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Résumé

Différentes tactiques de reproduction peuvent coexister au sein d’une méme espéce.
L’Epinoche  trois épines (Gasterosteus aculeatus) est un exemple type de ce phénomeéne.
Lors de la reproduction, certains males manifestent des comportements de territorialité
(MT) qui favorisent leur chance d’étre choisis par les femelles, alors que d’autres
n’exhibent pas ces traits comportementaux (MNT) et optent pour des tactiques de
reproduction furtives. Cette stratégie de reproduction induit une dépense énergétique qui
differe d’une tactique a l'autre. Afin de connaitre I’impact des forces sélectives de la
sélection sexuelle et de la compétition spermatique sur les caractéristiques des
spermatozoides de chacune des tactiques, différents paramétres ont été mesurés sur le
sperme de 120 individus (motilité, vélocité, longévité, production relative et capacité
métabolique). Le comportement des males a été évalué par groupe de 10 individus disposés
dans des petits bassins spécialement aménagés. Le statut de territorialité a été attribué aux
males ayant construit un nid. Les males des différents bassins ont été re-mélangés une
seconde fois afin d’évaluer la récurrence du statut de territorialité. Un nouveau statut, méale
a territorialité facultative (MTF), a pu ainsi étre attribué aux males n’ayant pas adopté la
méme tactique lors des deux évaluations. Une analyse discriminante a permis de
différencier significativement chacune des tactiques et de démontrer que I'indice gonado-
somatique (plus élevé chez les MT) était le parametre le plus discriminant. Cette analyse a
¢galement présenté les MTF comme étant un groupe intermédiaire entre les MT et les
MNT. Aucune différence significative n’a été trouvée sur des caractéristiques spermatiques
favorisant le potentiel reproducteur des males non territoriaux. Suivant les concepts de la
compétition spermatique, la sélection aurait di moduler, par exemple, une vitesse de nage
des spermatozoides et une production relative en spermatozoides avantageuses pour les
individus a reproduction furtive. En moyenne, le sperme est resté actif au-dela de 20 heures
en perdant 30% de sa vélocité initiale et 50% du pourcentage de spermatozoides motile.
L’absence de relation entre la performance des spermatozoides et 1’activité enzymatique de
la citrate synthase et celle négative avec la pyruvate kynase suggérent que 1’activité aérobie
et la capacité glycolytique sont deux voies métaboliques qui ne sont pas associées a une
meilleure vélocité et motilité du sperme de cette espece. D’autre part, les résultats obtenus
avec I’indice de territorialité, basé sur plusieurs caractéristiques spermatiques, semblent
démontrer que 'interaction entre différents parametres est peut-€tre plus importante que
I’effet d’un seul paramétre. Ces interactions pourraient de ce fait intervenir comme facteur
venant aider le maintien des tactiques alternatives qui ont un succes de reproduction
inférieur a celui des males territoriaux.



Introduction générale

Stratégie et tactiques de reproduction

Diverses pressions de sélection sont responsables de I’apparition et du maintient de
plusieurs comportements de reproduction au sein d’une méme espéce ou d’une population
(Birkhead and Moller, 1998). La stratégie de reproduction regroupe I’ensemble de ces
phénotypes alternatifs (tactiques de reproduction) et chaque individu possede le bagage
génétique pour exprimer les différentes tactiques (Gross and Repka, 1998). Chaque tactique
possede des caractéristiques comportementales, morphologiques et autres composantes qui
leur sont propres et chaque male adopte une seule d’entre elles dans le but d’avoir le
meilleur succés reproducteur possible. Par cette tactique, il tente d’optimiser le nombre ou
la qualité¢ de ses partenaires. Les principales variables qui déterminent la tactique de
reproduction touchent la condition de I’individu, 'intensité de la compétition intra-
sexuelle, la densité de la population locale, la séquence de résidence et les conditions
environnementales (telle la prédation). Ces différentes variables caractérisent en partie le

colit qui sera associé a la reproduction (Taborsky, 2001).

Codt de la reproduction
Il est reconnu que la reproduction représente un investissement énergétique tres
important (Chellappa et al., 1989; Jobling, 1994). Méme la production des spermatozoides

constitue a elle seule une dépense substantielle (Jobling, 1994; Scharer and Robertson,
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1999; Wedell et al., 2002). Ainsi, considérant I’ampleur du colit associé a la reproduction et
a la disponibilité des ressources énergiques qui peut étre limitante, beaucoup de compromis

sont réalisables en terme d’investissement énergétique et de tactiques & adopter.

Différentes tactiques de reproduction

La sélection des males par les femelles lors de la reproduction a pour effet
d’accentuer la compétition entre ces derniers. Afin d’avoir acces a plus de fertilisations que
ses rivaux, un male peut adopter quatre tactiques différentes (Taborsky, 2001): 1- étre plus
rapide, 2- monopoliser les ressources (aire de reproduction, d’élevage et matériaux de
nidification) et les femelles, 3- exploiter la monopolisation des ressources et des femelles
des autres (parasitisme reproductif) et 4- faire de la coopération avec des monopolisateurs
de ressources. Dans les cas ou la force décide du vainqueur, les individus les plus gros et en
meilleure condition auront 1’avantage pour bénéficier des ressources, d’un territoire et des
partenaires. Toutefois, la compétition entre les males peut se jouer a un tout autre niveau

que celui de la force.

Compétition spermatique

La compétition spermatique survient lorsque le sperme de plus d’un male entre en
compétition pour fertiliser les ceufs d’une femelle (Parker, 1970). Ce phénoméne est
commun lorsque la fertilisation est externe et que les femelles ont trés peu de contréle sur
la paternité. Elle permet donc a des individus, qui ont moins de chance de bénéficier de

ressources et d’un accés plus facile aux femelles, en raison de leur condition ou d’autres



facteurs environnementaux (males satellites), d’améliorer leur succes de reproduction

(Leach and Montgomerie, 2000).

Voie d’amélioration du potentiel reproducteur

Le potentiel reproducteur peut étre amélioré de différentes fagons au niveau
gamétique (Leach and Montgomerie, 2000). 1- La rapidité des spermatozoides favorise le
potentiel reproducteur lorsque le sperme doit franchir une certaine distance pour fertiliser
les ceufs. La vitesse des spermatozoides peut étre influencée tant par la capacité
métabolique qui fournie I’énergie nécessaire que par leur longueur. En effet, la longueur du
flagelle peut influencer les forces propulsives suffisamment pour en faciliter le déplacement
(Balshine et al., 2001). 2- La vitalité du sperme peut étre caractérisée par la proportion de
spermatozoides qui est viable et par I’endurance de ces derniers. Plus la proportion de
spermatozoides viables sera grande et plus ils seront endurants, plus le nombre d’ceufs
fécondés pourra étre grand pour un volume d’éjaculat donné. 3- En ayant un plus grand
nombre total de spermatozoides, un individu peut relacher de plus gros éjaculats lors d’un
événement de reproduction ou encore en relacher un plus grand nombre au cours de la
saison de reproduction. 4- Toutefois, si I’espace d’emmagasinage du sperme est limité ou
que le volume de [’éjaculat reste relativement fixe, la concentration du sperme en
spermatozoides devient un paramétre treés important. Dans ce cas, un plus petit volume de

sperme est nécessaire pour obtenir une quantité totale de spermatozoides donnés.



Compromis entre les caractéristiques des spermatozoides

Toutes ces caractéristiques peuvent é&tre avantageuses au niveau du potentiel
reproducteur. Toutefois, elles ne peuvent pas toutes étre optimisées a la fois. Un compromis
doit étre fait lors de la production des spermatozoides en raison de 1’investissement
énergétique que nécessite la production des gameétes. Par exemple, des spermatozoides
longs ont ’avantage d’€tre plus rapides, mais leur longueur peut étre inversement corrélés a
leur longévité (Stockley et al., 1997). La vitesse peut étre avantageuse pour arriver le
premier a fertiliser les ceufs, mais la longévité peut étre également un tres bon atout. Surtout
lorsque la distance a parcourir n’est pas fixe comme dans le cas de la fertilisation externe

(Taborsky, 1998).

Model « Sneak—Guard »

Différents modeles théoriques présentent les différentes stratégies de reproduction.
Un des modeles les plus répandus est celui décrit par Parker et ses collegues (Parker, 1990;
Parker, 1998; Parker et al., 1997); le « Sneak and Guard model». Ce modele présente deux
tactiques de reproduction dans lesquelles les « Sneakers» sont des males dont le
comportement de reproduction est dit furtif et les « Guardians » dont le comportement est
dit gardien. La tactique des méles gardiens implique la défense d’un territoire qui servira a
I’accouplement. C’est généralement les individus en meilleure condition et les plus gros. Ils
cherchent également a monopoliser les femelles. Quant aux males furtifs, 1ls sont

généralement plus petits et plus jeunes. Par faufilage opportuniste ou en restant pres des



sites de reproduction grace a leur apparence de femelle, ils tentent de voler des fertilisations

a des males gardiens qui se reproduisent.

Le risque et I’intensité de la compétition spermatique vont jouer un rdle trés important
sur I’évolution des caractéristiques spermatiques d’une population (Parker, 1998). Le risque
est défini comme la probabilité moyenne qu’une femelle puisse rencontrer un autre male
pour se reproduire. Quant a I’intensité, elle représente le nombre moyen de males qui
peuvent entrer en compétition pour un amas d’ceufs donné ou le nombre d’¢jaculats avec
lequel un male devra rivaliser. Ainsi, plus ces deux composantes du systéme sont
importantes, plus les pressions de sélection sont grandes. Ce qui résulte dans le
développement de différences au niveau gamétique entre les diftérents phénotypes
comportementaux (Simmons and Kotiaho, 2002). Des variations des caractéristiques
spermatiques devraient donc étre associées aux différentes tactiques de reproduction
lorsqu’elles suivent des modifications du niveau de risque ou de I’intensité¢ de la

compétition spermatique.

Exemples de la compétition spermatique

Différents exemples illustrent bien comment la compétition spermatique peut arriver a
moduler certains paramétres de la reproduction. Chez une espece d’oiseau, Riparia riparia,
lorsqu’un méle se reproduit en présence d’un autre male (un rival), ce dernier va laisser
plus de semence que lors d’une fertilisation sans rival (Nicholls et al., 2001). L’épinoche a

trois épines, Gasterosteus aculeatus, présente également le méme phénomene (Zbinden et
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al., 2004). Chez Viviparus ater, une espéce de gastéropode, il a été¢ démontré que plus les
spermatozoides €taient gros, meilleur était le succes de fertilisation pendant la compétition
spermatique (Oppliger et al., 2003). De plus, ils ont montré qu’une plus grande
concentration du sperme était favorable pour faire face a la compétition spermatique. Une
¢tude portant sur des especes de cichlidés (especes a fertilisation externe) a montré que la
polygamie était corrélée a la compétition spermatique (Balshine et al., 2001). Les especes
les plus polygames posséderaient des spermatozoides plus longs que leurs plus proches
parents monogames. Ainsi, la grandeur des spermatozoides pourrait par le fait méme étre
reliée a la compétition spermatique. Chez une autre espece de poisson, le Crapet arlequin
(Lepomis macrochirus), les males furtifs ont une semence qui est presque 50% fois plus

concentrée (Leach and Montgomerie, 2000).

Spermatozoide

La motilité des spermatozoides est cruciale pour la fertilisation et particuliérement
lorsqu’une certaine distance doit étre franchie pour rejoindre les oeufs. Le flagelle du
spermatozoide est la piece mécanique qui permet au spermatozoide de se propulser. Cette
piece, particulierement complexe, est principalement composée de I’axoneme. II est formé
d’un complexe de microtubules qui sont articulés autour du centriole, la piece qui permet la
jonction entre la téte et la queue. Ainsi, 1’énergie qui est transmise a ce complexe peut
générer le mouvement propulseur du spermatozoide. Cette énergie est principalement issue

des mitochondries qui sont situées au niveau de la piéce intermédiaire du spermatozoide

(Gilbert, 1996).



Métabolisme des spermatozoides

Des ¢tudes récentes (Gronczewska et al., 2003; Lahnsteiner et al., 1999) ont permis
d’identifier les principales voies métaboliques chez quelques especes de téléostéens. La
voie qui semble la plus sollicitée est la glycolyse aérobie. Mansour et al. (2003) suggerent
toutefois que I’'importance des différentes voies du métabolisme énergétique des
spermatozoides de poisson varie selon les espéces. La motilité des spermatozoides peut étre
affectée par une altération du systtme mécanique locomoteur, des membranes des
mitochondries, ainsi que par une altération chimique affectant les processus enzymatiques

(O'Connell et al., 2002).

La capacité métabolique des spermatozoides devrait donc traduire de fagon juste la
performance de ceux-ci. Le développement et la maturation des spermatozoides sont
également trés importants pour que tous les processus physiologiques et métaboliques se
mettent correctement en place. Ainsi, encore une fois I’allocation en énergie doit étre bien
acheminée au cours de la production des spermatozoides, et ce, jusqu’a la toute fin pour

veiller a ce que leur qualité soit adéquate.

L’épinoche, un bon modele

L’épinoche a trois €pines constitue un excellent modéle pour I’étude des stratégies de
reproduction. Ce petit téléostéen, de la famille des Gastérostéidés, a été fort étudié au cours

des 20 derniéres années. Plusieurs équipes de chercheurs se sont non seulement penchées



sur leurs comportements reproducteurs particuliers (Blouw, 1996; Bronseth and Folstad,
1997; Dufresne et al., 1990; Fitzgerald, 1983; Ridgway and McPhail, 1988), mais
également sur leur diversification (Kraak et al., 2001; Kristjansson et al., 2002; Taylor and
McPhail, 1999). Ainsi, une somme importante d’information est aujourd’hui disponible sur

la biologie, I’écologie et I’évolution de cette espece.

La stratégie de reproduction des épinoches se rapproche fortement du modele de
Parker et collaborateurs puisqu’elle renferme deux tactiques de reproduction similaires.
Ainsi, les males gardiens vont établir et protéger agressivement un territoire (males
territoriaux). Ils construisent également un nid avec des algues afin que les femelles
viennent y laisser leurs ceufs suite a des efforts de séduction. Ces males offriront des soins
parentaux jusqu’a ce que les jeunes atteignent le stade d’alevin. Ils adoptent également une
forte coloration rouge au niveau de la gorge et bleue au niveau des yeux. Quant aux males
furtifs (males non territoriaux), ils vont errer pres du nid d’un male gardien et relacher leur

semence de facon furtive.

Un des grands avantages a travailler avec cette espece est la facilité avec laquelle elle
se reproduit en laboratoire. De plus, leurs spermatozoides restent actifs pendant plusieurs
heures (Elofsson et al., 2003a; Elofsson et al., 2003b), ce qui facilite les manipulations et la

prise de mesures sur la cinématique des spermatozoides.
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La population étudiée est anadréme et se reproduit dans les marelles du marais salé de

I’Ile Verte (située dans la réserve faunique nationale de la Baie de I’Ile Verte & pres de 200
km a I’est de la ville de Québec, Canada). En se reproduisant dans ce systeme de marelles
(petits étangs remplis par les hautes marées printaniéres), les individus se retrouvent
confinés par petits groupes isolés les uns des autres. Malgré ce petit nombre, les individus
d’une marelle se trouvent en contact avec leurs rivaux, et ce, dans un espace restreint. Cet

espace limité favorise les interactions et la compétition entre les males.

L’évaluation du comportement reproducteur chez I’épinoche

La plupart des études sur les tactiques de reproduction des épinoches n’évaluent ce
comportement qu'une fois et le jugent généralement fixe et stable chez chaque individu.
Dans certaines ¢tudes, la détermination de la tactique de reproduction est effectuée par
I’observation d’un male isolé ou d’un male confronté a une femelle ou encore a un seul
autre male pour déterminer si le male est territorial ou non (Barber and Arnott, 2000;
Barber et al., 2000; Whoriskey, 1991). Un individu isolé devient plus facilement territorial
qu’un individu qui doit faire face a plusieurs males lors de la construction de son nid et la
défense de son territoire en milieu naturel. Ainsi, bien des males pourraient €tre territoriaux
dans une situation isolée en laboratoire et ne pas I’étre en milieu naturel. L’étude de ces
comportements et la détermination de critéres fiables discriminant les deux comportements
reproducteurs deviennent donc plus difficile. Par exemple, FitzGerald et Kedney (1987) ne

sont pas arrivés a mettre en relation I’agressivité, I’aptitude au combat et la capacité a
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obtenir un territoire. IlIs expliquent leur insucces par la difficulté a quantifier ces

comportements.

D’autres études ont fait I’évaluation des comportements reproducteurs en laboratoire
par petits groupes d’individus (Cubillos and Guderley, 2000; Dufresne et al., 1990), ou
’ont observé en milieu naturel (Guderley and Guevara, 1998; Largiader et al., 2001). Cette
approche est plus réaliste, mais ne représente qu’un événement ponctuel qui pourrait étre

modulé par d’autres facteurs.

Bien que plusieurs études se soient questionnées sur le comportement reproducteur de
cette espece, a notre connaissance, aucune étude ne semble s’étre interrogée sur la
récurrence de la tactique adoptée par un individu. Pour savoir si les individus sont
strictement territoriaux ou non territoriaux, chacun des individus devrait étre soumis a
différents groupes sociaux. Ainsi, si le comportement reproducteur est conditionnel a
I’environnement social, certains individus ne devraient pas conserver la méme tactique de

reproduction dans les différents groupes sociaux rencontrés.

En étudiant la récurrence de la tactique adoptée par un individu, plusieurs ¢léments
doivent étre pris en considération. En essayant de provoquer a plusieurs reprises un cycle
de reproduction, 1l serait difficile d’évaluer ou de quantifier I’effort qui serait associé d’un
cycle a 'autre. II serait également difficile de comparer ’investissement des individus qui

auraient obtenu des ccufs de ceux qui n’en auraient pas eu. En plus, parmi ceux ayant
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obtenu des ceufs, 1l serait diffictle d’identifier ceux qui pourraient avoir mangé de leurs

ceufs, ce qui constitue une excellente source alimentaire.

Objectifs spécifiques

1- Déterminer si les males gardiens, malgré un investissement énergétique substantiel
dans les caractéres sexuels secondaires (construction d’un nid, défense d’un territoire,
efforts de séduction, coloration nuptiale, soins parentaux), ont une semence d’aussi bonne

qualité que les males furtifs qui n’investissent pas dans ces caractéres.

Dans la population a 1’étude, la reproduction s’effectue dans une eau généralement
stagnante. La motilité des spermatozoides prend ainsi une place extrémement importante
(Balshine et al., 2001). Au niveau de I’investissement énergétique associé a la reproduction,
les males territoriaux sembleraient investir davantage d’énergie dans les caractéres sexuels
secondaires que les non territoriaux. Ainsi, par ’énergie non investie dans les traits sexuels
secondaires, les males non territoriaux pourraient investir plus d’énergie dans Ia
spermatogenese. La qualité de leurs gametes pourrait étre un moyen pour eux de compenser
leur faible accessibilité aux femelles. La stratégie de reproduction de I’épinoche mene donc
les males non territoriaux a toujours faire face a la compétition spermatique, alors que les

males territoriaux n’auront pas nécessairement a y faire face.

Plus I'intensité de la compétition spermatique est forte, plus les forces sélectives

favorisent le développement de différences au niveau des caractéristiques spermatiques
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entre les stratégies de reproduction (Balshine et al., 2001; Leach and Montgomerie, 2000;
Simmons and Kotiaho, 2002). Il a également été reporté qu’il y avait une importante
variation des parametres spermatiques lié a une forte et rapide diversité de la morphologie
et du comportement des spermatozoides, et ce, tant a 1’échelle inter- qu’intraspécifique
(Snook, 2005). Pourtant, peu d’adaptations au niveau de 1’¢jaculat et des spermatozoides
sont connues pour les males gardiens et elles sont surtout connues chez les salmonidés
(Taborsky, 1998). Les différences les plus observées ne concernent que l’éjaculat et
’investissement dans les gonades, alors que plusieurs paramétres de la compétition
spermatique peuvent étre déterminants. En effet, d’autres caractéristiques des
spermatozoides, telle que la vitesse de nage, la viabilité et ’endurance des spermatozoides,
peuvent étre trés importantes lors de la fertilisation et varier selon les especes (Snook,

2005) ou encore selon les tactiques.

Hypothese :

La quantit¢ d’énergie pour la reproduction étant limitée, les males furtifs qui
n’investissent pas autant que les males territoriaux dans les caractéristiques sexuelles
secondaires auront plus d’énergie a investir au niveau de leurs gametes (cinématique des
spermatozoides, indice gonado-somatique, concentration du sperme et nombre total de
spermatozoides).

Prédiction :
Les males furtifs posséderont des caractéristiques spermatiques favorisant leur

potentiel reproducteur face a celles que possédent les males territoriaux.
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2- Evaluer dans quelle mesure la capacité métabolique des spermatozoides est

corrélée avec leur motilité.

Les connaissances sur le métabolisme des spermatozoides des téléostéens sont
principalement basées et limitées a quelques especes de cyprinidés et de salmonidés
(Gronczewska et al., 2003). Elles sont également orientées vers le suivi des paramétres des
spermatozoides (motilité et viabilité) ou de marqueurs métaboliques (consommation en O,,
la production d’ATP, et la métabolisation de différents ¢éléments phosphatés) suite a
différentes modifications du milieu dans lequel ils évoluent (inhibiteurs métaboliques, des
substrats, des coenzymes et en modifiant la concentration en oxygene) (Dreanno et al.,
1999; Gronczewska et al., 2003; Lahnsteiner et al., 1999). Peu de mesures de la capacité

métabolique des spermatozoides ont été réalisées chez les poissons.

A Theure actuelle, peu de travaux ont utilisé Dactivité enzymatique des
spermatozoides comme indicateur de leur capacité métabolique (Ruiz-Pesini et al., 1998;
Ruiz-Pesini et al., 2000). Ruiz-Pesini et al. (2000) ont trouvé que plus [Dactivité
enzymatique mitochondriale au niveau des différents complexes de la respiration cellulaire
était grande, meilleure était les caractéristiques spermatiques des hommes étudiés (motilité,
viabilité et concentration du sperme). Dans une autre étude portant sur la Truie arc-en-ciel,
il a été démontré que 1’activité enzymatique spermatique de la malate déhydrogenase et de

I’aspartate aminotransférase était relié a la capacité de fertilisation (Lahnsteiner et al.,
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1998a). Un lien indirect peut donc étre fait entre la motilité et ’activité enzymatique
puisqu’ils ont également trouvé que la motilité¢ des spermatozoides était aussi associée a la

capacité de fertilisation.

Bien que les connaissances sur le métabolisme des spermatozoides permettent de
décrire les différentes voies métaboliques, peu d’information sont disponible sur leur
importance, leur efficacité et leur fonctionnement (Gronczewska et al., 2003; Lahnsteiner et
al., 1999; Mansour et al., 2003). L’importance de la relation entre le métabolisme et la
performance des spermatozoides reste donc a documenter et devient particulierement
intéressante dans un systeme ou d’importantes forces sélectives (compétition spermatique

et sélection sexuelle) sont présentes.

Hypothese :

La performance des spermatozoides est limitée par leur potentiel énergétique estimé
par activité enzymatique des différentes voies métaboliques.
Prédiction :

La capacité métabolique des spermatozoides devrait étre positivement corrélée a la

motilité des spermatozoides.

Ce projet vise une approche multidisciplinaire intégrant I’étude du comportement, de
la physiologie et de I’évolution dans le but de répondre a des questions traitant du lien qui

peut exister entre les capacités reproductrices d’un individu et la tactique de reproduction
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que ce dernier adopte. Cette étude semble d’ailleurs €tre parmi les premiéres a se pencher a
la fois sur les caractéristiques des spermatozoides et leur capacité métabolique en relation
avec le concept de la compétition spermatiques, et ce, peut importe le genre animal. De
plus, elle compte parmi les rares études a considérer I’importance du comportement

reproducteur dans I’interprétation des différents traits spermatiques.
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Abstract

Male three-spined sticklebacks (Gasterosteus aculeatus) show unequal energetic
expenditure upon reproduction as some males become territorial (TM) and spawn singly
with females whereas other males are non territorial (NTM) and attempt to steal
fertilisations from territorial males. We examined the possible influence of sperm
competition on various sperm parameters (motility, velocity, % rapid, production,
longevity, and metabolic capacity) in 120 males showing alternative mating tactics.
Territorial status was assessed by introducing groups of 10 males in small wading pools
and recording the number of males with and without nests. Males from all four wading
pools were remixed and territorial status was re-assessed. This allowed us to discriminate a
group of males with a ‘facultative’ mating tactic i.e. those that had failed to nest the first
time and that renested in the second trial and those that nested in the fist trial but failed to
nest in the second trial (FTM). A discriminant function analysis on 10 selected variables
revealed significant differences among each tactic and showed that the gonado-somatic
index (GSI) was globally the most discriminant variable and was associated with the TM
tactic. Interestingly, FTM were an intermediate group between TM and NTM. No
differences in sperm motility and velocity were found among males with alternative tactics.
Sperm stayed active for more than 20 hours and lost about 30% of its initial velocity and
50% of motility. TM tended to lose more sperm velocity and a significantly higher
percentage of rapid sperm over time than non territorial males. There were no differences in
citrate synthase (CS) and pyruvate kinase (PK) activities among males with alternative
mating tactics. Curiously, we found no relationship between sperm velocity and CS activity
and an unpredicted significant negative relationship between sperm velocity and PK
activity. This suggests that mitochondrial content may not be limiting for sperm motility
and that endurance rather than high power performance (fast motility) is a key parameter of
sperm physiology to optimize fertilization success in this species.
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Introduction

Sperm competition, defined as sperm or ejaculate of more than one male competing
for the fertilisation of a given set of ova (Parker, 1970; Parker, 1990), is recognized as
being responsible for an important variation in sperm parameters (Snook, 2005). This
variation can be described as a high and rapid diversity in sperm morphology and
behaviour, both between and within species. Fish species with alternative reproductive
tactics represent good models to examine the effects of selection on sperm parameters
because the unequal somatic energetic expenditures associated with each tactic could
translate into differential gonadal investment. As the intensity of sperm competition
increase the selective forces of sperm competition should result in differences in sperm

characteristics between tactics.

Sperm number is one of the most common traits found to be sensitive to sperm
competition pressure (Parker, 1998), although it does not always translate into higher
fertilization success (Simmons et al. 2003 in Snook 2005). The gonado-somatic index is
assumed to represent a relative measure of sperm investment and is commonly found to be
higher in sneaker than in territorial males (Taborsky, 1998). Even if sperm quantity is an
important parameter in terms of fertilisation success, sneakers should invest more in sperm
quality to raise their reproductive potential (Fu et al., 2001; Taborsky, 2001). Sperm quality
can be defined as sperm swimming speed, sperm motility and longevity. For example,

sperm velocity has been shown to be the primary determinant of fertilisation success in
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Atlantic salmon (Gage et al., 2004). Empirical results on Atlantic salmon reveal that parr
males invested more in sperm motility and sperm number than parental males relative to
their body size (Vladic and Jarvi, 2001). In bluegill sunfish, sneakers had a 50% more
concentrated sperm but a lower total sperm number compared to parental males (Leach and
Montgomerie, 2000). Further investigations in this species have also shown that sneakers
possessed faster initial sperm swimming speed (Burness et al., 2004). They also confirmed
the existence of a trade-off between sperm motility and longevity with sneaker males

having a shorter duration of sperm motility.

Energetic metabolism of spermatozoids should be tightly related to sperm
performance since the metabolic apparatus is limited by the cellular volume available.
Energetic pathways have been described in some studies (see Lahnsteiner et al., 1999) and
used as an indicator of sperm quality (Gronczewska et al., 2003) but these studies have
been performed on a limited number of teleost species (mostly cyprinids and salmonids). In
the context of sperm competition, very few studies have examined sperm metabolism (but
see Burness et al., 2004). In a research on the determination of sperm quality of rainbow
trout, sperm metabolism parameters (malate dehydrogenase activity and aspartate
aminotransferase activity) and sperm motility parameters (motility rate and total swimming
yelocity) have been related to fertilization success (Lahnsteiner et al.,, 1998a). Although
many measurements on sperm metabolism have been performed, very few studies have

directly correlated sperm enzymatic activity with sperm quality. Moreover, to our
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knowledge only few studies on fish had directly linked the sperm performance to their

metabolic capacity (Lahnsteiner et al., 1998a).

The three-spined stickleback (Gasterosteus aculeatus) is an excellent model to
examine the impact of natural selection on sperm characteristics. The reproductive
behaviour of this teleost species has been intensively studied during the past 20 years
(Blouw, 1996; Bronseth and Folstad, 1997, Dufresne et al., 1990; Fitzgerald, 1983;
Ridgway and McPhail, 1988). The reproductive strategy of three-spined stickleback is
similar to the Sneak-Guard model (Parker, 1970; Parker, 1990) but showed less differenced
phenotypes associated to each tactics compared to other model species. During the
reproductive season, some males defend a territory, build a nest in which the female deposit
her eggs, and provide parental care (TM). Other males are unable to defend a territory and
attempt to steal TM fertilizations (Non-Territorial Males; NTM). Therefore the intensity of
sperm competition should be lower for TM and higher for NTM since the latter always
compete with TM but the TM will sometimes spawn singly with females. Reproduction
likely represents a substantial energetic expenditure in TM considering sexual secondary
traits and behaviours involved in reproduction (red coloration, aggressiveness fanning,
courtship effort, territory defence, and nest construction). If the energy available for
reproduction is limited, we expect a trade-off between somatic and gonadal investments.

Hence, we predict that NTM will invest more in sperm quality and quantity than TM.
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The principal objectives of this study were to determine 1) if male sticklebacks with
alternate reproductive tactics possess sperm with different characteristics (motility and
longevity) and 2) if sperm metabolic capacity is a significant determinant of sperm
performance and how natural and sexual selection has modulated basic processes of sperm
motility. The three-spined stickleback is unusual among fish species in that its sperm has
been shown to last for over 10 hours (Elofsson et al., 2003a). Thus our study will be one of
the first to examine the effects of selection on sperm traits and performance in a species
with long-lasting sperm. It is also one of the first studies to look at sperm traits and enzyme
activities with respect to sperm competition in any animal. In addition sperm traits and their

interactions will be interpreted considering the reproductive constraints of each tactics.

Methods

Fish sampling

The sticklebacks were collected in the saltmarsh of the Baie de 1’Isle-Verte National
Wildlife Area, about 200 km northeast of Quebec City along the south shore of the
St.Lawrence Estuary. This anadromous population spends most of the year in the estuary
and migrates to small tidal pools following flooding of the marsh area at each high spring
tide. Sampling took place on four occasions, from the end of May until the middle of July
2002, immediately following a high spring tide to ensure that the fish were newcomers to

the marsh and had not yet spawned.
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Fish were trapped by leaving small box traps overnight in various pools. They were
sorted in the field and brought to the aquaculture station of the university and kept in
continued circulation basins until the beginning of the experiments. They were fed

periodically ad libitum with blood worms (Hikari).

We only selected males that showed some breeding colors (blue eyes and red throat)
to avoid misidentification with non-gravid females. All males were identified by inserting
small pieces of colored plastic wires on their dorsal and pelvic spines. The females were

not tagged and were chosen only if they were gravid.

Assessment of territoriality

u
" June

Forty males were selected at each period of the reproductive season; May 29
16" and 28", and July 19" 2002. We had to omit the fourth cohort from the middle of July
as these males no longer built nests in the laboratory. Ten males of various sizes and
coloration were each introduced into four plastic wading pools measuring 1.52m in
diameter filled with water of similar salinity to water from tide pools. Sand, algae and rocks
were added to the pools to mimic their natural environment. The light cycle was adjusted to
16 hours daylight and 8 hours of darkness and the water temperature was maintained at

room temperature (25°C). Eight females were added in each of the four pools to stimulate

the nesting behaviour of the males.
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The nesting behaviour of the males was assessed 48 hours following the introduction
since a previous study showed that no further territories were built after this time period
(Dufresne et al., 1990). Males with nests were assigned territorial status (TM) and those

without were assigned the non territorial status (NTM).

In order to better define the reproductive status of each male, we remixed the forty
males and reintroduced them in new groups of ten males and reassessed their nesting
behaviour. Females were not reintroduced the second time around. We re-assigned males
according to three tactics: males that re-nested a second time were assigned the territorial
male (TM) status, males that failed to re-nest were assigned the facultative territorial (FTM)
status and those that failed to nest two times in a row or switch from non territorial to

territorial males were assigned a non territorial male (NTM) status.

Morphological measurements

Prior to the re-nesting experiments, the intensity of red coloration (COL) was
assessed independently by two evaluators on a scale of 1 (individual without red or blue
coloration) to 5 (dark red that spread over the throat and bright blue eyes). The score was

calculated by averaging the value obtained by the two evaluators.

The fish were sacrificed to obtain the sperm directly from their gonads as it was not
possible to obtain sperm from rubbing their abdomens (Largiader et al., 2001; Elofsson et

al., 2003a and 2003b; but see Defraipont et al., 1993). Length (LF), total wet mass and
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gonad mass were measured. The condition index (CI) was estimated following Fulton’s
condition factor: total weight x LF>. The gonado-somatic index (GSI) was calculated from:
gonad mass / total mass. The age was estimated following Dufresne et al. (1990), with

males measuring less than 6.5cm were aged 1+ and more than 6.5cm were aged 2+,

Sperm motility measurements

Fifteen to twenty-five microlitters of sperm activation solution was pipetted on the
gonads and these were crushed with fine capillaries to release as much sperm as possible.
We didn’t use an inactivating solution because the sperm of stickleback is already activated
in the gonads in comparison to other species (Kime et al,, 2001). Time of sperm post
activation was then estimated from the moment when the sperm activating solution was

added on the gonads and the sperm analysis was made as quickly as possible.

From the extracted volume of sperm, 3.5 pl was diluted in five volumes for
kinematics measurements and the remained volume was cryopreserved for further
metabolic analysis. The sperm activation solution was quite similar to the Cold extender (4
°C) used in Lahnsteiner et al. (1998b) for salmonid fishes (NaCl 103mM, KCI 40mM,
CaCl, ImM, MgSO,4 0.8mM, Hepes 20mM (pH 7.8), Sucrose 15mM, Methanol 10% and

bovine serum albumine 1.5%) but without eggyolk.

Spermatozoa kinematics were determined using a cell Computer Assisted Sperm

Analysis (CASA) system from Hamilton-Thorne Biosciences (CEROS 12.1). The settings
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used to measure sperm motility were: 50 frames at 60Hz of acquisition rate; photometer,
50-55; minimum contrast, 30; minimum cell size, 2 pixels; static intensity gates, 0.17 min
and 2.28 max; static size gates, 0.38 min and 3.00 max; static elongation gates, 38 min and
100 max; and magnification factor, 2.04. The microscope stage was cooled at 12+0.1°C and

the frosted slides were also cooled before the analyses.

The parameters recorded for each sample were:

path velocity (VAP as the average path velocity of sperm, um/s); progressive velocity
(VSL as the straight line distance from beginning to end of a sperm track divided by the
time taken, pm/s); curvilinear velocity (VCL as a measure of the total distance traveled by
a given sperm divided by the time elapsed, um/s); lateral amplitude (ALH as the mean
width of sperm head oscillation, um); beat frequency (BCF as the frequency of the sperm

head crossing the sperm average path, Hz); and straightness (STR as VSL/VAP x 100, %).

To describe sperm velocity distribution we considered that motile sperm had a path
velocity higher than 7.4um/s. Slow cells were added to static category because some
immobile cells moved with the drift into the analyzed fields. The percentage of motile
sperm (MOT) has been split into two categories to create a class of really rapid sperm.
Spermatozoids were attributed a rapid status (RAP) when their path velocity was higher
than 40um/s (swimming speed that a low percentage of spermatozoids were able to reach in
preliminary analysis). The remained percentage of motile sperm (40.0 < VAP < 7.4pm/s)

were considered as medium sperm (MED).
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To estimate sperm kinematics, 10 fields per slide were arbitrary chosen to cover the
extent of the slide. The average cell per frame was adjusted to be around 100 cells by doing
further dilution if necessary, so an average of 1100 individual spermatozoa were tracked

per individual.

Sperm longevity (index of sperm duration) was determined by lost of motility and
velocity. Sperm analyses were performed at three different times (new slide at each time)
for up to 24 hours and the semen was conserved at 4°C between each analysis. We could
not set a fixed time period for all slides because of logistic constraints but they have been
regrouped in three ranges of time (Time 1 Ohl15+0h10; Time 2 10h08+1h56; Time 3
20h23+1h49). Regression analyses allowed the measurements of the rate of lost on path
velocity (RLVAP), rapid percentage (RLRAP) and motile percentage (RLMOT). These

values were attributed to each individual.

An estimated total number of sperm (TOTSPERM) was calculated using sperm
concentration as estimated from the spermogramm analysis multiplied by the sum of the
mass of gonads expressed as a volume and the volume of sperm activation solution put on

the gonads.

We also preferred to express sperm concentration per gram of gonad (SCPG) because

we did not have a precise value for the total amount of sperm that the gonads contained.
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Therefore we used the estimated total number of spermatozoids and the mass of the gonads

to calculate the sperm concentration.

Sperm metabolism analyses

The extracted semen was diluted in three volumes of sperm activation solution and
incubated for 15-20min on ice before freezing in liquid nitrogen. The samples were frozen
in 2ml cryopreservation vials to allow a large air space between the sperm sample and the
lid, (Waymann and Tiersch, 2000). After incubation, the samples were suspended between
lem (-130°C) to 2cm (-100°C) above the level of liquid nitrogen for at least 10min before
immersion. For thawing, the vials were left at room temperature for exactly 30sec before

being put on ice (modified from Lahnsteiner et al., 1998b).

Enzyme activities were assayed using a UV/Vis spectrophotometer (Perkin Elmer,
Lamda 11). The temperature of the cell holder was controlled with a circulating
refrigerating water bath at 25°C. The assays for Pyruvate kynase (PK) followed the
disappearance of NADH at 340nm. Citrate synthase (CS) was monitored at 412nm to detect
the transfer of sylphydryl groups to the 5,5 dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). The
extinction coefficients for NADH and DTNB were respectively 6.22 and 13.6 m! cm™
umol™. The sample of the extracted sperm solution (thawed from cryopreservation) was
homogenated with a Wheaton micro tissue grinder for 2 min on ice. The sample volume
have been adjusted to provide a response which was linear for at least 2 min, but reactions

were followed for 5 min. Multisubstrate reactions were started by the addition of the
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substrate which was omitted for the control. The reaction medium contained DNTB (0.1
mM), Acetyl-CoA (0.1 mM), Oxaloacetate (0.15 mM) and Tris-HCI (100 mM, pH=8.0) for
CS analyses and NADH (0.15 mM), Phospho(enol)puruvic acid (5 mM), LDH (0.6 U/ml),
MgCl, (10 mM), KCI (100 mM), ADP (5 mM) and Tris-HCI (50 mM, pH=7.0) for PK
analyses. The concentrations have been optimized so that the activity was directly
proportional to the quantity of enzyme added to the reaction medium. All assays were run
in duplicate. The activities are expressed in units (umol substrate transformed to product

min™) 10° spermatozoa™.

Statistical analysis
Analyses were performed using SYSTAT version 10 (SPSS Inc, 2000). The

assumptions for parametric tests were verified prior to each test. If transformation proved

impossible non-parametric statistics were used.

Discriminant function analyses (DFA) were performed to determine which variables
predicted the tactics used by sticklebacks. We discarded every variable that had co-linearity
except those that were biologically relevant. A high tolerance (over 0.50) was required for
each variable. The homogeneity of within-group variance-covariance was graphically
checked by plotting the scores and looking if the spread of points of each group was similar

(Tabachnick & Fidell, 1996 in Quinn and Keough, 2002).
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Four factor ANOV A were also performed to test for differences in morphologic traits

and sperm parameters among reproductive tactics, age, sampling time and experimental
pools (nested in period of sampling). These tests were also performed excluding FTM to

examine differences between TM and NTM.

A Termtorial Spermatic Index (TSI) was constructed by choosing various sperm
parameters favoring one or the other tactic (eq. 1). This index included key parameters that
may have an influence on sperm competition taking in consideration the reproductive
context of each tactics. The numerator of this function was estimated by the product of the
parameters that favored TM and the ones that favored NTM were included in the

denominator.

Parameter favoring TM ~ B * Prag, o By

(Equation 1) TSI =
Parameter  favoring NTM P, *Pypy oo % Py

Results

Territoriality assessment

After the first nesting trial, 55 males exhibited the territorial reproductive tactic (TR)
and 58 did not nest (NTM) with an average of 4.5+1.3 (from 2 to 7 territorial males per
pool) territorial males per pool. Twenty five territorial males were 1+ males (45%) and the

30 other were 2+ males (55%). In the second nesting trial, 44% of the TM became non
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territorial and 24% of the NTM became territorial. Twenty seven percent of the males
remained territorial twice in a row and 39% of the non territorial males remained non

territorial.

Mating tactic discrimination

We performed discriminant function analyses to determine which variables allowed
us to distinguish males on the basis of their mating tactics. We selected 10 variables from
the 32 available ones to build the model of discriminant function analysis (fig. 1). The
following variables (lateral amplitude, ALH; beat frequency, BCF; straightness, STR;
percentage of rapid sperm, RAP; sperm concentration per gram of gonad, SCPG; rate of
lost on path velocity, RLVAP; total length, LF; gonado-somatic index, GSI; fish coloration,
COL; citrate synthase activity, CS) discriminated significantly each reproductive tactic

(P<0.001; Wilk’s lambda = 0.446).

The gonado-somatic index was globally the most discriminant variable and was
associated with the TM tactic. The other variables only revealed very small differences
among the three tactics. However, sperm concentration and fish coloration also showed
some power at discriminating respectively the NTM and the FTM. This discriminant

function analysis revealed that the FTM was a middle group between NTM and TM males.

The TM had a significantly higher gonado-somatic index (F,86=26.8, P<0.001) than

NTM and FTM (TM > FTM > NTM). Despite an overall significant relationship between
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condition index and gonado-somatic index (r=0.521, df=54, P<0.001, fig.2), the condition
index did not discriminate males on the basis of their mating tactics (£ gs=1.78, P=0.175).
The relationship between the condition and the gonado-somatic index was only significant

in NT males (r=0.579, P<0.001, n=44).

Territorial spermatic index

We designed a territorial spermatic index (TSI) by taking into account sperm traits
that showed significant or nearly significant differences among tactics (TOTSPERM:
F>36=3,8, P=0.026;, RAP: F|3=3.8, P=0.059; RLVAP: F)54=3.5, P=0.067) and other key
parameters involved in sperm competition. Our reasoning was that it may be more relevant
to examine a suite of sperm traits rather than single ones to discrimate mating tactics. We
deliberately decided to oppose parameters that were favourable to TM against the ones that
favoured NTM (tab. 1). The characteristics chosen to build the TSI were; sperm path
velocity (VAP), percentage of rapid sperm (RAP) and estimated total sperm number
(TOTSPERM) advantaging TM and lost of path velocity (RLVAP), percentage of motile
sperm (MOT) and sperm concentration per gram of gonad (SCPG) advantaging NTM.
Using these parameters as a whole, there was a significant difference between the TM and

NTM (#386=6.8, P=0.002; Tuckey test, P=0.005).

Sperm longevity
The stickleback’s sperm stayed active for more than 20 hours under our experimental

conditions (fig. 3). During this time frame, it lost about 30% of its initial velocity (28.1 to
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18.8 pm/sec). The loss of the velocity seemed to follow a logarithmic function but the
percentage of motile sperm appeared to decrease in a linear fashion. After 20 hours, over
50% of motile sperm was lost as the percentage dropped from 20.1 to 8.8%. The sperm of
TM tended to loose sperm velocity at a faster rate than NTM (RLV AP, F) 54=3.5, P=0.067).
The percentage of rapid sperm decreased significantly faster in TM as compared to NTM
(RLRAP, F\33=7.5, P=0.009). However, there was no difference in the rate loss of the

percentage of motile sperm between the reproductive tactics (RLMOT, F| 54=1.3, P=0.256).

Sperm metabolism

There was no difference in the activity of citrate synthase and pyruvate kinase
between the TM and NTM (PK; £,4,=0.08, P=0.921 and CS; F.0=1.7, P=0.201). We
expected to see a correlation between enzyme activity and sperm motility. In contrast, the
performance in term of path velocity (VAP) was negatively related to the enzyme activity
of pyruvate kynase (PK; r= -0.332, P=0.003, n=77) but not with the activity of citrate
synthase (CS; rs= -0.199, P=NS, n=80). From the present study it appeared that sperm with
a lower swimming speed have higher PK activity than sperm with higher velocity.
Furthermore, both PK and CS were negatively related to relative sperm production
(TOTSPERM: PK; r= -0.732, P<0.001, n=77 and CS; r= -0.687, P<0.001, n=80), sperm
concentration per gram of gonad (SCPG: PK; r=-0.707, P<0.001, n=77 and CS; r= -0.740,

P<0.001, n=80), and gonado-somatic index (GSI: PK; = -0.476, P<0.001, »n=77 and CS;

re=-0.332, P<0.01, n=80) (fig. 4).
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Discussion
Sperm motility and longevity

Theoretical and empirical studies have revealed that sperm competition can be
powerful at selecting characteristics that help maximise reproductive success in males with
alternative reproductive tactics (Parker, 1990). Fast sperm (here defined in terms of velocity
and motility), has been shown to be an important factor in reproductive success (Snook,
2005). Results from our study failed to reveal differences in sperm velocity and motility
among males with different reproductive tactics but showed that TM tended to lose more
sperm velocity and a significantly higher percentage of rapid sperm over time than non
territorial males. It is not clear whether the differences in motility loss are biologically
meaningful since sticklebacks eggs can be fertilised for roughly 3 hours (Thomopoulos,
1953) and most of the differences appear to take place after 10 hours. The lower decline in
rapid sperm in non territorial males may translate into higher fertilization success. Previous
work on Atlantic salmon (Vladic and Jarvi, 2001) has shown that parr (NTM) sperm have a
higher percent motility than sperm from anadromous males. In bluegill sunfish, sneakers
had initially faster swimming sperm than parental males (Bumess et al., 2004). Faster
motility is assumed to be under selection in sneakers because they always spawn in
presence of territorial males whereas the latter often have unique access to females. In the
Atlantic salmon, the sneaker males also have a longer duration of sperm motility (Vladic

and Jarvi, 2001). Each reproductive strategy has its particular constraints and the sperm
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characteristics that are important for fertilisation are likely to vary among species (Snook,
2005). In bluegill sunfish, the majority of female’s eggs are fertilized within 5 to 10 s after
ejaculation (Burness et al., 2004) so it 1s likely that small initial motility differences may
translate into differential fertilization success. By contrast, the fact that sticklebacks eggs
can be fertilized for a much longer time frame suggest that, long-lived sperm may be
favoured in this species. Species that reproduce in still water typically have long-lived
sperm whereas species that reproduce in turbulent water often have short-lived sperm
(Balshine et al., 2001; Taborsky, 1998). The anadromous population studied here spawn in
small ponds. Therefore motility, velocity and sperm longevity should be key parameters for

fertilization success in three-spined sticklebacks.

Sperm production

Territorial males invested significantly more in their gonads (gonado-somatic index)
and produced a greater relative number of spermatozoa than non territorial males. GSI was
the most significant factor discriminating stickleback males with different reproductive
tactics. There were no significant differences in sperm concentration among males showing
different reproductive tactics. Our results are at odds with what is found in the literature. It
has been reported that sneakers in bluegills and Atlantic salmons invest more than parental
males in sperm production relatively to their body size and also in sperm concentration
(Leach and Montgomerie, 2000; Vladic and Jarvi, 2001). These studies also revealed that

the relative investment in gonads (GSI) and sperm production is higher for sneakers in
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accordance with theory. It could be that sperm longevity is a more important factor than

sperm number for fertilization success in sneakers three-spined sticklebacks.

Sperm duration

The three-spined stickleback is unusual in that its sperm can swim for up to 24 hours
(Elofsson et al., 2003a). As explained above, species living in static water often have
longer-lived sperm than species living in fast flowing water. Laboratory conditions also
play an important role in determining sperm duration. The ionic composition of the
artificial medium required for the laboratory analyses can also affect sperm kinematics
(Lahnsteiner et al., 1999) and can extend considerably the duration of sperm motility from
a few minutes to several hours (Elofsson et al., 2003a). A previous study on stickleback
sperm revealed a higher percentage of motile sperm and more motile sperm than what was
found in our study. The differences between our results and the ones from Elofsson et al.
(2003a), VSL around 42 vs 25um/s, are probably associated with temperature at which the
analyses were performed (12°C in our case as opposed to 20°C), the sample storage
temperature used between each analysis, and the medium (activation sperm solution). In
fact, the sperm velocity is higher and has a shorter duration at 20°C than at 12°C
(unpublished data). Threshold values used to define motile sperm may vary among studies
making difficult the comparison of this parameter. The technique we used to extract the
sperm may also have increased contamination with interstitial and intracellular fluid and
included more immature spermatozoa (Lahnsteiner et al., 1998b). The other study

performed on three-spined sticklebacks from the same population report a sperm longevity
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of 440 sec (Defraipont et al., 1993) but these results must be interpreted with caution since
the sperm was obtained from stripping and diluted solely with water. Our preliminary

analysis showed that without adding buffer, mostly sperm were rapidly fixed on the slide.

Interactions between sperm traits

Taking together the most important characteristics involved in sperm competition, we
built a territorial spermatic index (TSI). We suggest that the interactions of two or more
sperm characteristics may be more important than single parameters when considering
selection on sperm parameters. For example, the velocity of a spermatozoa may not matter
if 1t does not stay active long enough to fertilize the eggs. It is also important to consider
sperm traits in function of the different constraints faced by each tactic. Female three-spine
sticklebacks spawn in a nest in close contact with TM whereas NTM always face sperm
competition and often release sperm at some distance from the nest. Therefore a TM could
benefit of a sperm that will be fast (RAP, VAP) and the NTM could take advantage of a
sperm that will stay active for a longer period (MOT, RLVAP). The relative total sperm
number was higher in TM, so NTM should benefit by having more concentrated sperm as
seen in bluegills (Burness et al., 2004). The significant difference in the index value of each
tactic reveals that such an integrative index i1s a good approach to investigate the

interactions among different sperm traits.



37
Reproductive tactic determination

Our results suggest that reproductive behaviour i1s not fixed in three-spined
stickleback. Many males that were classified as non territorial in the first trial became
territorial in the second trial and other males switch from territorial to non territorial. Thus
the social environment alone can induce a switch in the reproductive tactic of a single male.
These results are highly relevant since all previous studies that have attempted to correlate
some factors with territorial status have defined territorial males on the basis of a single
trial. Furthermore, most studies have examined territorial status by competing males in
pairs (Barber et al., 2001; Barber et al., 2000; Whoriskey, 1991; Zbinden et al., 2004). Our
results also revealed that the facultative territorial group of males (FTM) was a middle
group between non territorial and territorial males, therefore reflecting differences in
relative reproductive investment. This facultative behaviour in three-spined sticklebacks
may help explain why so little differences in sperm performance were found between males
with alternate reproductive tactics. Indeed territorial salmon and bluegill sunfish males
invest considerably more energy than sneakers in reproduction as they delay maturity for
many years, and hence selection on sperm characters should be stronger in these species
than in three-spined sticklebacks where the sneaking tactic is flexible and where there 1s no

delay in maturity in territorial males.

Sperm metabolism

Few studies have used sperm enzymatic activities as an indicator of sperm metabolic

capacity. In recent studies on human sperm, Ruiz-Pesini et al. (1998; 2000) found a positive
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relationship between aerobic capacity and sperm motility. Lahnsteiner et al. (1998a) found
a relationship between semen fertility capacity and malate dehydrogenase activity and
aspartate aminotransferase activity in rainbow trout. In the same study, they found that
sperm motility 1s also related to semen fertilization capacity. With the extreme and rapid
diversity of sperm traits generated by the selective forces of sperm competition (Snook,
2005), we expected to find differences between tactics as the metabolic capacity may
determine the energetic flux available for sperm motility. A recent study of bluegill has
found that initial sperm velocity was correlated with starting ATP level in spermatozoa,
suggesting that sperm competition has selected energetic capacity in the faster sperm of
sneaker males (Bureness et al., 2004). Our results show that there is no difference in the
enzymatic activity of CS (indicator of aerobic capacity and of mitochondrial volume) and
PK (indicator of glycolytic capacity) between reproductive tactics. Moreover, we found no
relationship between sperm velocity (VAP) and CS activity and an unpredicted relationship
with PK activity. Surprisingly, slow sperm with low motility have the highest level of PK
activity. We were expecting glycolytic capacity to be related to fast initial velocity. The
relationship found between sperm production and metabolism is the same as the one with
PK activity. We detected a highly significant negative relationship between sperm
metabolic capacity as expressed by PK and CS activity and three sperm investment
parameters (estimated total sperm number, sperm concentration per gram of gonad and
gonado-somatic index). These relationships indicated that the metabolic capacity of CS and

PK rapidly dropped as the sperm investment increased.
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Most studies on fish sperm metabolism have been performed on either cyprinids or
salmonids to develop cryopreservation techniques for the aquaculture industry. In our
study, we investigated the relationship between sperm performance and enzymatic activity
in a different model species, that allowed us to look at potential metabolic adaptations
associated to different reproductive tactics. The relative importance of the different
metabolic pathways is likely to vary between species (Dreanno et al., 1999). For example,
the sperm metabolism of the Danube bleak and the rainbow trout rely on glycolytic and
aerobic pathways (Lahnsteiner et al., 1999) while African catfish spermatozoids depend on
glucid and lipid oxidation (Mansour et al., 2003). In Atlantic salmon and bluegill, initial
ATP level favour sperm motility and swimming speed (Burness et al., 2004; Vladic and
Jarvi, 2001), but intuitively lipid catabolism and B-oxidation of fatty acid could be potential
sources of energy for the long-term request in three-spined stickleback sperm. This
indicates that different energy-supplying pathways can be involved in motility of fish

spermatozoa.

In our study the lack of relationship between CS activity and sperm performance
suggest that there is an excess of mitochondrial content to ful fill the energetic requirements
for motility. Considering the long duration of sperm motility, it is quite likely that
endurance instead of high power performance (fast motility) is a key parameter of sperm
physiology to optimize fertilization success in three-spined sticklebacks. Endurance
metabolism in animals usually relies, at least partly, on lipid oxidation and its rate may be

set by the rate of substrate mobilisation. The reverse correlation between PK activity and
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motility could therefore reflect space competition between lipid and glucid catabolic
pathways. Sperm respirometry analyses and the use of metabolic inhibitors would further
help to obtain a global idea of the major metabolic processes related to the spermatic

performance of this species.

Computer-assisted sperm production

The utilisation of a computer-assisted sperm analysis (CASA) has become
increasingly popular to examine sperm quality in fish (Burness et al., 2004; Dreanno et al.,
1999; Elofsson et al., 2003a; Elofsson et al., 2003b; Jobling et al., 2002; Lahnsteiner et al.,
1999; O'Connell et al., 2002). This new technology allows an objective and precise
investigation of sperm traits (Kime et al., 2001). The use of this system does not alleviate
comparison problems among studies. Rigorous details of different parameters (e.g. rapid,
medium and slow cells) as well as temperature of the stage or working room should be
provided. Sperm velocity should be expressed in sperm length per sec rather than absolute

value (um/s) to facilitate comparisons among species.

Conclusion

In conclusion, we showed that male three-spined sticklebacks with varying levels of
reproductive investment (NTM, FTM, TM) had no significant differences in sperm velocity
or percentage of motile sperm. These results are at odds with sperm competition theory that
predicts a greater sperm swimming speed and relative sperm production for NTM. NTM

lost a significantly smaller percentage of rapid sperm than TM over time thus it is possible
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that sperm duration may be an important factor for fertilization success in this species.
However further investigations are needed to verify if sperm can still fertilised eggs after

being active for as long as 10 hours.

The results obtained with the territorial spermatic index suggest that the interaction of
two or more sperm characteristics may be more important than considering the effect of
only one parameter at a time. It also revealed that the reproductive constraints should be

taking into account when evaluating the significance of sperm traits.

There was no relationship between sperm performance and the enzymatic activity of
CS and a negative exponential relationship with the enzymatic activity of PK. With the
limited knowledge in fish sperm metabolism, further work should shed light on how

metabolic pathways are involved in sperm motility.
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Fic. 1. Dicriminant function analysis of the three different reproductive tactics (NTM = non-
territorial males, n=30; FTM= facultative-territorial males, #=20; and TM = territorial
males, n=19) based on 10 out of 30 parameters available (Wilks’ lambda = 0.452,
P<0.001). Parameters: ALH = lateral amplitude, BCF = beat frequency, STR =
straightness, RAP = rapid percentage, SCPG = sperm concentration per gram of gonad,
RLVAP = lost of path velocity, LF = total lenght, GSI = gonado-somatic index, COL = fish

coloration, and CS = CS activity in sperm.
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Fic. 2. Relationship between condition index and gonado-somatic index for each male
stickleback (r=0.398, P<0.001, n=113). Non-territorial males (NTM, r=0.579, P<0.001,
n=44) are shown with open squares, facultative-territorial males (FTM, r=0.261, P=NS,
n=38) with grey triangles and territorial males (TM, r=0.085, P=NS, n=31) with close

squares.
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TasLe 1. Morphologic, spermatic and physiological characteristics for non-territorial
(NTM, n=44), facultative-territorial (TFM, n=38) and territorial (TM, n=31) males three-

spined stickleback. Values are presented as means and standard deviations.

Parameter Non-territorial males Facultative-territorial males Territorial males
% +S.D. xxS.D. % +S.D.
Morphology traits
Total mass (g) 2.55+0.80 2.47+0.78 2.70+0.77
Gonads mass (g) 0.09 + 0.04* 0.11+0.04° 0.1420.05°
Total lenght (cm) 6.65 £0.63 6.55+£0.61 6.69+0.60
Condition index (g / cm3) x 100 0.84+0.10 0.85+0.08 0.88+0.08
Gonado-somatic index x 100 3.48 +1.06° 4.44 +0.95° 5.29+0.89°
Visal coloration score 1.34£0.53 2.18+0.90 2.13+1.06

Sperm traits

Path velocity (pm/ s) 27.73£6.10 28.56 +8.34 28.93 £8.01
Progressive velocity (pm/ s) 23.94+6.98 2531 +8.51 25.86£8.14
Speed track (um/s) 49.58 £7.50 46.95 +10.72 47.14£8.51
Lateral amphitude (pm) 3.35+1.80 2.97+2.44 3,48 £3.58
Beat frequency (Hz) 31.55+6.49 31.54+7.32 32.40+£6.87
Straightness (%) 84.07 +9.03 84.16 £15.34 87.03+5.09
Motile percentage (%) 20.50+£13.39 20.74 £ 17.54 18.68 +17.62
Rapid percentage (%) 4.50+7.75 6.00 £8.52 6.55+11.83
Estimated total sperm number (10° spz) 65.91+55.12° 86.91+91.79™ 81.32£66.70"
Sperm concentration (106 spz / g gonad) 705.49 +455.68 740.79 + 586.79 558.90 £+ 362.65
Lost of path velocity (um/ sz) -0.38+£0.45 -0.50+0.44 -0.59+£0.39
Lost of speed track (um/ sz) -0.33+0.72 -0.41 £0.59 -0.57+£0.65
Lost of motile percentage (% / s) -0.62 £0.55 -0.48 £0.67 -0.54 £0.71
Lost of rapid percentage (% / s) -0.22 £0.39" 20.35+0.45" 0472067
PK activity in sperm (U / 10° spz) 0.30+0.38 0.13+0.07 0.15+0.06
CS activity in sperm (U/ 10° spz) 0.07+0.11 0.06 +0.09 0.05+0.05

Territorial spermatic index (s * g) 0.1220.16° 0.22+0.29° 0.28 £0.43°




45

Path velocity (um/ s)

0 T T T T
0h 00 5h00 10h00 15h00 20h 00

0 i T T T
OhOO 5h00 10h00 15h00 20hO00

Motile percentage (%)

Percentage of rapid O
spermatozoa (%)

0 T T T
Oh0O0O 5h00 10h00 15h00 20h00
Time post activation (h)

Fic. 3. Mean (+ SD) of A sperm path velocity (VAP), B percentage of motile sperm (MOT)
and C percentage of rapid sperm (RAP) at different time post activation for territorial males
and non territorial males. Between tactics, the rate lost of sperm velocity is nearly
significant (RLVAP, F 54=3.5, P=0.067, NTM > TM), non significant for the rate lost of
the percentage of motile sperm (RLMOT, F) s4=1.3, P=0.256) and significant for the rate

lost of the percentage of rapid sperm (RLRAP, F|33=7.5, P=0.009, NTM > TM).
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Fic. 4. Relationship between spermatic enzyme activity and A total sperm number
(TOTSPERM: PK; r= -0.732, P<0.001, and CS; r= -0.687, P<0.001), and B sperm
concentration per gram of gonad (SCPG: PK; r= -0.707, P<0.001, and CS; r= -0.740,
P<0.001), C and gonado-somatic index (GSI: PK; r=-0.476, P<0.001, and CS; rs= -0.332,
P<0.01). PK activity in sperm (n=77) are shown with close squares and CS activity in

sperm (n=80) with open squares for each three-spined stickleback male.
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Conclusion générale

La présente recherche avait pour objectif principal de déterminer dans un premier
temps si les males gardiens, malgré un investissement énergétique substantiel dans les
caractéres sexuels secondaires, ont une semence d’aussi bonne qualité que les males furtifs
qui n’investissent pas dans ces caractéres. Cette question s’insére dans un domaine ou
I’etude de la variation intraspécifique des caractéristiques spermatiques a été tres peu faite
jusqu'a présent. L’utilisation d’un autre model, comme I’Epinoche a trois épines, a permis
de découvrir que cette espéce ayant un sperme a grande longévité possédait des
caractéristiques spermatiques différentes des prédictions suggérées par la compétition
spermatique. En effet, nos résultats ne démontrent aucune différence significative
favorisant le potentiel reproducteur des males non-territoriaux quant a la vitesse de nage, la
motilité et la concentration en spermatozoides. Ce manque de différence ne peut pas étre
reli¢ a un manque de discrimination entre les tactiques de reproduction, puisque celle-ci a
¢té validée a I’aide d’une analyse multivariée. Toutefols, les caractéristiques déterminantes
de la paternité et la direction de la sélection de ces traits sont sujettes a varier entre les

especes.

L’Epinoche a trois épines est marquée par des phénotypes trés similaires entre les
différentes tactiques de reproduction. Ceci pourrait témoigner d’un phénomene évolutif
récent en cours de spéciation. Dans cette éventualité, cette espéce constituerait un excellent
modele pour la compréhension des pressions sélectives agissant sur les parametres

descripteurs du potentiel reproducteur. Ainsi, nos résultats présentent la production relative
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en spermatozoides (indice gonado-somatique favorisant les males territoriaux) parmi les
premiers parameétres discriminant les différentes tactiques. Les males n’ayant pas atteint
une certaine production pourraient opter pour une tactique de reproduction furtive. Nos
résultats semblent également indiquer que [Dinteraction de plusieurs paramétres des
spermatozoides pourrait avoir un effet amplificateur sur le potentiel reproducteur d’un
individu. Ces interactions permettraient aux méles non territoriaux d’avoir des traits
spermatiques leur donnant la possibilité de rivaliser avec les males territoriaux lors d’une
fertilisation furtive. D’autres analyses devraient donc étre réalisées pour connaitre I’impact

réel de ces interactions sur le succeés de fertilisation en milieu naturel.

Dans un deuxiéme temps, cette étude a cherché a déterminer dans quelle mesure la
capacité métabolique des spermatozoides est en relation avec la performance des
spermatozoides. En se basant sur le fait que l’activité enzymatique est a la base des
processus biochimiques fournissant I’énergie nécessaire a la motilité des spermatozoides,
une forte relation était attendue entre celle-ci et la performance des spermatozoides. Le lien
obtenu entre ces deux parameétres suggere plutét que Dactivité de la citrate synthase
(indicateur de cycle du citrate et du volume de mitochondrie) et la pyruvate kinase
(indicateur de la glycolyse) ne sont pas associées a la performance des spermatozoides.
Aucune relation n’a été décelée entre la citrate synthase et la performance des
spermatozoides alors qu’une relation négative a étonnamment €té€ observée pour la pyruvate
kinase. Les semences avec peu de spermatozoides motiles et avec une faible vélocité sont

donc celles ayant la plus grande capacité glycolytique. Ceci va a I’encontre de nos
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prédictions stipulant que la capacité glycolytique serait plus importante pour des
spermatozoides ayant une vitesse initiale de nage €levée. Suivant le manque d’information
sur I'importance, I’efficacité et le fonctionnement des différentes voies métaboliques des
spermatozoides, d’autres études seraient justifiées pour déterminer I’importance relative des
voies investiguées face a d’autres. Par exemple, la f-oxydation des acides gras serait une
excellente avenue d’approfondissement compte tenu que le sperme de I’Epinoche 4 trois

épines possede une tres longue durée.

Parallelement, notre étude a également démontré [I'importance des facteurs
environnementaux et comportementaux lors de la reproduction. L’évaluation du
comportement reproducteur a deux reprises a permis d’identifier un groupe intermédiaire
au deux tactiques de reproduction, soit des individus a territorialité facultative. Ces
individus ont changé de tactique suite a une exposition a un environnement social différent.
Cette méthode expérimentale pourrait faciliter la recherche de criteres discriminant les

différentes tactiques de reproduction au sein d’autres especes.
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