 2003), thus ghrelin is likely
associated with the control of feeding and intestinal motility in fish (e.g., Olsson et al.
2008; Volkoff et al. 2005). Changes in the distribution of ghrelin-producing cells between
leptocephalus, glass eel, and elver stages have been suggested to be related to differences in
dietary habits among the different developmental stages (Kurokawa et al., 2011). Because
glass eels from both sites and dates of arrival differed in terms of pigmentation, length,
glycogen, and lipid body contents (Boivin et al. 2015; Gaillard et al. 2015), none of these
factors seem to affect the expression of these genes. Thus our hypothesis of feeding effects
is not supported. Our observations would rather support the results on A. japonica by
Lee et al. (2015), who found no relationship between ghrelin and glass eel growth. In adult
European eel, four months of fasting did not induce any changes in the expression of LEP
or LEP-R, and Morini et al. (2015) suggested a role of this hormone in sexual maturation

instead of feeding regulation.
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For the first time, the expression of gene coding for leptin receptor was analyzed in
glass eels. Unfortunately, we were unable to obtain primers that would allow the study of
leptin transcription. In teleosts, LEP receptors are present in most tissues: they were
detected in brain, pituitary, eyes, gills, skin, mesenteric fats, liver, ovaries, muscle, spleen,
kidney, heart, intestine, and testes of fishes, including in other eel species (Gong et al.
2013, Pelteobagrus fulvidraco, Morini et al. 2015, A. Anguilla and A. japonica;
Rennestad et al. 2010, Salmo salar).

2.9 CONCLUSION

Our results show that lipolysis capacity clearly differs in glass eels migrating either to
southern Nova Scotia or to the St. Lawrence estuary. Nothing in our results can relate these
differences to growth or development stage, but differences in BAL and TAGL expression
could be related to genetic differences between origins despite panmixia in American eel
and caused by spatially varying selection (Gagnaire et al. 2012; Pavey et al. 2015).
The high variability in the level of expression in GRB compared to MR glass eels supports
a greater capacity for phenotypic plasticity related to the metabolism of lipids in estuarine

glass eels. The advantage of such increased plasticity remains to be elucidated.

Because these two regions were previously associated with different ecotypes
(Pavey et al. 2015), this could reflect genetic differences resulting in differential
development and life history strategies during the glass eel stage. Glass eels migrating
further north are better equipped to use their lipid reserves, which could be related to the
longer migration route and to more advanced development. Since southern areas are mainly
characterized by male production while the St. Lawrence system harbours nearly 100%
females, this ability to use lipids may be sex related. However, this remains to be

investigated in more detail.
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CHAPITRE 3
EVALUATION DU CONTROLE ENDOCRINIEN SUR LA SELECTION DE
L’HABITAT DES CIVELLES D’ANGUILLE D’AMERIQUE PAR LA
TRANSCRIPTOMIQUE DE GENES CANDIDATS

3.1 RESUME

Le stade civelle de I’anguille d’Amérique (Anguilla rostrata) débute la migration
catadrome dans les habitats estuariens et d’eau douce. Cependant, les mécanismes
endocriniens sous-jacents a la sélection de 1’habitat ne sont toujours pas bien compris.
Aumoyen d’une approche geéne candidat, 1’objectif de cette étude était de déterminer
1) les différents patrons d’expression génique associés aux préférences de salinité ou
2) les différents patrons d’expression génique reliés au site de capture. Nous avons analysé
I’expression de genes codant pour des hormones clés ou leur récepteur, chez des civelles
d’anguille d’Amérique capturées dans les estuaires de trois rivieres sur la cote est du
Canada (Grande-Riviére-Blanche dans I’estuaire du Saint-Laurent, Riviére-Saint-Jean de la
péninsule de Gaspé et Mersey River en Nouvelle Ecosse), et suivant leur préférence de
salinit¢  (eau  saumatre/salée/douce) déterminée en  conditions  contrdlées.
Les transcrits des geénes codant pour la prolactine (PROL), la thyréostimuline (TSH-f), la
déiodinase de type II (DIO-2), les récepteurs thyroidiens (THRa,, THRay), ’hormone de
croissance (GH) et le facteur de croissance insulinique de type I (IGF-1), ainsi que leur
récepteur (GH-R; et IGF-1R), ont tous été détectés chez les civelles. Aucune différence
dans les patrons d’expression génique n’a été détectée relativement a la préférence de
salinité¢ mais des différences significatives ont été trouvées entre les rivieres. Les civelles de

la Riviére-Saint-Jean, les plus longues et les moins pigmentées, étaient caractérisées par de
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plus fortes valeurs d’expression de la PROL, DIO-2 et THRa, alors que celles de Grande-
Riviere-Blanche par une plus forte expression de IGF-1R. Ces résultats confirment la
présence d’interactions génes X environnement au niveau hormonal au moment de

I’établissement des civelles dans les habitats continentaux.

Ce troisiéme article, intitulé¢ « Regional variation of gene regulation associated with
storage lipid metabolism in american glass eel (Anguilla rostrata) », fut corédigé par moi-
méme, les professeurs Céline Audet, Louis Bernatchez ainsi que le chercheur Scott Pavey.
Il sera soumis pour publication sous peu aux éditeurs de la revue General and Comparative
Endocrinology. En tant que premier auteur, ma contribution a ce travail fut I’essentiel de la
recherche sur I’état de I’art, 1’¢laboration des hypothéses de travail, la collection des
individus, le développement de la méthode, I’exécution des analyses, 1’étude et
I’interprétation des résultats et la rédaction de D’article. Scott Pavey, second auteur, a
contribu¢ de prés a la détermination des séquences. Louis Bernatchez et Céline Audet,
directeurs de recherche, ont fourni I’idée originale. Chacun des auteurs a contribué¢ a
I’organisation des paragraphes de I’article, la bonification de la discussion ainsi qu’a la

révision de I’article.

Une version abrégée de cet article a été présentée au 144°™ congrés d’American
Fisheries Society au 38" Larval fish conference a Québec (Canada), « Hormonal
regulation of upstream migration in American glass eels » M. Gaillard, L. Bernatchez, et
C. Audet a I’été 2014, ainsi que lors de deux réunions annuelles de Ressources Aquatiques
Québec, toutes deux tenues a Québec (Canada), « Les civelles d’Amérique qui migrent sur
la cote est canadienne ont-elle toutes les mémes caractéristiques physiologiques ? »
M. Gaillard, L. Bernatchez, et C. Audet a l’automne 2014 et « Civelle, dis-nous ou tu
migres et nous te dirons l’écotype auquel tu appartiens » M. Gaillard, L. Bernatchez, et

C. Audet a I’automne 2015.
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3.3 ABSTRACT

The glass eel stage in American eel (Anguilla rostrata) marks the onset of the
catadromous migration into estuarine or freshwater habitats and the endocrine mechanisms
underlying this habitat selection are still not well understood. Using a candidate genes
approach, the aim of this study was to test for 1) different patterns of gene expression
related to salinity preferences and/or 2) different patterns of gene expression related to
capture site. Analyses were performed analyses revealing the expression of genes coding
for key hormonal factors or their receptors on American glass eels collected at the mouths
of three rivers on the east coast of Canada (Grande-Riviére-Blanche in the St. Lawrence
estuary, Riviere-St-Jean on the Gaspé Peninsula, and Mersey River in Nova Scotia ) that
displayed different salinity preferences (brackish/salt/fresh water) in laboratory conditions.
Transcripts from genes coding for prolactin, thyroid-stimulating hormone (TSH-p), type 2-
iodothyronine deiodinase (DIO-2), thyroid receptors (THRa,, THRay), growth hormone
(GH), insulin-like growth factor of type 1 (IGF-1), and their respective receptors GH-R,
and IGF-1R were all detected in glass eels. No differences in the expression patterns were
detected related to salinity preference, but strong differences were found among rivers. The
Riviere-St.-Jean glass eels, which were the longest and the least pigmented among the three
rivers, were characterized by the highest expressions of prolactin (PROL), DIO-2, and
THRay, while those from Grande-Riviére-Blanche showed an increase in IGF-1R. Overall,
these results confirm gene X environment interactions at the hormonal level at the time

when glass eels settle into their continental habitat.

34 KEYWORDS

Anguilla  rostrata, ecotype, phenotypic plasticity, prolactin, deiodinase,

somatotropic axis
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3.5 INTRODUCTION

The glass eel stage marks the end of the oceanic migration of the leptocephalus larvae
and the onset of catadromous migration into estuarine or freshwater habitats (Cairns et al.
2004; Jessop et al. 2002; Pavey et al. 2015; Tesch 2003). Osmoregulatory capacities of
glass eels have been documented in European (Anguilla anguilla; Birrell et al. 2000;
Wilson et al. 2007), Japanese (A. japonica; Sasai et al. 2007), and American (4. rostrata;

Forrest et al. 1973) eel species when transferred or acclimated to different salinities.

In European glass eel, facultative catadromy has been suggested to be under
endocrine control, and different ecotypes (freshwater vs. brackish/saltwater) were
associated with differences in osmoregulatory ability. Glass eels exhibiting freshwater
preference were also characterised by high locomotor activity, and poor growth
performance—traits that were described as promoting the colonization of fresh waters
(Edeline et al. 2005b). This ‘freswater ecotype’ also had high thyroid gland activity (higher
plasma levels of thyroxin compared to tritodothyronine) and high thyroid hormone levels
relative to glass eels of the ‘saltwater ecotype’ (Edeline et al. 2004). Edeline et al. (2005a)
also showed that immersion in thyroxin enhanced locomotor activity while immersion in
thiourea modified rheotaxis, supporting an active role of thyroid hormones during glass eel
migrations. Thyroid hormones should also play a role in the regulation of metamorphosis.
Indeed, in the Japanese eel, thyroid follicles are present at the leptocephalus stage, but
thyroid stimulating hormone — thyroid hormones regulation is initiated during
metamorphosis from leptocephalus to glass eel (Ozaki et al. 2000; Yamano et al. 2007). In
contrast to those with a freshwater ecotype, brackish/saltwater ecotypes of European glass
eels exhibited brackish/saltwater preference, low locomotor activity, high growth
performance (Edeline et al. 2005b), and low thyroid activity with low thyroid hormone
levels, especially thyroxin (Edeline et al. 2004). Weak thyroid activity was hypothesized to
affect sensitivity to olfactory cues, intestine development, and rheotaxis (Edeline 2005).
Based on results obtained in the European eel, Edeline et al. (2009) proposed a strategy

related to condition to be underlying the expression of different ecotypes.
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A recent population genomics study on American eel showed that eels colonising
fresh water and brackish/saltwater can be genetically distinguished and reclassified with
high accuracy (Pavey et al. 2015). Rearing of glass eels in different salinity conditions also
resulted in different growth performance according to their geographic origin (Coté et al.
2009). In addition, transcriptomic differences were observed for polygenic traits and genes
involved in many physiological functions related to both salinity rearing conditions and
glass eel origin (Coté et al. 2014). However, using American glass eels captured at different
locations on the Canadian east coast, Boivin et al. (2015) showed that although most did
not make a choice between fresh and salt water, they did usually preferred fresh water,

independently of their geographic origin.

The aim of this study was to verify whether differences in endocrine patterns were
associated with differences in habitat selection of American glass eels. Considering the
model for European eel (Edeline et al. 2009), we predicted that American glass eels with
freshwater preference would have a higher expression of thyroid function and lower
expression of the somatotropic axis compared to those exhibiting a brackish/saltwater
preference. We also predicted that growth hormone regulation patterns should differ
between freshwater and marine ecotypes in glass eels migrating to the Canadian east coast.
Using glass eels captured before their entrance into rivers located either on the Atlantic
Coast or in the St. Lawrence estuary and exhibiting different growth patterns (Boivin et al.
2015; Gaillard et al. 2015), we also hypothesized that higher expressions of the
somatotropic axis would be present in those from the southern location (smaller and heavier
glass eels) compared to the northern ones. Since the St. Lawrence estuary glass eels were
associated with the freshwater ecotype (Pavey et al. 2015), we hypothesized that expression
of prolactin and the thyroidal axis would be higher in these compared to eels from the
Atlantic coast (brackish/saltwater ecotype). Finally, using glass eels exhibiting different
salinity preferences, we tested whether the endocrine model underlying the expression of
salinity preference suggested by Edeline et al. (2005; 2009) for European glass eel could

apply to American eel.
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3.6 MATERIALS AND METHODS

3.6.1 SAMPLING

Glass eels were captured during new and full moon at their earliest arrival
(Boivin et al. 2015) in the estuaries of three east coast Canadian rivers at different upstream
distances relative to the Sargasso Sea (Figure 18): Mersey River (MR), Nova Scotia, 26—
28 March, 20-21 April 2012 (n = 3209); Riviére-Saint-Jean (RSJ), Québec, 16-21 May,
28 May — 3 June 2012 (n = 636); and Grande-Riviere-Blanche (GRB), Québec, 2—6 June,
18-21 June 2012 (n = 1657). At MR, glass eels were captured by a commercial elver
fishery; at GRB, glass eels were captured with fish nets; and at RSJ, glass eels were
captured in the river estuary using two trap nets operated by the Ministére Forét Faune et

Parcs (see Boivin et al. 2015).

After determining their salinity preference (Boivin et al. 2015), 90 individuals, i.e.,
10 glass eels with a preference for brackish water (BW), 10 with a preference for fresh
water (FW), and 10 with a preference for salt water (SW) from each river (GRB, RSJ, MR)
were analyzed (Figure 18). Glass eels were individually anaesthetized in 0.68 mM MS-222
(ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate; Sigma-Aldrich). Total body length (from the tip
of the snout to the tip of the caudal fin; + 1mm) and wet mass (= 1 mg) were measured.
Pigmentation stage was determined according to Haro and Krueger (1988). Glass eels were
rinsed with brackish water, gently blotted dry, transferred to 1.5 pl tubes filled two-thirds
full with RNAlater® (Sigma-Aldrich®, ON, Canada), and kept frozen overnight at 4°C

before being stored at —20°C until molecular analyses.



110

-67°40° -65715° -62°50° -60°25' -58'00°

CANADA

50745

48°20'

- CANADA W "8y Ji8 .
45558 sA | g R 45°55

=

4330

-67'40° 6515 -62°50' -60°25' -58'00'

1 2
MR RSJ GRB

Mersey River Riviére-St-Jean Grande-Riviére-

Blanche
2-6/06 &
20-21/04/2012 28/05-1/06/2012 18-21/06/2012

26-28/03 & 16-21/05 &

FW BW SW FW BW SW FW BW SW

n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Figure 18 Map showing sampling sites and experimental design 1: Mersey River, Nova
Scotia (MR); 2: Riviére-Saint-Jean, Gulf of St. Lawrence, Québec (RSJ); 3: Grande-
Riviere-Blanche, St. Lawrence River, Québec (GRB). The dates of capture and a schema
representing the experimental design (10 glass eels per river and per salinity preference;
Boivin et al. 2015) are also shown.



111

3.6.2 CANDIDATE AND REFERENCE GENES

Nine candidate genes were studied: thyroid stimulating hormone B (TSH-B), Type 2-
iodothyronine deiodinase (DIO-2), thyroid hormone receptors o, and o, (THRo, and
THRay), prolactin (PROL), growth hormone (GH) and its receptor 1 (GH-R1), and insulin-
like growth factor 1 (IGF-1) and its receptor (IGF-1R). TSH-f stimulates the thyroid gland
to produce thyroxin (e.g., MacKenzie et al. 2009); DIO-2 is the major isoform that converts
the pro-hormone thyroxin into bioactive triiodothyronine (e.g., Gomes et al. 2014); and
THRo, and THRo, mediate the biological activity of thyroid hormones binding with
tritodothyronine (e.g., Gomes et al. 2014). PROL is well known for its central role in
freshwater osmoregulatory processes (ionic and osmotic balance) (Manzon 2002;
Sakamoto and McCormick 2006). GH stimulates growth through IGF-1 activation, has a
direct effect on growing tissues, and regulates lipid mobilization (e.g., Dai et al. 2015).
GH-R; binds specifically with GH to initiate the actions of GH (Ozaki et al. 2006a; 2006b).
In fishes, IGF-1 mediates the action of GH, which promotes somatic growth during cellular
differentiation and mitogenesis processes in muscle tissues, during development of the
nervous system, and in bones, and it has a critical role in neural induction by binding with
IGF-1R, which triggers its actions (Dai et al. 2015; Escobar et al. 2011; Perrot et al. 1999).
GH and  IGF-1 are also associated ~ with saltwater ~ acclimation

(e.g., Sakamoto and McCormick 2006).

The use of only one reference gene in qPCR analyses is not recommended
(Bustin et al. 2009), and the expression of reference genes can vary from one tissue to
another (Olsvik et al. 2005). Vandesompele et al. (2002) recommended the use of three
reference genes for the reliable normalization of a pool of normal tissues in order to avoid
relatively large errors caused by the use of one reference gene. Based on previous eel
studies (Weltzien et al. 2005; Gaillard et al. 2016), the reference genes chosen for the
present work were acidic ribosomal protein (ARP), cytochrome B (CytB), and elongation

factor 1 (EF1).
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3.6.3 WHOLE-BODY GRINDING

Glass eels were individually dry-homogenized with liquid nitrogen using a Precellys
dual homogenizer coupled with a cooling system (Precellys, Bertin Technologies) in
CKMix 50 R containing beads for hard-tissue grinding. Samples were ground using three
cycles of 26 s at 5800 rpm, and cycles were separated by 30 s. The resulting powder was
held at —80°C until RNA extraction.

3.6.4 ToOTAL RNA EXTRACTION

RNA was extracted from 10 mg (dry mass) of homogenate powder using the
RNeasy® Fibrous Tissue Kit (Quiagen Inc., ON, Canada) and was diluted to obtain a final
concentration of 200 ng pl-1. RNA purity, quality, and concentration were determined
using electrophoresis on 2% agarose gel stained with ethidium bromide (0.05 mg ml-1)
(Alpha Imager® HP System, Alpha-Innotech; Alpha Imager 3400 software, Protein
Simple) and a 260 nm / 280 nm absorbance ratio (NanoVue Plus spectrophotometer, GE

Healthcare, QC, Canada).

3.6.5 REVERSE TRANSCRIPTION

Reverse transcription was done in duplicate using the Quantitect® Reverse
Transcription Kit (Qiagen Inc., ON, Canada). The cDNA samples obtained were diluted to
a final concentration of 20 ng pl-1, separated into aliquots, and kept frozen at —20°C until
further analysis. cDNA integrity and concentrations were verified using a NanoVue Plus
spectrophotometer. Reverse transcriptase efficiency was verified using serial dilutions of a
pool of four RNA samples from different origins and dates of capture and compared with
the ideal slope of —3.3. qPCR analyses were performed in triplicate (Bio-Rad MyiQ
iCycler, Bio-Rad Laboratories, Inc., ON, Canada) using IQ™ SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad Laboratories Inc., ON, Canada) and an iCycler 1Q™ Real-Time
PCR on one reference ~ gene  (EF1) and one  candidate gene (PROL).
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Linear regression of the serial dilution curves were done with MyiQ Software v 1.0 (Bio-
Rad, USA), giving an efficiency of 94.5% for the reference gene (y = —3.4603x + 10.341;
r: 0.997) and 97.4% for the candidate gene (y = —3.3187x + 22.533; 1: 0.935).

3.6.6 SPECIFIC SEQUENCES AND DESIGN OF TAQMAN PRIMERS AND PROBES

Except for the IGF-1R sequence which was obtained from the draft annotated
American Eel genome (Pavey et al., unpublished data), primers were designed using
Primer-Blast for each reference and candidate gene of interest based on available mRNA
sequences from genus Anguilla found in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/; website accessed 23-11-
2015). Primers were ordered from Integrated DNA Technologies™ (Coralville, A, USA)

and diluted to 20 uM before use. GenBank numbers for sequences were found on the NCBI
website, and forward and reverse primer sequences are reported in Table 7. A pool of
randomly chosen cDNA samples (rivers and salinity preferences) was used with primers for
amplifications (all in duplicate) by polymerase chain reaction (PCR) with iCycleriQ™
Real-Time PCR (Bio-Rad, USA) using the Ampli Taq Gold® 360 Master Mix Kit (Applied
Biosystems, CA, USA). The quality and integrity of each PCR product or amplicon were
verified by electrophoresis on 2% agarose gels with ethidium bromide (0.05 mg ml-1)
containing a PCR marker (Sigma-Aldrich®, ON, Canada). Single fragments were obtained
for all reference and candidate genes except for THRa,, for which two fragments were
obtained. Both THRa, amplicons were isolated with the Ezna® Gel Extraction Kit (Omega
Bio-Teck, GA, USA) before purification and were thereafter treated separately. Amplicons
were purified on columns using the QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc., ON,
Canada), and purified amplicons were sequenced in forward and reverse directions with
associated primers and the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, CA, USA). Unincorporated dye terminators from sequencing reactions were
removed using the Ultra-Step® Dye Terminator Removal Kit (Omega Bio-Teck, USA).
Isolated fragments containing dye-labeled dideoxynucleotide triphosphates (ddNTPs) were
dried for 20 min using a Speed Vac (Savant AS 160 Automatic) and suspended in



114

fomamide; fragments were analyzed using a 3 130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems-
Hitachi) and POP-7™ polymer (Life Technologies™, ON, Canada). Sequence assembly
and alignment verification were done with Sequencher 5.2.4 software (Genes Codes Inc.).
Annexe II reports specific sequences obtained for each gene.mExcept for IGF-1R, the
percentages of homology between sequences obtained from glass eels and sequences from
GenBank are also presented in Annexe II. For THRa,, the longest sequence that showed the
highest homology score was retained for the study. TagMan probes were designed using
Primer Express 3.0 software (Applied Biosystems®) and were obtained from Life

Technologies™ (Mairway, ON, Canada) (Table 7).

3.6.7 REAL-TIME PCR ASSAYS AND QUANTIFICATION

qPCR were performed in triplicate on glass eel samples with the ABIPRISM® 7900
HT Sequence Detection System (Applied Biosystems®). Ten pl of sample reaction was
made up of 2 pul cDNA (10-2 ng pl-1), 5 ul TagMan Advanced Mix (Life Technologies™,
ON, Canada), 2.5 pl sterile water, and 0.5 pul TagMan probe specific to a gene (Life
Technologies™, ON, Canada). Thermal cycling of qPCR consisted of two steps: 1) 2 min
at 50°C for optimal AmpErase® uracil-N-glycosylase activity followed by 10 min at 95°C
to activate the AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, and 2) 45 cycles of denaturing at 95°C
for 30 s and annealing/extend at 60°C for 1 min. Cycle thresholds (Cr) were obtained using
Expression Suite 1.0 software (Applied Biosystems, Foster City, CA).

2724CT method of

Relative quantification of gene expression was calculated according to the
Livak and Schmittgen (2001): 2AACL = A0 AC) where Cre = Cr candidate gene — Cr
reference genes for sample x and Cr. = Ct candidate gene — Cr reference genes for the
calibrator. In this study, the calibrator was the group of glass eels sampled at MR (the most
southern river) that exhibited BW preference (absence of choice for either FW or SW).
Non-detectable expressions (threshold cycles greater than 38) were given the same Cr
value of 40 instead of eliminating fish that showed no expression, thus avoiding an

overestimation of the global expression level. For this reason, normalization for prolactin

and TSH- were above 1.0.
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Table 7 List of the GenBank accession numbers identifying species’ sequences used for
primer design (forward [F] and reverse [R] primers are presented) used to sequence
each gene before designing Tagman The exception was IGF-1R, which was obtained
from the draft annotated genome of American eel. Tagman forward (F) and reverse (R)
primers and probes (P) used for American eel (Anguilla rostrata) in quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) analysis are presented for each reference and
candidate gene following by their qPCR efficiency (equation of linear regression and its

coefficient of determination, R?)

GenBank Forward and reverse primers Taqman forward, reverse, and probes

Gene access. no. used for sequencing used for gPCR qPCR efficiency
Reference genes
Acidic ribosomal A. anguilla F: GCCACGTGGAAGTCCAACTA F: TCTCCCTGCGTGCAAAGG y=-3.1958 x + 34.388
protein, ARP (AY763793) R: CAGGAGTTTCTCCAGAGCGG P: TGGTGCTGATGGGC R?=0.99926

R: CTTGCGCATCATGGTGTTCT
Cytochrome B, A. anguilla F: CATCTGCCGAGACGTCAACT F: TCATCTGCCGAGACGTCAAC y=-3.1254 x +32.523
CytB (AF006714) R: ATCTGCCCTCATGGAAGCAC P: ATGGATGATTAATTCGC R>=0.99922

R: GAGGCCCCATTTGCATGTAG
Elongation factor 1, A. japonica F: CCTGAAGCCTGGTATGGTGG F: TTGCCCCTGCCAACGT y=-—3.3354 x +33.755
EF1 (AB593812) R: TACGTTGCCACGACGGATTT ~ P: ACCACTGAGGTCAAGTC R2=0.99974

R: GGGACTCATGGTGCATTTCC
Candidate genes
Prolactin, PROL A.anguilla F: CTTCCCTCCAAACCCCTCAC F: GGCGCCATCTACAGCAAAAC y=-3.2675x+29.078

(X69149) R: CCTTGGAGGAGGAGCCAATC P: AGGGAACTGCAGGACC R2=0.98724

R: CCCAGAGCTCAGGCTGTTG
Thyroid stimulating 4. japonica F: GCCCTCCAAGATGAGAGTGG F: GCAGGACAGGTTCTCTCCATCT y =—3.2842 x + 28.009
hormone B, TSH-B  (AY158008.1) R: GCAGACTGGAGGCTCTTACC P: CCTGTGGACTACACGCT R>=0.98643

R: TCACACTCTGGTTTCTCCACGTA
Thyroid hormone A. japonica F: TCGTTTTGTTGCAGGGGTTG F: CGATGCAGAAAGTGGTGATACC y=-3.6152 x +24.467

receptors a,, THRa,

Thyroid hormone
receptors o, THRay,

Type 2-
iodothyronine
deiodinase, DIO-2

(AB678206.1)

A. japonica
(AB678207.1)

A. japonica
(AB199797.1)

R: CTTTCATTGGCAAGCTCCCG

F: CTCACGTGCGTGGAGAAGAT
R: GTCTGCTTCACACCTCCTGG

F: AAGCTGGGCTTCAGTAGCAG
R: CCTCTGAGCAGCCAGAACTC

P: TGAGACCGACCGCTC

R: CAAATCTCCACTGCTCTTGTCTCA

F: GCTGGCGTTCGAACACTACA
P: AACTACCGCAAGCACA
R: TGGGCCAGAAGTGAGGAATG

F: CCTGCTGGACTTTGCGTCAT
P: CGACCGTCCTTTAGTG
R: GTGGCCGAGCCAAAGTTG

R*>=0.99738

y=-3.1052 x +40.300
R*=0.99847

y=-3.3820 x +40.970
R?=0.99624

Growth hormone, A. anguilla F: CCCAGGTTAAGGGGCTGATG F: ATCTCCTCAGCCCTGATCCA y=-3.1047 x +25.839
GH (AY616666.1)  R: CAAGCCCAATCCCTCACACA P: TCATGGGTGTATCCTC R2=0.99967

R: AAGCATCGCTCAGGGTCTTC
Growth hormone A. japonica F: CATCTTCACCCCTTGCCTGT F: GGGTCTTCTTCGCCACTAGCT y =-3.3030 x + 38.281

receptor 1, GH-R,

Insulin like growth
factor 1, IGF-1

Insulin like growth
factor 1 receptor,
IGF-1R

(AB180476.1)

A. japonica
(AB353115.1)

A. rostrata.

R: TACTGGGTCCAGACGGATGT

F: GCTGCAGTTTGTGTGTGGAG
R: TCTGATGCACCTCCTTGCAG

Pavey, unpublised data

P: CTGCCCAGCGACTG
R: TGACCGAGTAGTCCGGACACT

F: CAGGCTATGGATCCAGCTCAA
P: ACGGTCACACAATCG
R: GCAGCACTCGTCGACTATGC

F: CGAGCGCATCGAGTTCCT
P: AACGAGGCGTCCGTC
R: GGTGGCAGTTGAACTCCTTCA

R>=10.99985

y=-3.3309 x +25.418
R2=0.99202

y=-3.2673 x + 40.298
R2=0.99755
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3.6.8 QPCR VALIDATION

qPCR efficiency was verified for each TagMan probe (all R* > 0.98; Table 7).
A serial dilution of 107! to 10 or, when the signal was low, 440 47 (IGF-1, THRa,) or 2!
to 2 (PROL, TSH-B), was performed on a new pool of eight randomly selected cDNA
samples within samples of different origin and salinity preference. QPCR analyses for each
TagMan probe were performed on the pool with the same protocol described above, except
that the 2 pl cDNA (10-2 ng pl-1) was replaced by 2 ul of the pooled cDNA. Suitability,
stability, and validation of quantitative qPCR reference genes were verified with
Expression Suite 1.0 software, where the score was calculated according to
Vandesompele et al. (2002). The score is a gene stability measure in qPCR analyses that

may vary with tissues: the lower the score, the more stable the expression is.

3.6.9 LE CREN CONDITION INDEX AND STATISTICAL ANALYSES

The Le Cren condition index (Kn) was calculated as described in Gaillard et al.
(2015). Linear regressions of log10-transformed length and wet mass were made using data
from all individuals that expressed a salinity preference (n = 1443). The constants were
determined from the regression line obtained (y = —5.4551 + 2.6137 x; r2 = 0.50;
n=1143). The residual distribution of Kn was verified by fitting a Henry line
(F1, 1140 = 1786.65; p < 0.0001; r2 = 0.61). As demonstrated by Gaillard et al. (2015),
Knis both a condition index and an indicator of triacylglycerol and glycogen content.
Because Gaillard et al. (2015) already showed that Kn, wet mass, length, and pigmentation
stage did not differ according to salinity preference, only the presence of river effect was

tested for these variables.

The relative quantification of gene expression (2“y) for the nine candidate genes
was analyzed using two-way permutational multivariate analysis of variance
(PERMANOVA; o < 0.05, 9999 permutations, type III sums of square) with the
PERMANOVA+ add-on (v 1.02) in PRIMER (v 6.1.1.12). The two fixed factors were river
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(level = 3) and salinity (level = 3). Missing data (29 data out of 810) were replaced by the
mean of the subsample in a salinity preference — river group (Garcia et al. 2015). Distance-
based tests for homogeneity of multiple dispersions (PERMDISP) were verified for the two
factors to determine if data needed transformation, and we found that no transformations
were required (river: F = 1.7571, p [perm] = 0.2421; salinity: F = 1.1642,
p [perm] = 0.3832). Thus a Bray-Curtis similarity matrix was constructed for relative gene
expression data. When PERMANOVA tests detected a factor effect, pair-wise comparisons
were done. Finally, to explore dissimilarities between groups, we performed
multidimensional scaling plot analysis (MDS). Similarity percentage analysis (SIMPER)
was also run to identify the relative contribution of each gene and biological trait to the
differences observed within one factor. Because SIMPER results were similar to those
obtained with the MDS (results not shown), only the MDS results are presented. For each
candidate gene, one-way ANOVAs (o = 0.05) were run to test for specific differences in
gene expression or biological traits using STATISTICA v 10.0 software
(http://www.statsoft.com; website accessed 21-11-2015) when PERMANOVA indicated

significant factor effects. ANOVAs were followed by Tukey multiple comparison tests
(p <0.05). Normality and homoscedasticity of data were verified with the Kolmogorov—
Smirnov and Levene tests, respectively. Pigmentation index data were analyzed with the

non-parametric Kruskal-Wallis test.

3.7 RESULTS

3.7.1 GENE EXPRESSION AND SALINITY PREFERENCE

The gene-stability measures for the three reference genes were 0.786, 0.836, and

0.714 for ARP, CytB, and EF1, respectively (calculated using ExpressionSuite software).

The three reference genes exhibited very little variation among subsamples (Figure 19).
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Threshold cycle of
normalized reference gene

Figure 19 Average threshold cycle (Cr) for the normalized reference gene (geometric
mean of the Cr of the three reference genes) within each experimental group (three
rivers: Mersey River [MR]; Riviére-Saint-Jean [RSJ]; Grande-Rivi¢re-Blanche [GRB] and
glass eels exhibiting salinity preference for brackish [BW], fresh [FW], or salt [SW] water
within each river).

At the glass eel stage, no salinity preference was associated with the expression of
any candidate gene since no factor or interaction effects were detected (salinity
preference: df = 2, pseudo-F = 0.92891, p (perm) > 0.05; salinity preference x river: df = 4,
pseudo-F = 1.2209, p (perm) > 0.05). However, gene expression differed according to the
river of capture (river: df = 2, pseudo-F: 4.1295, p (perm) < 0.0005), and the patterns
observed differed significantly among the three rivers. Regional differences were the most
apparent between RSJ and MR glass eels (pairwise tests: GRB & MR: t = 1.5866,
p (perm) < 0.05; GRB & RSJ: t = 2.0927, p (perm) < 0.005; MR & RSJ: t = 2.3426,
p (perm) < 0.001). The MDS analyses confirmed this result (Figure 20). Differences in the
expression of PROL, DIO-2, and GH on the MDS horizontal axis and the expression of
TSH-B and IGF-1R explained most of the differences among rivers. The expression of
TSH-B and IGF-1R were strongly positively correlated, and a positive correlation was also
observed between DIO-2 and PROL (Figure 20A, C). MDS results suggested that high
expression of DIO-2 and PROL characterized the RSJ glass eels, while those from GRB
were characterized by stronger expression of IGF-1R, TSH-f, and GH (Figure 20A, C).
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Figure 20 Multidimensional scaling (MDS) of Bray-Curtis similarities from the gene
expression database with vector plots. Vector plot figures (a, b) characterize the grouping
on the MDS plot, i.e., the direction of the vectors is dictated by elevated (a) gene
expressions and (b) high biological trait measurements. Each river was averaged by the
factor river x salinity to maximize readability on the 2-D ordination (c). Only vector plots
that had an elevated Spearman correlation with grouping of the MDS, that is those that
contributed the most to dissimilarities between rivers, are shown (p > 0.6). Spearman
correlations of the vector plots were (a) p = —0.84 for type 2-iodothyronine deiodinase
(DIO-2), p = —0.93 for prolactin (PROL), p = —0.71 for growth hormone (GH), p = —0.40
for thyroid stimulating hormone B (TSH-B), and p = —0.30 for insulin-like growth factor 1
receptor (IGF-1R) on the horizontal axis of MDS 1, and p = —0.37 for DIO-2, p =—0.09 for
PROL, p = 0.55 for GH, p =—0.62 for TSH-f, and p = 0.82 for IGF-1R on the vertical axis
of MDS 2; (b) p = —0.64 for length, p = 0.75 for pigmentation stage (Pig.) on MDS 1 axis,
and p = —0.74 for length, p = —0.11 for Pig. on MDS 2 axis. GRB: Grande-Riviécre-
Blanche; MR: Mersey River: RSJ: Riviére-Saint-Jean. Large dashed circles indicate
freshwater ecotype, FW and light dashed circle indicates brackish/saltwater ecotype,
BW/SW.
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PROL expression was 10.3 times higher in RSJ glass eels than in the calibrator (MR-
brackish water preference), while PROL expression in MR and GRB were similar and close
to the expression level observed in the calibrator group (Figure 21A). DIO-2 expression
was 2.7 higher in RSJ glass eels compared to the calibrator group, and this expression level
was significantly higher than those observed in the two other rivers (although DIO-2 was
1.7 higher in GRB than in MR; Figure 21B). GH expression was 2 and 2.4 higher in the
glass eels from RSJ and GRB compared to the calibrator group and significantly higher
than the value observed in MR glass eels (Figure 21C). IGF-1R expression was 1.3 times
higher in GRB glass eels compared to the calibrator group, and this level was significantly
higher than observed in the other two rivers (Figure 21D). Contrary to our prediction
however, the expression of TSH-B did not differ among rivers (Figure 21E). THRay,
expression in RSJ was slightly more elevated (1.64) than in the calibrator group and
significantly higher than levels measured in MR and GRB glass eels (Figure 21F). Finally,
the expression of GH-R; was significantly higher (1.3) in RSJ compared to MR, with
intermediate expression levels in GRB (Figure 21G). Again, expression in MR was very
close to that of the calibrator. The expressions of THRa, (Figure 21H) and IGF-1

(Figure 21) were similar among rivers.
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Figure 21 Relative changes in gene expression of nine candidate genes in glass eels captured in the Mersey River (MR),
Riviére-St-Jean (RSJ), and Grande-Riviére-Blanche (GRB). The calibrator values (indicated by horizontal lines) were
determined from MR glass eels with a preference for brackish water (mean £ SE): A) Prolactine (PROL), B) type 2-
iodothyronine deiodinase (DIO-2), C) growth hormone (GH), D) insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R), E) thyroid
stimulating hormone B (TSH-B), F) thyroid hormone receptor o, (THRa,), G) growth hormone receptor 1 (GH-R;), H) thyroid
hormone receptor a, (THRa,), and I) insulin-like growth factor 1 (IGF-1). The dashed horizontal lines indicate the normalized
values for the calibrator group. Different letters indicate significant differences among rivers (one-way ANOVA, a = 0.05)
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3.7.2 PHENOTYPIC TRAITS
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Figure 22 Biological trait measurements: (A) length, (B) wet mass, (C) Le Cren
condition index, Kn, and (D) pigmentation stage. MR: Mersey River, RSJ: Riviere-St-
Jean, GRB: Grande-Rivi¢re-Blanche. Mean + SE are presented for (A), (B), and (C). A box
plot of the median, 25 and 75% percentiles, minimum and maximum values are shown for
pigmentation stage (D). The asterisk (non parametric analysis) and different letters
(parametric statistical analysis) indicate significant differences among rivers.

The longest glass eels were captured in GRB and RSJ (Figure 22A). The RSJ and MR
glass eels were 1.2 heavier than those captured in GRB and had a higher condition index
(Figure 22B, C). Glass eels captured in RSJ were generally non-pigmented (pigmentation
index close to 1), while pigmentation at the lateral line was present in both MR and GRB
(median of pigmentation index from 2 to 4) (Figure 22D). MDS analysis indicated that total

length and pigmentation status were better than mass in explaining phenotytpic differences

among rivers.
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3.8 DISCUSSION

One of the aims of this study was to investigate whether the endocrine model
underlying salinity preference suggested by Edeline (2009) for European glass eel could
apply to American eel. A second goal was to test whether there were different hormonal
patterns associated with the different habitat selection. While we were not able to associate
different expression patterns according to salinity preference, pronounced differences in
gene expression were observed among geographic sites of sampling. However, the
observed patterns did not generally correspond to our working hypotheses and predictions.
Thus, the present results indicate no differences in the expression of genes coding for the
thyroxin/triiodothyronine axis or for the GH/GH-R/IGF-1/IGF-1R axis according to salinity
preference. These results coupled with those demonstrating the absence of differences
related to energy storage status according to salinity preference (Gaillard et al. 2015)
confirm that the “hypothetical endocrine mechanism for the control of glass eel migratory
plasticity” suggested for European glass eel (Edeline et al. 2009) cannot apply to American

glass eel.

However, different hormonal gene expression patterns were detected among glass
eels captured in the three locations, with GRB and RSJ associated with the freshwater
ecotype and MR associated with the brackish/saltwater ecotype as determined by Coté et al.
(2014) and Pavey et al. (2015). RSJ glass eels were characterized by the highest expression
of prolactin, DIO-2, and THRas,, a hormonal pattern expected for a freshwater ecotype.
These glass eels were also the least pigmented, indicating that they were the least

developed.

The thyroid axis has been shown to be involved in fish metamorphosis (Power et al.
2001; Sudo et al. 2014). Specifically, iodothyronine deiodinases have been shown to
control developmental phases in teleost fishes (e.g., Jarque and Pina 2014).
Kawakami et al. (2013) showed higher expressions of thyroid hormone a, and a;, receptors

during the larval stage of the Japanese eel with a decrease at the onset of metamorphosis
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followed by a peak at later stages of metamorphosis. In the Japanese conger eel, Conger
myriaster, the expression of these two thyroid hormone receptors peaked at metamorphosis
and the expression of the isoform a, was higher than that of op. Moreover, tritodothyronine
in Japanese eel was primarily triggered during metamorphosis while thyroxin peaked at the

end of the metamorphosis and at the glass eel stage (Yamano et al. 2007).

Since the development of glass eels captured in RSJ seemed to be less advanced than
in the other two rivers, the higher expressions of thyroid activity indicators could be related
to developmental processes instead of the expression of a specific ecotype. In American
eel, hormonal concentration at the yellow eel stage indicated that those that were colonizing
rivers had the highest thyroxin concentrations (Castonguay et al. 1990). Considering that
both Edeline et al. (2004) and Castonguay et al. (1990) showed only slight differences in
tritodothyronine concentrations between freshwater and brackish/marine glass and yellow
eels, this may argue for a role related to metamorphosis to explain high expression levels of

genes related to the thyroid axis in RSJ.

DIO-2 expression was also higher in GRB compared to MR glass eels. Even though
there was no specific difference in the expression of TSH-f, MDS analysis discriminated
GRB glass eels through their expression of this hypothalamic factor, which stimulates
thyroxin production. Thus, a link between activation of the thyroidal axis and the
freshwater ecotype cannot be dismissed. The results of the MDS analysis showed a clear
correlation between the PROL and DIO-2 expression patterns, again arguing for a direct
link between activation of the thyroid axis and the probability of adopting the freshwater
ecotype. Considering that RSJ and GRB have been associated with the freshwater ecotype,
their higher DIO-2 expression compared to the calibrator group could be related to positive
rheotaxis, a trait that was associated with the colonization of fresh water, but this remains to

be clarified.
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We analyzed different indicators of the thyrotropic axis, and we expected similar
differences in gene expressions along the whole axis (from thyroid stimulating hormone to
receptors for thyroid hormones), which was not the case. The different portions of this axis
are regulated by different mechanisms (for a review see Orozco and Valverde-R 2005), and
it could be relevant trying to find at which level of regulation differences between ecotypes
occur. Indeed, Sudo et al. (2014) found increased thyroid hormone levels without an
increase in the expression of TSH-B during Japanese eel metamorphosis (Sudo et al. 2014).
Body concentration measurements of circulating thyroid hormones would have provided
suitable information. Unfortunately our attempts to perform such measures were
unsuccessful in the sense that levels were always below the detection threshold of the RIA

kit used even when we worked with pools of four individuals.

Glass eels appear to be prepared for the osmotic challenge posed by the saltwater—
freshwater transition: they have twice as many prolactin cells compared to leptocephali
(in A. japonica; Arakawa et al. 1992) and they develop a multi-layered oesophageal mucosa
(in A. anguilla; Ciccotti et al. 1993). Considering the important role of prolactin in
freshwater adaptation (Sudo et al. 2013), it is not surprising to observe a higher expression
level in RSJ than in MR glass eels considering that MR is associated with a
brackish/saltwater ecotype. However, we expected a similarly high level of prolactin in
GRB glass eels, especially since Coté et al. (2014) observed higher transcription of two
genes associated with prolactin function for GRB glass eels relative to those from Nova

Scotia, but this was not the case for PROL here.

Complex patterns in the somatotropic axis were observed in glass eels from the three
rivers. Higher levels of GH and GH-R, expression were observed in the freshwater ecotype,
and these glass eels were longer than those captured in MR. Expression of the IGF-1
receptor was also higher in GRB glass eels. Although not statistically different, IGF-1
expression also tended to be more elevated in these two rivers. Previous studies on
American eel found different effects of origin on growth of glass and yellow eels

(Boivinetal. 2015; Coté et al. 2014; 2009). For example, glass eels from the
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brackish/saltwater ecotype had a higher wet mass and grew faster regardless in controlled
conditions of the salinity of rearing water than did those from the freshwater ecotype
(Boivin et al. 2015; Coté et al. 2009, 2015). Thus, a stimulated somatotropic axis would
have been expected in MR glass eels. On the contrary, all the indicators remained low
compared to glass eels from the two other rivers. Perhaps stimulation of the somatotropic
axis occurs later in the brackish/saltwater ecotype as Pavey et al. (2015) showed enrichment

in allelic frequencies of growth factor receptor binding at the yellow eel stage.

GH could regulate lipid mobilization by increasing lipid depletion from adipose
tissues in fasting fish (e.g., Dai et al. 2015). Recently, Gaillard et al. (2016) detected a 25-
fold higher expression of lipolysis enzymes in GRB glass eels than in MR ones. GH-R;
mRNAs were detected in the eggs of Japanese eel, and it was suggested to be of maternal
origin (Ozaki et al. 2006b). Many factors could be involved in the regulation of growth, and
determining the exact role of the observed response must await more detailed studies.
However, it certainly supports the presence of transcriptomic differences in the freshwater

and saltwater eel ecotypes despite the fact that they belong to a single panmictic population

(Coté et al. 2013).

The absence of a salinity preference effect on gene expressions may seem
counterintuitive considering the abundant literature on the environmental influence on
salinity preference of A. anguilla glass eels (Creutzberg 1961; Tosi et al. 1988); Fundulus
grandis juveniles (Miller et al. 1983); Oncorhynchus keta, O. gorbuscha, O. tshawytscha,
O. nerka, and O. kisutch pre-smolts (Mclnerney 1964; Otto and Mclnerney 1970); and
Leuresthes sardine postlarvae (Reynolds and Thomson 1974). Considering that American
eel is very euryhaline, salinity preferences could be seen as an index of migratory capacity
similar to the smoltification transformation (Otto and Mclnerney 1970) or to genetic
cognitive capacities as suggested in European glass eels (Podgorniak et al. 2015). However,
in the absence of a significant salinity preference between rivers of capture previously
observed in American glass eels (Boivin et al. 2015), this might explain the absence of a

link between salinity preferences and hormonal gene expression.
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Overall, the presence of very different endocrine patterns observed in glass eels
captured on the Canadian east coast add to the growing volume of evidence that both
phenotypic plasticity as well as spatially varying selection processes are present in this
species. Gene x environment and origin % salinity effects can influence growth patterns and
the expressions of genes representing many functional groups in American glass eels
arriving on the Canadian east coast (Coté et al. 2009; 2014). Latitudinal variations in
RNA/DNA ratios have been detected throughout the distribution range (Laflamme et al.
2012), and evidence of differing patterns of selection (spatially varying selection) was
inferred to explain shifts in allele frequencies involved in metabolism (e.g. lipid and sugar
metabolism, development of respiratory function, development of heart muscle) within the
time frame of a single generation and despite the panmictic reproduction mode in

American eel (Gagnaire et al. 2012; Pavey et al. 2015).

3.9 CONCLUSION

This study highlights the underlying endocrine mechanisms shaping the geographic
patterns of life history traits in American glass eels reaching the coastal area as compared to
a pattern based on condition differences. Our results show that the larger size of the
freshwater ecotype could be explained by their GH/GH-R; gene expression and that high
GH/GH-R; and high type 2-deiodinase mRNA levels could be important traits allowing this
ecotype to reach remote and colder Canadian estuaries. The regulatory mechanisms of the
thyroidal and somatotropic axes that could explain the different geographic hormonal
patterns as well as how these differences are programmed during the glass eel stage remain

to be elucidated.
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DISCUSSION GENERALE

Dans le but d’apporter de nouvelles connaissances sur les capacités d’adaptation des
anguilles exploitées dans des environnements spatialement variables, d’élucider les facteurs
internes qui causent les variations régionales de leurs traits d’histoire de vie et influencent
leur comportement migratoire, les mécanismes physiologiques sous-jacents a la catadromie
facultative chez la représentante nord américaine ont été examinés dans les trois chapitres

de cette thése.

Plus précisément, 1’objectif était de mettre en lumiere a I’échelle individuelle et
moléculaire, les bases physiologiques, énergétiques et endocriniennes sous-jacentes aux
¢cotypes régionaux d’eau douce et d’eau salée/saumatre par 1’étude 1) des niveaux de leur
condition corporelle et de leurs réserves énergétiques, 2) des niveaux d’expression génique
des transcrits d’enzymes et d’hormones impliquées dans le métabolisme énergétique et
3) des niveaux d’expression génique de génes codants pour des hormones impliquées dans
la métamorphose, la croissance et [’osmorégulation chez les jeunes stades
d’Anguilla rostrata aux prémisses de leur croissance et de leur migration dans les régions
canadiennes. Les outils écophysiologiques et moléculaires ont été un réel atout pour
caractériser les divergences physiologiques entre écotypes chez une espéce a grande
capacité d’acclimatation et de dispersion. Les résultats démontrent que I’anguille est un
excellent modele biologique pour démystifier les facteurs internes sous-jacents aux

différentes tactiques migratrices observées au sein d’une méme population.

Cette discussion générale rapporte tout d’abord les efforts de pécheries qui ont été
requis pour cette thése. Puis, je fais état des nouvelles relations documentées entre I’indice
de condition corporel Le Cren et les statuts énergétiques des civelles sur la base des

différents contenus corporels énergétiques. D’autre part, 1’ensemble des contributions
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des trois chapitres qui ont permis de caractériser les écotypes au recrutement est présenté,
ainsi que la variabilité spatio-temporelle des phénotypes écotypiques détectée a partir
d’homogénats du corps entier. Grace aux nouvelles connaissances biologiques révélées
dans cette étude doctorale, je propose deux nouveaux modeles de mécanismes moléculaires
et écophysiologiques qui sous-tendent le recrutement des écotypes et je présente les
différentes relations observées entre les transcrits des différents geénes étudiés. Enfin,
quelques propositions des conséquences du changement global sur 4. rostrata ainsi que des
suggestions d’amélioration des mesures de conservations sont présentées.

Subséquemment, des perspectives de recherches sont proposées.

RESULTATS DES PECHERIES

Etudier une espéce exploitée qui dispose d’un statut de conservation car son stock a
décliné de maniere considérable, pose des contraintes particulieres d’échantillonnage.
En effet, conformément aux tendances des indices de populations observées depuis les
années 1980 au Canada, nous avons été confronté a des captures inégales, voir nulles, dans
les régions administratives de la Gaspésie et du Bas-Saint-Laurent et ceci, particulierement
durant la saison estivale de l’année 2011 (Tableau 8 ; Boivin et al, 2015).
L’ajout d’une riviére de Nouvelle Ecosse avait été planifié pour remédier a ces inégalités
(East, juin 2011). Par mesure de rigueur et de concision, seule ’année 2012 a été utilisée
dans les chapitres de cette thése ayant récolté pour cette année-ci, un nombre suffisant de
civelles par riviere et préférence de salinité. D’autre part, compte tenu des réplicas
biologiques disponibles, 1’inclusion d’une troisiéme riviere dans nos études n’a été possible
que pour le troisieme chapitre. Un jeu de données de deux années aurait permis une
comparaison des résultats a la fois intra-générationnelle (date d’arrivée) et
intergénérationnelle (années) et intra-écotype (sites) et inter-écotype (région).
Cependant, compte tenu que des analyses du contenu énergétique avaient été commencées
sur des civelles de 2011 (Mersey 2011 et 2012 : lots 1 et 2 ; East 2011 : lot 2),
les conclusions générales associées a la variabilité intergénérationnelle et locale observée

pour la région de la Nouvelle Ecosse ont été apportés en éléments de discussion.
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Table 8 Nombre d’individus capturés (n) par riviére (River), année (Year) et date

d’arrivée (Sampling period et Batch) (Boivin et al., 2015)

Year Sampling period River Batch n
2p11 4 May to 9 May Mersey il 1221
2011 9 June to 12 June Mersey 2 568
2012 26 March to 28 March Mersey 1 2126
2012 20 April to 21 April Mersey 2 1083
2011 - East 1 0
2011 12 June to 15 June East 2 954
2012 - East 1 0
2012 - East 2 0
2011 - Saint-Jean 1 0
2011 - Saint-Jean 2 0
2012 16 May to 21 May Saint-Jean 1 258
2012 28 May to 3 June Saint-Jean 2 378
2011 29 June to 3 July Grande-Riviére-Blanche 1 124
2011 - Grande-Riviére-Blanche 2 0
2012 2 June to 6 June Grande-Riviére-Blanche 1 321
2012 18 June to 21 June Grande-Riviere-Blanche 2 1336

Les résultats des péches de 2011 montrent a quel point la variabilité interannuelle des
abondances des recrues dans le bassin versant du Saint-Laurent est élevée et dépend de la
localité. L’abondance des recrues chez A. rostrata a ¢ét¢ démontrée comme étant
positivement corrélée aux phases positives de I’indice d’Oscillation Nord Atlantique
(Coté et al.,, 2013) et aux précipitations hivernales et a été démontrée comme étant
négativement corrélée aux températures d’eau de surface (Sullivan et al, 2006 ;
Sullivan et al., 2009). Ainsi, des phénomeénes climatiques et océanographiques (ENSO,
PNA, NAO) ont di trés certainement avoir des répercussions sur les péches de 1’année
2011, année El Niia (NOAA, 2016 ; Bastos et al., 2013 ; Ning et Bradley, 2015 ; Shabbar
et Khandekar, 1996 ; Shabbar et al., 1997). L’utilisation d’indices démographiques qui
tiennent compte des variations climatiques et océanographiques comme ceux développés
dans Co6té et al., (2013) ou des niveaux d’ADN environnemental (Lacoursiére-Roussel et
al., 2015) apparait primordiale pour la planification des pécheries d’A4. rostrata et le serait
d’autant plus pour les régions canadiennes du bassin versant du Saint-Laurent,
environnements de moins en moins colonisés. Finalement, ces différences interannuelles
des pécheries laissent présager des conditions rigoreuses des régions les plus au nord de
I’aire de distribution d’A. rostrata et la présence de performances physiologiques

particulieres chez les civelles qui les atteignent.
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INDICE DE CONDITION CORPORELLE ET ETAT NUTRITIONNEL DES CIVELLES AU
RECRUTEMENT

Précédemment, les tactiques migratrices des anguilles avaient été identifiées comme
des « écophénotypes », c.-a-d. phénotypes adaptés a un environnement ou habitat donné
non attribuables a des facteurs génétiques (p. ex. Haynes, 1992). L’ expression des tactiques
migratrices avait ét¢ documentée comme dépendante du statut énergétique individuel des
civelles, hypothése qui s’appuyait sur des calculs des niveaux d’indice de condition
corporelle individuel qui influenceraient significativement 1’activité locomotrice et les
préférences de salinité des civelles (c.-a-d. Edeline ef al., 2006). Cependant, nos résultats
certifient que quel que soit I’écotype donné, les préférences de salinité ne sont corrélées ni
1) aux contenus énergétiques ou a la condition corporelle (Article 1), et ni 2) aux niveaux
d’expression génique pour des genes codants pour des hormones associées a
I’osmorégulation, la métamorphose ou la croissance (Article 3). De plus, I’examen des
relations entre I’indice de condition et les niveaux des réserves énergétiques (Article 1) a
permis de vérifier s’ils peuvent étre utilisés comme « proxy » comme des €tudes 1’avaient
suggéré sans que cette relation n’ait ét¢ vérifiée (p. ex. A. anguilla : Edeline et al., 2009 ;
Imbert et al., 2008). Nous démontrons que 1’indice de condition est une mesure polyvalente
des contenus énergétiques. En effet, il est significativement proxy a 51 % du contenu en
triacylglycérols (TAG, lipides de réserve), mais 1’est aussi @ — 56 % du contenu en stérols
et cires estérifiés (SE-WE, lipides de structure) et a — 33 % du contenu en glycogene total.
Ainsi, un individu qui a un indice de condition élevé peut étre caractérisé soit par des
niveaux de glycogene et SE-WE plus faibles ou soit par des niveaux de TAG plus élevés.
Ainsi, I'utilisation de I’indice de condition corporelle comme un indice d’embonpoint
(p. ex. Bureau du Colombier et al., 2007 ; Sullivan et al., 2009) est discutable, considérant
sa variabilité interindividuelle chez des individus de méme masse humide, de méme
contenu en lipides totaux et d’aptitude différentielle & mobiliser efficacement les réserves
énergétiques (Article 1 et 2). Par contre, il peut étre un témoin de la variabilité spatio-

temporelle intra- et inter-sites durant la montaison des civelles (Sullivan et al., 2009).
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Aussi, nos résultats montrent que 1’indice de condition corporelle n’est pas une
mesure adéquate du contenu en lipides totaux (Article 1). Le contenu en lipides totaux est
représentatif des conditions nutritionnelles chez les poissons qui en général les stockent
lorsqu’ils s’alimentent (Sheridan, 1988). Chez les civelles, ils représentent soit les
conditions nutritionnelles de la larve leptocéphale (réserves endogenes) soit de la civelle
(apports exogenes) (Kawakami et al., 1999). Ces derniers auteurs démontrent que chez les
civelles japonaises, le contenu lipidique de la cavité péritonéale et la masse corporelle
diminuent avec la date d’arrivée sur une période d’arrivée de 5 mois lorsque les demandes
énergétiques augmentent. Dans notre étude, le contenu en lipides totaux ainsi que la masse
corporelle étaient invariables dans le temps et dans I’espace (Article 1) suggérant que les
conditions nutritionnelles et les colits et dépenses énergétiques n’interférent pas avec le
recrutement des civelles. Au vu de ces résultats et des niveaux d’expression génique
indifférenciés des genes codants pour des hormones impliquées dans la régulation de
I’appétit (Article 2), nous suggérons que les civelles a leur arrivée aient subsisté sur les
réserves endogenes issues de la leptocéphale. De plus, les anguilles cessent de s’alimenter a
de faibles températures (p. ex. Jonhston et Dunn, 1987) et le taux de digestion est lent a des
températures en-dega de 12°C (p. ex. Kawakami et al., 1999). Les concentrations en lipides
totaux étant toujours similaires, elles semblent étre compensées par des variations en
pourcentage des différentes classes de lipides, par les plus (TAG, PL, SE-WE) et les moins
discriminantes (ST, ALC, KET, AMPL, résultats non présentés) (Article 1).
Finalement, des mesures de la masse seéche dans le calcul de I’indice de condition
n’auraient probablement pas changé les résultats car il a déja été démontré qu’ils variaient
similairement a ceux de la masse humide et que le niveau en eau chez les civelles

en montaison était stable (4. japonica Kawakami et al., 1999 ; A. rostrata : Degani, 1986).
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CARACTERISATION DES ECOTYPES AU RECRUTEMENT

E cotype (régional)
Individus (local)
@ Kn E—D Phénotype
Pphysique
\ ) % PL Phénotype
% TAG Glycogene total o, SE-WE | tipidique et du
(% ST) glycogéne total
(% KET)
(% AMPL)
Lipases Phénotype
moléculaire

Distance au site de frai x Distance a la mer
Temps d’immigration de la larve x Temps de migration de la civelle
Température de ’eau de surface a ’arrivée

Figure 23 Schéma comparatif et récapitulatif des différents phénotypes reliés au
métabolisme énergétique observés entre écotypes a D’échelle individuelle et
moléculaire (Articles 1 et 2) Les écotypes sont présentés selon la localité de recrutement
dont les principales caractéristiques écophysiologiques associées a celle-¢i sont présentées
sur I’axe horizontal avec « x » symbolisant « ou ».

Un des résultats originaux de cette thése est de démontrer que des divergences
phénotypiques au recrutement s’observent selon la localité de capture des civelles, résultats
confirmés par d’autres travaux issus du méme projet de recherche stratégique (subvention
de groupe du Conseil national en recherche et génie du Canada) et qui démontrent
I’existence d’un contrdle a la fois génétique et environnemental des formes migratrices
sous I’action de la sélection spatialement variable (Boivin ef al., 2015 ; Coté et al., 2009 ;
Coté et al., 2014 ; Coté et al., 2015 ; Gagnaire et al., 2012 ; Laflamme et al., 2012 ;

Pavey et al., 2015). Ainsi, les « écophénotypes » sont en fait des « écotypes ».
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Ces écotypes sont « latitude, sexe et salinit¢ dépendants » et se différencient par des
variations dans les fréquences alléliques pour des groupes de geénes impliqués dans des
traits fonctionnels particuliers (Pavey ef al., 2015). Cette méme étude d’association
pangénomique dévoile la répartition régionale de ces écotypes : en général, la région du
golfe du Saint-Laurent est associée a I’écotype eau douce (p. ex. GRB, RSJ) et celle de la
Nouvelle Ecosse (p. ex. MR), a I’écotype salé/saumatre. De ce fait, les civelles de GRB et
RSJ feront référence par la suite a 1’écotype eau douce et celles de MR a

I’écotype eau salée/saumatre.

Nos résultats suggerent qu’une aptitude métabolique différentielle est I’une des plus
importantes différenciations post-larvaires de ces écotypes. En effet, le métabolisme des
lipides de réserve explique 80 % des dissimilarités observées entre les écotypes régionaux a
I’échelle moléculaire (Article 2, Figure 23), 40 % des dissimilarités au niveau individuel
(Article 1, Figure 23) et lorsque 1’ensemble des phénotypes moléculaires sont analysés
(données personnelles), il explique 60 % des dissimilarités entre écotypes
(analyse SIMPER : Cum. % [BSAL et TAG] : 59,53 ; X Diss % [GRB et MR] : 47,99).
Nos résultats appuient les récentes études qui témoignent de 1’action de la sélection
spatialement variable au stade civelle sur des genes entre autres reliés au métabolisme
lipidique et glucidique (Coté et al., 2014 ; Gagnaire et al., 2012), ainsi que celles qui
confirment 1’existence d’une divergence latitudinale des aptitudes physiologiques et
métaboliques entre civelles (Koehn et Williams, 1978 ; Laflamme et al, 2012).
Grace aux outils physiologiques et moléculaires, nos résultats permettent la caractérisation
des divergences d’aptitudes physiologiques entre écotype des régions canadiennes. En
effet, non seulement 1’écotype d’eau douce se caractérise par une meilleure aptitude a
mobiliser efficacement ses réserves en triacylglycérols mais aussi par une meilleure
aptitude a I’osmorégulation, la croissance et la migration étant donné que la plupart des
genes codant étudiés sont surexprimés chez cet écotype (Article 3) comme le résume la

Figure 24.
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Figure 24 Schéma comparatif et récapitulatif des différents phénotypes physiques et moléculaires reliés a la croissance,
métamorphose et osmorégulation entre écotypes et intra-écotype pour I’écotype d’eau douce (Article 3). Les écotypes
sont positionnés selon la localité de recrutement étudiée et les variables écophysiologiques associées a celle-ci. La salinité
documentée (MPO) et la température mensuelle moyenne des eaux de surface enregistrées a la date de recrutement (données :
International Comprehensive Ocean-Atmosphere Data Set ; carte : Ocean Data Vue Software) sont aussi données.
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L’écotype d’eau salée/saumatre se caractérise par (Figure 22 et 24) :
* une petite taille et un stade de développement a 1’arrivée de 2 a 4
 une meilleure condition corporelle (+ 16,6 %)

* une moins grande propension a mobiliser efficacement les réserves en

triacylglycérols et en conséquence, un contenu ¢élevé en triacylglycérols
(+73,8 %)

* un métabolisme basé sur la mobilisation du glycogéne et en conséquence, un

contenu en glycogene total diminué
* de faibles niveaux d’expression génique pour I’ensemble des génes étudiés.
L’¢écotype d’eau douce se distingue par (Figure 22 et 24) :

* une plus grande taille (+ 4,8 mm) et un stade de pigmentation variable (1 a 4)

selon la distance a la mer

* une surexpression des lipases et en conséquence un contenu moins élevé en

triacylglycérols

» une conservation du glycogene total (contenu plus élevé a 67,7 %) et I’enzyme

qui le catabolise n’est pas surexprimé

* un contenu ¢élevé des autres classes de lipides (+ 43 % en PL, + 42 % en SE-
WE, + 33 % en ST, p < 0,0001) parmi lesquelles cires et stérols pourraient étre

impliqués dans la stimulation de la bile (Tocher et Sargent, 1984).

* une surexpression des hormones impliquées dans 1’osmorégulation, la

croissance ou la métamorphose.
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VARIABILITE SPATIO-TEMPORELLE DES PHENOTYPES ECOTYPIQUES

& .o 7 . Variabilité
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Figure 25 Schéma comparatif et récapitulatif de la variabilité spatio-temporelle intra-
générationnelle et intra et inter-écotype des phénotypes physiques, lipidiques et du
glycogéne total observés (Article 1)

Nos résultats témoignent d’une variabilité intra-générationnelle intra et inter-€cotype
des phénotypes reliés au métabolisme énergétique (Figure 25). En effet, ils montrent que
quelque soit 1’écotype, les premiéres civelles arrivées se caractérisent par des réserves plus
¢levées en lipides de réserve (+ 17 %). Spécifiquement, I’écotype eau douce est aussi
caractéris¢ par un contenu plus élevé en glycogeéne total (+20,5 %, Article 1).
Quant a celles qui arrivent plus tard, nos résultats montrent que les civelles ont un stade de
pigmentation plus avancé (3-4) et un contenu plus €levé en lipides de structure (+ 24,2 %
en SE-WE, + 7,9 % en ST [p < 0,05]) quel que soit I’écotype auquel elles appartiennent.
Enfin, une meilleure condition corporelle caractérise spécifiquement les civelles tardives de
I’écotype eau salée-saumatre (+ 8 %, Article 1). Quant a I’activité transcriptionnelle des
civelles, elle ne variait pas avec les dates de migration (Articles 2 et 3) possiblement parce
qu’elle est sous contrdle génétique et apparait a des moments précis du développement
ontogénique des jeunes stades comme démontré chez les leptocéphales

(Bernatchez et al., 2011).
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Figure 26 Proposition des conséquences écophysiologiques d’un recrutement précoce
et tardif (fleches pleines, mécanismes observés vs fléches pointillées, mécanismes
suggérés)

De ce fait, une régulation post-transcriptionnelle pourrait expliquer les différences qui
s’observent a I’échelle moléculaire de celles qui s’observent a 1’échelle individuelle
(Aubin-Hort et Renn, 2009). Au vu de ces résultats, je propose un schéma synthétisant les
conséquences écophysiologiques d’un recrutement en début et en fin de saison (Figure 26).
Considérant que les dates de migration s’expliquent par des durées du stade de la
leptocéphale et des ages différents de la civelle, et que ni le temps de métamorphose et ni le
temps de la migration de la civelle n’entrent en considération (Kawakami et al., 1999), les
différences en contenu lipidique observées entre les dates d’arrivées peuvent tre suggérées
comme étant dues a 1) des différences dans la qualité de la productivité océanique et, 2) des
développements différentiels, durant la migration transocéanique de la leptocéphale.

En effet, les besoins nutritionnels de la leptocéphale augmentent avec la croissance larvaire
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(Hsu et al., 2015) et ses nombreuses sources alimentaires dépendent de la variabilité
spatiale de la composition de la matiére organique particulaire et de la productivité
océanique (Feunteun et al., 2015 ; Miller et al., 2013 ; Miyazaki et al., 2011). D’autre part,
les différences dans les caractéristiques membranaires pourraient refléter des adaptations
physiologiques des premiers stades dues a des conditions de température d’eau de surface,
et dans une moindre mesure, de salinités différentielles entre les premicres et les arrivées
tardives (Briand et al., 2005 ; Johnston et Dunn, 1987). En effet, chez les poissons, la
température de 1’eau affecte le catabolisme des lipides et du glycogéne, la production
d’ATP, les propriétés membranaires, génére des ajustements métaboliques dépendamment
du tissu, et ces ajustements sont spécifiques a I’espece étudiée (Johnston et Dunn, 1987).
Par exemple, les stérols augmentent la rigidité et la perméabilité membranaire chez la
truite, O. mykiss, et le tilapia, O. niloticus (p. ex. Robertson et Hazel, 1999), et les cires, la
flottabilité et 1’isolation thermique chez les organsimes marins (p. ex. Nevenzel, 1970).
Chez les anguilles, certains auteurs ont démontré que le développement des civelles pouvait
étre influencé par la température (Briand et al., 2005 ; Gagnaire et al., 2012 ; Kawakami et
al., 1999), que la pigmentation progressait de 1-2 a 3-4 (échelle de Haro et Kreuger, 1988)
dés que I’eau estuarienne atteignait 10-12°C et qu’un niveau de pigmentation 3-4 était
inhérent a la colonisation de la riviere apres une entrée en estuaire au stade 1-2 (Sullivan et
al., 2009). De ce fait, les civelles tardives arriveraient avec un niveau de développement
anticipé a la colonisation en riviere. Enfin, des différences de temps de développement
larvaire n’ayant pas affecté les niveaux de glycogene total de 1’écotype salé/saumatre, les
niveaux plus faibles chez les civelles tardives de 1’écotype eau douce pourraient signifier
que ces individus aient basculé vers les voies glycogénolytiques, leur niveau en TAG étant
particulierement faible a leur arrivée, soit < 8 % (Article 1). Enfin, le facteur de condition
de I’écotype eau salée/saumatre augmente avec la date de recrutement.
Considérant la grande variabilité de cet indice, d’autres mécanismes qui n’ont pas été
examinés dans cette étude pourraient expliquer cette variabilité, tel que 1’ostéogénése et le

niveau du contenu en ADN comme certains le suggerent (Kawakami et al., 1999).
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Nos résultats témoignent aussi d’une variabilité locale intra-écotype des phénotypes
moléculaires qui varie avec la distance a la mer (Article 3, Figure 24). Cette variabilité
spatiale peut suggérer des aptitudes différentielles interindividuelles intra-écotype et des
mécanismes épigénétiques contrdlant 1’activation de la transcription pour certains geénes
sous I’action de la sélection spatialement variable. Quelle que soit la distance de migration,
les civelles de I’écotype eau douce sont de méme taille et détiennent des aptitudes
similaires a la croissance somatique et ou a la stimulation du métabolisme lipidique compte
tenu de leurs niveaux ¢élevés des transcripts de GH (Jalabert et Fostier, 2010 ;
Dai et al., 2015). Etant donné que 1’écotype d’eau douce est caractérisé par un taux de
croissance faible (Boivin ef al., 2015 ; Coté et al., 2014 ; Coté et al., 2015) et que GH peut
étre surexprimée lorsque les conditions sont astreignantes (Jalabert et Fostier, 2010),
la capacité de jetiner et de moduler la croissance doit étre partie prenante des aptitudes
manifestes a la migration estuarienne de longue distance. Par contre, celles qui ont parcouru
330 km depuis le détroit de Cabot (RSJ) ont des niveaux élevés d’expression génique
hypophysaire et thyroidienne qui ont été interprétés comme étant reliés a leur faible niveau
de pigmentation. Ceci peut témoigner : 1) de températures froides rencontrées au cours de
la migration dans le Golfe du Saint-Laurent (Briand et al., 2005 ; Dutil et al., 2009),
2) d’un développement post-larvaire long et ou ralenti et, 3) de changements
physiologiques a la fois adaptés a 1’osmorégulation en eau saumatre et en eau douce.
Comparativement, celles capturées en estuaire maritime (GRB) qui ont migré plus de
1 000 km, avaient un niveau de pigmentation qui a été associé au début de la phase de la
colonisation des rivieére chez les civelles (Sullivan ez al., 2009). Aussi, les civelles de GRB
auraient une meilleure aptitude a la croissance compensatoire apres un long jeline étant
caractérisées par des niveaux ¢élevés en IGF-1R (Jalabert et Fostier, 2010). De plus,
considérant que les civelles de GRB sont plus grandes de 4,8 mm, que le taux de
développement des civelles a été évalu¢ a 0,21 mm/jour (Wang et Tzeng, 2000) et qu’elles
ont parcouru 1 000 km en 64 jours (Dutil ef al., 2009), il est fort probable que la traversée

du golfe ait ralenti leur vitesse de croissance a 0,08 mm/jour.
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Ainsi, je suggére que les capacités 1) a la croissance lente, 2) a ralentir ou a accélerer
la vitesse de croissance, 3) a stimuler 1’absorption des métabolites et la prolifération des
cellules somatiques nécessaire a la croissance musculaire soient indispensables a la
migration esturaienne post-larvaire de longue distance, et que ces capacités se doivent
d’étre sous le contrdle de mécanismes de régulation génétique et non-génétique.
Enfin, des données non publiées des contenus énergétiques chez des civelles capturées a
MR et ER en 2011 aux deux premicres arrivées témoignent d’une variabilité
intergénérationnelle, locale et intra-écotype des phénotypes physiques, lipidiques et du
glycogénes total lorsqu’ils sont comparés a ceux présentés dans 1’Article 1. Seule la taille
au recrutement semble similaire d’une année a [Dautre pour un site donné
(MR 2011 vs MR 2012 : 60,42 vs 60,69 mm). Nous suggérons qu’une grande taille au stade
civelle (> 65 mm) et un long développement larvaire seraient des éléments clés de la

colonisation des régions les plus au nord de I’aire de répartition d’A4. rostrata.
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MECANISMES PHYSIOLOGIQUES ET MOLECULAIRES SOUS-JACENTS AU RECRUTEMENT
DES ECOTYPES

A la lumiére des nouvelles caractéristiques physiologiques et moléculaires des
écotypes chez les anguilles au stade de recrutement, je propose un modele des mécanismes
physiologiques et écophysiologiques sous-jacents au recrutement des écotypes d’une part,
considérant les conclusions €laborées pour les phénotypes moléculaires observés (Figure
27) et d’autres part, considérant celles pour les phénotypes des différents constituants
corporels totaux étudiés (Figure 28). Je propose que I’écotype eau salée/saumatre soit la
forme écotypique qui serait dépendante des indices de I’environnement considérant la vaste
distribution de 1’écotype eau salée/saumatre sur I’ensemble de 1’aire de répartition des
anguilles, le faible nombre de marqueurs fixés chez cet écotype et leur capacité de survie
durant la phase de croissance dans les régions canadiennes. De plus, bien que les écotypes
ne soient pas caractérisés par leur préférence de salinité, de subtiles différences entre les
préférences s’observent seulement chez I’écotype d’eau salée/saumatre (Article 1), ce qui
pourrait indiquer un décalage entre I’ajustement développemental et la perception des
indices environnementaux. Par exemple, parmi les civelles exprimant une préférence pour
I’eau douce, certains avaient des niveaux en glycogeéne total plus élevés (+68 %) et
d’autres étaient de plus grande taille (# 3,8 cm), deux des caractéristiques identifiées
comme appartenant a 1’écotype eau douce. Les différences génétiques populationnelles
étant subtiles chez les anguilles panmictiques, ceci pourrait confirmer la plus forte
hétérozygotie observée chez cet écotype (Pavey et al., 2015). Cependant, je propose que les
jeunes stades de I’écotype eau salée/saumatre aient de plus faibles aptitudes a ajuster leur
physiologie a de forts colits et contraintes développementales imposées par les rudes
habitats nordiques. En effet, ’écotype eau salée/saumatre détient de plus faibles niveaux de
transcription pour la majorité des genes étudiés. Ayant une plus faible aptitude a mobiliser
les ressources énergétiques les plus calorifiques et étant limité par une petite taille et un
embonpoint précoce, je suggere que la résidence dans les habitats salés/saumatres augmente

la valeur sélective de I’écotype eau salée/saumatre. Je suggere aussi que cet écotype
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différerait son entrée en riviére, que son comportement migratoire dépendrait des
conditions environnementales qui se doivent d’étre bien ajustées a leurs aptitudes

physiologiques.

Quant a I’écotype eau douce, considérant leur plus grand nombre de marqueurs fixés
et leur répartition unique dans les environnements nordiques, je propose que leur bagage
génétique et épigénétique leur confere les aptitudes nécessaires pour faire face a de forts
couts et contraintes développementales associés aux environnements d’eau douce
nordiques. Cet ¢écotype aurait I’aptitude d’orienter son métabolisme vers les voies
lipolytiques pour soutenir les cofits énergétiques associés aux environnements séveres via
I’oxydation des acides gras, la gluconéogenése, et dans des tissus spécialisés, via la
glycogénolyse et la cétogenése. Je propose que la surexpression des hormones
hypophysaires et thyroidiennes favorise leur développement post-métamorphe et les
aptitudes locomotrices et osmorégulatrice nécessaires a la migration de longue distance
dans des environnements estuariens. Je propose que la surexpression de I’axe somatotrope
stimule leur accroissement en taille, leur croissance lente et leur confére I’habilité a la
croissance compensatoire pour 1) supporter de longues périodes de jetine durant la
migration post-larvaire et 2) alterner durant leur phase de croissance des périodes de jeline
et des périodes de déplacements exploratoires de recherche alimentaire a des stades avancés
pour faire face a la plus faible productivité des milieux d’eau douce, et aux périodes
d’hivernation en 1’absence de production de protéines antigel plasmatiques (Tomie et al.,
2015 ;Westerberg et Sjoberg, 2015). De plus, I’axe somatotrope doit aussi favoriser les
conversions osmorégulatrices en eau saumatre. De plus grande taille, les habitats d’eau
douce leur permettraient d’échapper davantage aux prédateurs qui sont généralement de
plus petite taille que ceux que 1’on retrouve dans les habitats cotiers (p. ex. Larsson et al.,
1990). De ce fait, leur croissance dans les milieux froids, nordiques, d’eau douce et de
faible compétitivité augmenterait leur valeur sélective. Finalement, je propose que les
aptitudes physiologiques développées chez les jeunes stades soient déterminantes pour la

maturation sexuelle des stades avancés, les écotypes étant sexe dépendant.
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Les résultats des nos études d’approche par geénes candidats (Article 2 et 3) ont
permis ’exploration des corrélations entre les niveaux d’expression de tous les genes
étudiés  (Figure 28). Des relations positives intéressantes s’y  dégagent.
En effet, il avait auparavant ¢ét¢ suggéré que de fortes concentrations d’hormones
thyroidiennes inhiberaient la production ou le relargage de I’hormone de croissance or ces
suggestions ne sont pas vérifiées par les présents résultats au niveau transcriptionnel.
Seul une corrélation positive moyenne (> 0,5) s’observe entre les transcripts des
déiodinases et ceux de I’hormone de croissance et entre les récepteurs thyroidiens et le
récepteur du facteur de croissance insulinique. Aussi, aucune corrélation ne s’observe entre
les transcripts de la prolactine et de la thyréostimuline qui semblent étre régulés par des
axes non examinés dans cette étude. De ce fait, les déiodinases et les récepteurs thyroidiens
semblent détenir un role non négligeable au niveau transcriptionnel dans 1’axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien. Les corrélations les plus élevées s’observent entre les
lipases, I’hormone de la faim et la GPase suggérant I’importance des voies lipolytiques
dans les mécanismes de régulation des voies métaboliques énergétiques, de 1’appétit et de
I’axe somatotrope. Le récepteur de la leptine semble indépendant des mécanismes étudiés,
tel que suggéré dans I’ Article 2. D’autre part, les résultats présagent un réle non négligeable
de la régulation de 1’axe somatotrope via ses récepteurs qui font aussi le pont avec les voies
métaboliques. En conclusion, la régulation de I’appétit et la glycogénolyse semblent
dépendre des voies lipolytiques pour lesquelles les lipases apparaissent détenir des roles
distincts sur les récepteurs somatotropes eux-mémes interconnectés distinctement et

modérément a 1’axe hypophyso-thyroidien.
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Figure 28 Schéma représentant les différentes corrélations de Spearman calculées
entre les niveaux d’expression génique pour I’ensemble des génes étudiés, les génes
candidats sont positionnés selon la (les) fonction(s) qu’ils régulent et interconnectés selon
le degré de la corrélation qu’ils partagent
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Quant aux mécanismes écophysiologiques qui sous-tendent le recrutement des
écotypes (Figure 29), je suggere que 1’écotype eau salée/saumatre du fait de sa faible
aptitude a mobiliser les TAGs et de sa petite taille, ait des capacités métaboliques et
locomotrices diminuées et non adaptées a 1’utilisation des courants de marée estuariens et
les migrations de longue distance en eau douce. Cependant, la stratégie d’utilisation des
voies glycolytiques chez cet écotype doit €tre mieux ajustée aux zones cotiéres et
estuariennes de I’hémisphere nord, milieux hautement productifs et ou la compétition est
élevée. Les dépenses énergétiques associées a I’échappement aux prédateurs et aux
interactions intra- et interspécifiques dans ces milieux favoriseraient la reprise alimentaire
d’autant plus qu’un développement ontogénique dans les milieux saumatres chez les
civelles accélére leur taux de croissance (Coté et al., 2009), ce qui pourrait expliquer leur
recrutement en eau salée/saumatre. Quant a I’écotype eau douce, je suggere que leur long et
lent développement, ainsi que leur aptitude a orienter leur métabolisme vers la mobilisation
des lipides de réserves est une stratégie qui leur confére un ensemble d’avantages pour 1) la
survie et la migration en estuaire de la civelle et 2) I’initiation de la migration en eau douce
des anguillettes. Ces avantages seraient 1) I’augmentation de la capacité métabolique grace
a ’oxydation des TAGs et la disponibilité d’autres sources €nergétiques pour des tissus
spécialisés (c.-a-d. les cétones et le glycogene), 2) une bonne tolérance aux conditions
hypoxiques estuariennes grace a leur contenu accru en glycogene total (p. ex. A. anguilla :
Van Waarde ef al., 1983 ; Willmer et al., 2005), 3) une meilleure tolérance aux polluants
grace a leur niveau ¢€levé en stérols comme suggéré récemment chez les anguilles
atlantiques (Laporte ef al., 2016), 4) une stimulation supplémentaire de la bile et des lipases
grace a leur plus fort contenu en cires. Je suggere aussi que les faibles températures
rencontrées durant la traversée du golfe du Saint-Laurent limiteraient leurs dépenses
énergétiques (p. ex. Johnston et Dunn, 1987), ralentiraient leur croissance, favoriseraint le
jeline et soutiendraient la longue migration jusque dans l’estuaire maritime du Saint-

Laurent, I’un des plus grands fleuves du Canada.
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CHANGEMENT CLIMATIQUE ET CONSERVATION

Nos résultats ont permis de mettre en €vidence que les écotypes de civelles avaient
des aptitudes physiologiques et des performances métaboliques distinctes et spécifiques a
I’habitat de recrutement. Nous remarquons que la capacité a utiliser efficacement les voies
lipolytiques ainsi que la taille et un long développement larvaire sont des traits d’histoire de
vie clés aux migrations estuariennes post-larvaires de longue distance dans des
environnements nordiques. Ainsi, nos résultats suggerent que le choix de I’habitat est
génotype et taille dépendant, que les régions canadiennes représentent un environnement
fondamental pour le développement de I’écotype d’eau douce et que I’écotype eau douce
semble é&tre spécialisé physiologiquement et génétiquement a ces habitats nordiques.
Considérant que les principales conséquences de 1’accélération des changements
climatiques sont I’augmentation de la salinité, de la température de I’eau de surface, du
niveau marin et des précipitations annuelles, 1’acidification des océans et une diminution de
I’oxygene dissous, nous pouvons prévoir 1) un déséquilibre trophique et des changements
dans les interactions biotiques et abiotiques qui pourraient avoir des répercussions sur les
niveaux des réserves énergétiques des civelles, 2) des changements locaux et régionaux des
indices d’abondance des recrues (Sullivan et al., 2009), 3) I’accélération des vitesses de
croissance des recrues reliée a un effet de la salinité (Boivin et al., 2015 ; Coté et al., 2009),
4) un développement précoce reli¢ a un effet de la température (Sullivan et al., 2009), 5) un
recrutement possiblement plus tardif dans les régions canadiennes, 6) une rétraction des
migrations estuariennes de 1’écotype eau douce et, 7) une distribution plus septentrionale de

I’espece (Reyes, 2008).

Je suggere que les mesures de réimplantation devraient respecter le temps imparti a
I’ajustement développemental des jeunes stades, considérer I’écotype donné, son habitat de
salinité, et la taille des individus (p. ex. Couillard et al., 2014 ; p. ex. Larsson et al., 1990 ;
p. ex. Vollestad, 1992) ¢étant donné leur aptitude physiologique, génétique et
potentiellement épigénétique, différentielle. Cependant, les conséquences évolutives et

démographiques de telles mesures restent a étre étudiées et pourraint étre sous-estimées.
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Par exemple, les anguilles réintroduites du lac Ontario n’auraient pas suffisemment de
réserves en graisses pour atteindre la zone de frai en mer des Sargasses
(Couillard et al., 2014). D’autre part, un renversement de dominance des femelles vers celle
des males a déja été observé en nature chez I’anguille japonaise (Arai, 2016) et la

prévisibilité, les causes et les conséquences de ce renversement ne sont pas expliquées.

Ainsi, je préconiserais en attendant de futures recherches, des mesures de
conservation écologique pour assurer une meilleure qualité environnementale des milieux
cotiers et continentaux tant pour I’écotype eau douce qui dépend des habitats nordiques,
que pour I’écotype d’eau salée/saumatre, qui dépend des milieux maritimes et enfin, de
continuer a limiter la péche dans les environnements les plus sensibles comme ceux du
Canada et sur I’écotype eau douce. En effet, les impacts sur la physiologie des civelles sont
documentés dans tous les types de milieux et sont spécifiques a I’habitat, tel ceux de la
pollution sonore dans les habitats cotiers (Purser et al, 2016) et dans les habitats
continentaux, I’impact des polluants et des infections parasitaires sur le métabolisme des
TAGs et la taille a maturité sexuelle (Couderc et al., 2016 ; Marhon et al., 2013 Pierron et
al., 2007). Ces déficiences physiologiques reliées a la mobilisation des TAGs peuvent nuire
a la reproduction (Byer ef al., 2015), étre transmises chez les descendants et affecter le
recrutement de 1’écotype eau douce (Damsteegt et al., 2015). Ainsi, des modeles de
dynamique de population région par région commencent a étre explorés. De ce fait, de
nouvelles actions de recherche multidisciplinaires (p. ex. Horodysky et al., 2015 ;
Hughes et al., 2008) seraient profitables pour assurer la viabilité d’A. rostrata et des autres
Anguillidés pour établir des plans de gestion éclairés pour soutenir les péches et

I’anguilliculture.
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PERSPECTIVES

Grace au caractére multidisciplinaire de ce projet doctoral, les résultats des analyses
moléculaires et physiologiques témoignent d’une régulation post-transcriptionnelle des
fonctions étudiées. Ils suggérent la présence de mécanismes de régulation dans le controle
des formes écotypiques pour expliquer la variabilité des phénotypes cellulaires de celle des
phénotypes moléculaires observés dans notre étude. Ainsi, je préconise en premier lieu,
d’étudier la plasticité génomique des écotypes des civelles via ’identification des génes
sensibles et des facteurs de contréle moléculaires épigénétiques (p. ex. Aubin-Horth
et Renn, 2009). Ces facteurs de controle pourraient étre examinés selon différents signaux
environnementaux tels que des différences de température, de photopériode et de salinité
entre civelles d’age et taille différents, c.-a-d. entre civelles en provenance de différentes
localités, considérant la répartition latitudinale des écotypes documentée et la variabilité
spatiale des phénotypes moléculaires observée dans notre étude. Ces nouvelles
connaissances permettraient d’expliquer les processus qui controlent les stratégies
métaboliques divergentes entre écotypes (lipolyse contre glycogénolyse) ainsi que les
aptitudes différentes a la mobilisation des lipides de réserves, a la croissance somatique,
musculaire et cellulaire que nous avons observées. D’autre part, les divergences
fonctionnelles entre écotypes pourraient étre mieux comprises ainsi que les effets de la
variabilité environnementale sur le recrutement et les ajustements physiologiques entre

écotypes et le potentiel adaptatif des anguilles dans des environnements variables.

Des régulations post-transcriptionnelles chez les anguilles japonaises ont déja été
observées dans des tissus spécialisés, dans les muscles en lien avec le stress oxydatif
(Funahashi ef al., 2015) et dans les branchies en lien avec D’activité de la pompe sodium
potassium et ses niveaux de transcrits, ainsi que ceux des transporteurs ioniques impliqués
dans les échanges ioniques (William et al., 2007). L’évaluation de I’activité de la pompe
sodium potassium avait été suggérée au début de mon projet, mais le prélévement de ce
tissu chez les civelles était difficilement réalisable compte tenu de la nature du tégument et

de leur petite taille (< 7 cm). Ainsi, des analyses moléculaires sont plutdt suggérées dans ce
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cas-ci. L’¢étude des mécanismes de régulation des transcrits d’enzymes, d’hormones, de
transporteurs, etc... impliqués dans les fonctions de la croissance, 1’osmorégulation, la
locomotion, le métabolisme énergétique selon leur spécificité tissulaire (hypophyse,
follicules thyroidiens, cerveau, foie, muscle blanc et rouge, branchies, intestin) permettrait
une évaluation détaillée de I’ensemble des mécanismes de régulation métabolique qui

interviennent dans le controle de la catadromie facultative.

Aussi, I’étude de possibles effets maternels sur le développement des civelles pourrait
¢galement étre envisagée. En effet, des études démontrent que chez les anguilles les
niveaux d’abondance des transcrits ovariens (p. ex. apolipoprotéines B, MTTP) impliqués
dans le transport et I’absorption des TAGs, influencent ’absorption des TAGs durant la
prévitellogénese (Damsteegt et al., 2015), que ceux impliqués dans le succes de 1’éclosion,
influencent la compétence du développement embryonnaire (Rozenfeld et al., 2016) et que
les conditions environnementales de la ponte peuvent influencer 1’embryogénese et la

vitellogénese (Mazzeo et al., 2014 ; Politis et al., 2014).

D’autre part, I’un des objectifs de notre étude était de clarifier I’état nutritionnel des
civelles au recrutement via 1’analyse des expressions géniques des transcrits de la ghréline
et des récepteurs de la leptine, et de vérifier si la divergence écotypique dans les stratégies
énergétiques était expliquée par des apports exogenes. L’absence de différences des
transcrits de la ghréline et des récepteurs de la leptine ainsi que des contenus en lipides
totaux, laisse croire que les civelles capturées avaient vécu sur leurs réserves endogenes.
L’évaluation des contenus stomacaux, 1’analyse des isotopes stable du carbone et de 1’azote
et des analyses de la composition en acide gras chez nos civelles, auraient pu confirmer ou
infirmer nos hypothéses. L’analyse des cétones dans le mucus des civelles comme
indicateur du jelne pourrait ¢galement é&tre explorée (Ramos et Smith, 1978).
L’analyse des hormones circulantes telles que la ghréline, la leptine et ’insuline aurait
¢galement été un bon outil d’investigation, les niveaux d’insuline diminuant durant la
période de jetne chez les saumons (Silverstein et Plisetskaya, 2000).

Cependant, les mesures de concentrations hormonales s’avérent difficiles a réaliser.
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En effet, malgré les nombreux ajustements de protocoles (civelle européenne : Imbert et al.,
2008, Edeline et al., 2004 ; Edeline et al., 2005 ; ceufs et larves d’O. kisutch : Kobuke et al.,
1987 ; d’O. keta : Tagawa et Hirano 1987 ; de Perca flavescens : Gravel et al., 2005)
et une rencontre avec la directrice de recherche qui avait supervisé ces analyses sur des
civelles européennes (Pr. Sylvie Dufour rencontrée en France, janvier 2013, UMR Borea,
CNRS, MNHN, Paris), I’ensemble des résultats de nos dosages radio-immunologiques
effectués sur une centaine d’homogénats de corps entier de civelles (individuels ou sur des
pools de deux et trois individus) au début du projet se sont tous avérés donner des résultats
négatifs ou en-deca des limites de détection (cortisol < 1,7 ng/mL ; thyroxine < 7,6 ng/mL ;
triiodothyronine < 0,067 ng/mL). L’absence de détection pourrait s’expliquer par la taille
des individus. En effet, les civelles d’4. rostrata sont plus petites et plus maigres
comparativement a celles d’A. anguilla (> 66 mm ; > 0,2 g ; p. ex. Edeline et al., 2005),
la quantit¢ de sang étant équivalente a 1,1 % de la masse corporelle des civelles
(Tesch, 2003). Ainsi, pour la réalisatin de telles expériences, je préconiserais la mise au
point de dosages homologues au lieu de [’utilisation de trousses commerciales afin
d’ajuster la sensibilit¢ de détection aux civelles A. rostrata. Egalement, ’utilisation du
protocole de broyage et d’homogénéisation mis au point dans la présente étude pourrait étre
appliqué car il s’est révélé étre efficace et performant compte tenu de la perméabilité, la
robustesse, et 1’épaisseur du tégument des anguilles. Il permet d’obtenir de bons
rendements, un nombre plus élevé de réplicas biologiques et assure une excellente
conservation des molécules sensibles. Sinon, je suggeérerais comme alternative, d’autres
analyses moléculaires pour des transcrits de neuropeptides impliqués dans la régulation de
I’appétit tel que le neuropeptideY (Silverstein et Plisetskaya, 2000) et
I’orexine/hypocrétine (Matsuda et al., 2012), ce qui aurait peut étre permis de vérifier si nos
écotypes avaient subsist¢ sur des apports exogenes et s’ils avaient développé des
mécanismes adaptatifs alimentaires particuliers pour faire face aux approvisionnements

alimentaires continus (€cotype eau salée/saumatre) ou discontinus (écotype eau douce).
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La présente étude a permis d’identifier les profils des grandes classes de lipides chez
les civelles. Ainsi le role de certaines classes de lipides reste a étre exploré. Le rdle des
cétones (KET) et de la cétogenese, ou celui des cires et stérols estérifiés (SE-WE) comme
lipides de structure ou de réserve (p. ex. Fraser et al., 1988 ; Pernet et al., 2007) seraient a
confirmer. Le role des alcools aliphatiques libres (ALC) comme produit de la dégradation
des stérols ou élément cellulaire impliqué dans la fluidité membranaire ainsi que, celui des
lipides polaires libres dans I’acétone (AMPL) qui ne sont pas révélés étre corrélés avec le
niveau de pigmentation des civelles (données personnelles), seraient aussi a explorer.
L’étude de la composition en acide gras polaire et non polaire permettrait d’expliquer
comment les effets de la température modulent le remodelage membranaire et la
composition des différents constituants cellulaires (p. ex. Pernet et al., 2007).
L’influence des conditions abiotiques sur chacune des classes étudiées dans 1’Article 1
pourrait aussi apporter de nouvelles connaissances sur 1’écophysiologie des civelles et
permettre ainsi de mieux évaluer et prédire les conséquences écophysiologiques du

changement global sur nos civelles.

Nous avons également étudié les relations entre les statuts énergétiques et I’indice de
condition de Le Cren et observé une variabilité des mesures de lipides. Etudier les mémes
relations selon 1’écotype donné aurait peut étre amélioré la qualité des régressions linéaires.
Cependant, un examen approfondi avec d’autres constituants corporels pourrait étre
envisagé afin d’obtenir un proxy qui fonctionne pour les deux écotypes. Etant donné que
nous avons obtenu une forte significativité statistique avec le contenu en TAG et en SE-
WE, et que I’hydrolyse de ces constituants peut étre effectuée via la méme lipase ou des
lipases distinctes dépendamment de la longueur de leur chaine d’acide gras polyinsaturés
(PUFA) (Olsen et Ringa, 1997), I’étude des relations de I’indice de condition selon le
contenu en PUFA pourrait étre d’intérét. Egalement, I’étude des effets de la température sur
I’indice de condition pourrait étre envisagé compte tenu de la forte variabilité spatio-
temporelle de ce dernier et I’influence de la température sur le métabolisme, 1’absorption
des produits lipidiques et les enzymes digestives (Olsen et Ringe, 1997). Enfin,

la mesure de I’indice de condition associée a celle du ratio ARN/ADN aurait permis aussi
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d’évaluer les taux métaboliques individuels, de comparer les résultats avec ceux déja établis
tout en sachant que les apports alimentaires et la température peuvent aussi influencer ces

niveaux (p. ex. 4. rostrata : Laflamme et al., 2012 ; A. japonica : Kawakami et al., 1999).

Enfin, Dlabsence d’effets des préférences de salinit¢ ¢était inattendue.
Cependant, I’expression des préférences de salinité de nos civelles a été analysée a une
température de 16,9 ° C (Boivin et al., 2015). Dans ces conditions, la majorité des civelles
restaient en eau saumatre et 1’activité locomotrice était plus élevée chez les civelles de
GRB, celles qui ont les aptitudes a la migration estuarienne de longue distance. Considérant
que la migration en eau douce serait reliée a des aptitudes cognitives (Podgorniak et al.,
2015), il serait intéressant d’examiner les préférences de salinité entre écotypes selon les
niveaux des transcrits de genes reliés a la plasticité synaptique et la neurogénese afin
d’étudier les facteurs de controle des préférences et de les comparer selon différentes
conditions environnementales. Comme la colonisation des rivieres semble dépendre du
niveau de développement des civelles et de la température de I’eau (Sullivan et al., 2009), il
serait intéressant d’examiner en conditions controlées les préférences de salinité entre
écotypes a différentes températures et a différents niveaux de pigmentation afin de tester
pour chacun, la flexibilit¢ osmorégulatrice des civelles et d’évaluer les facteurs
déclencheurs de la colonisation des rivieres et les effets de la température sur le

développement.

Finallement, les aspects multipdisciplinaires comme ceux utilisés dans ce projet
doctoral ont contribu¢ a une plus large compréhension de la physiologie d’une espece si
énigmatique qu’est 4. rostrata pour une meilleure conservation du partimoine naturel dans

la beauté de sa biodiversité.
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ANNEXES



ANNEXE I

SEQUENCES OF THE AMPLIFICATION PRODUCTS OBTAINED FOR ARP, CYTB, EF1, AND GHRL.
FOR TAGL, BAL, GPASE, AND LEP-R. SPECIFIC SEQUENCES FROM ANGUILLA ROSTRATA WERE
OBTAINED FROM A DRAFT ANNOTATED AMERICAN EEL GENOME
(PAVEY ET AL., UNPUBLISHED RESULTYS)



Sequence used for primer

Gene (gene acronym ) design

Primer used for sequencing specific
EST ( melt temperature)

Tagman primers and probes used for
measuring gene expressions
(melt temperature)

qPCR efficiency

Reference genes
Acidic ribosomal protein (ARP) A.anguilla (GenBank accession

no. AY763793)

Cytochrome B (CytB) A.anguilla (GenBank accession

no. AF006714)

Elongation factor 1 (EF1) A japonica (GenBank accession

no. AB593812)

Target genes
Triacylglycerol lipase (TAGL) -

Bile salt activated lipase (BAL) -

Glycogen phosphorylase (GPase) -

Ghrelin (GHRL) A japonica (GenBank accession

no. AB062427)

Leptin receptor (LEP-R) -

F: GCCACGTGGAAGTCCAACTA (57)
R: CAGGAGTTTCTCCAGAGCGG (58)

F: CATCTGCCGAGACGTCAACT (57)
R: ATCTGCCCTCATGGAAGCAC (58)

F: CCTGAAGCCTGGTATGGTGG (58)
R: TACGTTGCCACGACGGATTT (57)

F: TCCAAGAGGCACTGGGTTTC (57)
R: CCATCTGAGTCTCGTCTGCC (57)

F: TCTCCCTGCGTGCAAAGG (59)

R: CTTGCGCATCATGGTGTTCT (58)
P: TGGTGCTGATGGGC (69)

F: TCATCTGCCGAGACGTCAAC (58)
R: GAGGCCCCATTTGCATGTAG(59)
P: ATGGATGATTAATTCGC (68)

F: TTGCCCCTGCCAACGT (58)

R: GGGACTCATGGTGCATTTCC (59)
P: ACCACTGAGGTCAAGTC (68)

F: GCACCCGCTTCATGCTCTT (60)

R: ACCTTGCCTGGTGGTTGTTG (59)

P: ACCCGGCAGAACC (69)

F: TGATGCCGTGTCTGAAGATCA (59)
R: GGTGTAGACTCCCAGCCAGAGT (58)
P: AGACCCTGTGGCTCT (69)

F: GCGTCCCGTCCACTTCTATG (59)

R: AACCCATTTGACCCCATCTG (58)

P: CAGAGTGGAGCACCAC (68)

F: GCTTCAGACATGAGGCAGATGA (59)
R: GGACGCAGACCAGCAGCGAT (60)

P: CGCACCGCATACAG (69)

F: GCGAGGGCCCCTTCTG (59)

R: CTGGAGGTCTGGTGCTTAACTGT (58)
P: TGCGTGGAGGGACT (69)

y= —3.196x + 34.388
R* = 0.9993

y= —3.1254x + 32.523
R* = 0.9992

y= —3.3354x + 33.755
R* = 0.9998

y= —3.356x + 39.015
R? = 0.9963

y = —3.4627 x + 40.166
R? = 0.99972

y= —3.1649x + 36.873
R* = 0.99959

y= —3.1767x + 41.44
RP=1

y= —3.1034x + 38.65
R* = 0.99496




ANNEXE II

SPECIFIC SEQUENCES (EXPRESSED SEQUENCE TAG [EST] OR CODING DNA SEQUENCE [CDS] FOR
IGF-1R) LISTED FOR EACH GENE WITH THEIR NUMBERS OF BASE PAIRS.

EXCEPT FOR IGF-1R, THE PERCENTAGE OF SIMILARITY AND THE SCORE OBTAINED BETWEEN THESE
SEQUENCES AND THE GENBANK SPECIES WITH THE BEST ALIGNMENT RESULTS ARE ALSO PROVIDED.
ALIGNMENT RESULTS WERE EXTRACTED USING THE BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL, BLAST®
(HTTP://BLAST.NCBL.NLM.NIH.GOV; WEBSITE ACCESSED 12-06-2014).




Results of

Gene Specific expressed sequence tag of Arguilla rostrata fmumber of base pairs) Alignment

ARP J_.Axnﬁ}ﬁ...ﬂ_....lq}..op...l.ﬁﬁ}.._rﬁu.}._.._.._.._.>ﬂﬁq§§ﬂﬁ>ﬂﬁﬁ§ﬁdﬁﬂﬂﬁlqL_ru....q}...l.>__n__n__n__nL__....__.p...l...._ﬁj_.J_.ﬁ};_.u..“l..mﬁ.lxx.—ﬁﬁf}ﬁ};?ﬂ? AYEITH]
TEHFCTCCAAGCAGATGCAGACCATCCGCCTCTCCCTGOGT GEAMAGGCT G L AAGAACACCATGATGOGCAALG (4. anguilia)
GOCATCCGTGROCATCTGRAGAACAACCCCGCTCTGRAGAAACTCCTGAAATCCCTATTTTCCAAAGUCCGAAGHCTTTGCATATG 9%, 399
TAATTTHRCCAT AAAACACCTTTT TGO CAAGAAGGTAAATTCOCTC {302bp)

CytB TTCATCTGCCGAGACGTCAACT CCTACATGCAAAT GO CTCATTCTTCTTTATCTGOCTAT ACCT EJ546053
TCACATTGCCCGAGEACTTTACTACGUHC TCATATCTTTACAAAGAAACATCAAACATTGEAGTCGTATTATTCCTATTAGTAATALA (4 anguilia)
TAACAGCATTCOTRGGOTATGTGCT TCCAT GAGHGC AGAT AAAGAA (2] __.Eu_”_ WG, 3T

EF1 TTCCTGAAGCCTGOTATGOTGOTGACCTTTGCCCCTGECAACGT G, TOTGEAAATGCACCATGAGTCCCT  HM36TIN4
GOCTGAGGCTCTTCCCGOT GACAAT GTTHHC T TCAACGT CAAGAACGTCTCTGTCAAGEAAAT COGTOGT FCAACGT AnA {16Thp) ﬂ.ﬁ..n._.___._whwfmh“.._ﬁﬁ\_

W,

PROL TTCTTCCCTCCAAACCCCTCACGACAAGGACCAGGCTTTGAGAGT GCCGGAAT CAGAGCTGCTGTCCCTCGUCCHCGUGCTCCTGE . AYG] 6666

._.__..q._.ﬁﬁ._..“lq}}ﬁ...q}._.hﬁﬁﬁ._....zn._.ﬁﬁ._.Aﬁﬂ.ﬁﬁﬁﬁﬂ.ﬁﬁ?ﬁﬁlﬁﬁﬁﬁﬁbﬁﬁ1n._.__..q._.__n__n__n>._.__U_U_..ﬁbﬁqiﬁﬁlznﬁﬁﬁbﬂﬁﬂbﬁkﬁﬁ%ﬁb (4. anguiiial
AGTCCAACAGCCTEAGCTCTEHHCTGEACAGEC TGATTCACAAGATTHECTCCCTCCTTCCAAAGA AN A WG, 359
25Thp)

TEH-} M..“_Mu%ﬁu.ﬁﬁ};?ﬁ:rﬂﬁr??}?ﬂ...x.q._.__n__n._....ﬂ_}_....lznﬁ}...1n...1.._ﬁ...qﬂﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁﬁﬂﬁqﬂﬂbﬁﬁL_r...x.q}__n>A—Aq44ﬁ4ﬁ4ﬁﬁ>ﬂﬁu.ﬁzn>ﬁl.§ AY15RD0E.1
GACTACACGCT GTACGT GEAGAAACCAGAGT GTGACTTCTGCGTGRCCATCAACACCACCATCTGCATGGGCTTCTGLTATTCCCT (4. japanias)
GUT AAGAGCCTUCAGTCTGUAA {1940 e, 34k

THR, TTTTCGTTTTGT TG AGGHGEGT TGAAATATCGCTTGCCGTOT AGT GTATTONACT AGCT AGCT AGCCAGCT AGCGAAATATTAAAGE  ABGTHZD6.1
?f..ﬁA.ﬁJ_.A1.qj_..nbﬁ1_....c_{..ﬁ.n1_.A.ﬁ1_.1_.A1.c___..n1_.1_..n1_.1_.b...ﬂ.J_}_..n1_..n1_..n1_..n?____;____..___.a.c_{.c___..nbj_.bﬂj_.ﬂ%ﬁﬂbﬁ%ﬁiﬁ?ﬂ?ﬁﬁ}ﬂbﬁ?} (4. japonica)
TECAGAAAGTGETGATACCCTG ACCCCOCTEAGACAAGAGCAGT GEAGATTTGCCGHGAGCTTGOCAAT GAAA 99, 459
a2 1

THRa, qq,m%Mw_.m5mm5i.im?ﬁ.iqnﬁim?i.ﬁﬁnix.iﬁin5>smq.ﬂﬁﬂxﬁmﬂn¢?ﬁ>mq>m>qng%mﬁm ABGTEIOT.1
ATTCCTCACTTCTGGUCCAAGE TEC TEAT GAAGGT GACAGACCTGCGCATGATCGHEGCETGOCACGOCAGOCGGTTCCTGCACAT - (4. japaniag)
GAAGGTHGAGT GOCCCACCGAACTCTTCCCCCOGCTCTTCCTGEAGET CTTOGAAGACCAGEAGET GT GAAGC AGACAA (251bp) G, 435

-2 TTTAGCTGEHCTTCAGT AGCAGGACAGGCGATGAGT GTAACCTECTGEACTTTGCGT CATCCG I JLGUTCAACTTT ABIWTT
GECTCEHCCACCTGACCCCCCTTCATCAGCCACCTGCCTGCCTTCCGHC AGC T GOT FEAAGAGT TCTCOGEAT GTHGCCGACTTTCT (4. japanicg)
CCTGETCTACATTGACGAGGCTCACCCCTCCGACAT CTHAHFCGECACCAGCAGT GEAGHCGCATTCCTTCAAAGT ACAGAAGCACC 9%, 514
GEAGCCTTGAGEAGUGAGT TCTGGRCTGETCAGAGGAA (295bp)

GH AGCTCATAGTTTATCGCCCTCTATCTGTCAGGACGHGTACTTGCTGCGCATCTCCTCAGCCCT GATCC AL AN G1G666.1
TGAAGACCCTGAGCGATGCTTTCTC AAACAGCCTGATGT TTGRGACCTCTGATGEGAT CTTTGAT AAGCTGCAGGACCTGAACAAG (4. anpuiliz)
GURCATCAATGAATT AATGAAGHT AAAATEHGET AN (207hp) WG, 359

GH-R, TCATCTTCACCCCTTGCCTGT TGCT AGGT (RCCHEAGC CT OGO CGHHRAAGGAGRCGOGEAGACGCCGTCOGAAGCCCCCCOGUAGGGE . ABTRMTA.1
__n__nﬁﬁ>ﬁ44ﬁ>ﬁﬁﬁliﬁﬂﬁ1ﬂﬂﬂ?ﬂ.ﬁﬂﬁ..._A.._Aq}...xn>...1..q>...q>ﬁ...l}_.__nﬁ...l}_....—ﬁj_....x.ﬂ_....1..z__.....ﬂ_...._ﬁ__n...1..q?__.p...xnj_.u.__nﬁ...x.q}.}ﬁ__nu....q}__n...x.q}..opﬁﬁ (4. japanicg)
CEFGGCCCTGAGGGTCTTCTTCGCCACT AGCTCC JEAAGEAGTGTCCGEACTACTCGGTCACCGTGOCGAACG  9T%, 501
AGTGCTATTTCAACAAGAGCTACACATCCOHGCTGRACCCAAT AL {302bp)

IGF-1 AMNCAGAGGTTTTATTTCAGT ACCACAGGCTATHEAT CCAGCTCAAGACGUTCACACAATCGTHGCATAGTCGACGAGTGCTGCTTC . AB3S3115.1
CAGAGCTOTGAGCT ACGEUCACTGRAGAT T ACTGOGUACCAGT GAAACCTGRHCAAGGCTGCCCGETOCOTCAGGLCACAGOGUCA (4. japaniaa)
CACGGACATNCCAAAMAACCCAGAATAAACAAATGTCCGOET AATANTCW CCCAT SCTGCAAGGAGET AT CAGAA (24Thp) W, 416

IGF-IR GACGGAAGGRGCHGTOT ACGT GOOGGACGAGT GHREAGET COCHUGHRGAGAAGAT CACTCTGT CTCHGEAGC THHFC CAGGGCTCGTT Pavey ot al.
__n..._A..xU_rJ_...._Al....ﬂ_.}__n...r__.p...llzn}._.ﬁ...znﬁ}..__.....llzn...ﬂ_....1..ﬂ_.__n}..__.....1..r__.p__n...q}...xn__n__n...q}...qbﬁA;HA;H?HAR;H.U#H.H?P?;#.HARﬂ_.__n}..__..ﬁ...q}...l.ﬁ...x.q Unpublished
CCAGCATGOGCGAGCGCATCGAGTTCCTC TEAAGGAGTTCAACTGCCACCACGTGOTGCGTCTGETGGGE data,

GTGOTTTOGC AGGGT CAGCCCACTCTGUTCAT AATGGAGC TGATGACCCGT GGAGACCTCAAGAGT CACCTGCGGTCTCTGOGGTC
CCAGGAG {351bp)
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