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VAB Vibration attractory behavior
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Introduction générale

Cette these est centrée sur 'étude du comporteamémal. La définition donnée par
le dictionnaire Larousse pour le mot « comportemerst d!lensemble des réactions d!'un
organisme qui agit en réponse a une stimulation veteuson milieu intérieur ou du milieu
extérieur et observables objectivemenBien que nous ayons |'habitude de penser que le
comportement nécessite des facultés cognitives et intellestpaltéculieres, cette idée nlest

pas totalement vraie. Tout dépend de l'échellegadie nous llobservons.

Certains « comportements » peuvent étre observésletedrus, des entités dont la
classification sous le terme dlorganisme vivant fait débat am dei la communauté
scientifique car ils sont incapables de se reprediguls. Lorsque le virus infecte une cellule,
deux cycles sont possibles : le cycle lytique, ou le virus integre son inimnnggénétique au
génome de la cellule puis détourne le fonctionnendenta machinerie cellulaire pour se
reproduire jusqu'!a destruction de I'héte ; et leleylgsogénique, ou le virus integre son
information génétique au génome de la cellule mste latent jusqu!a l'apparition d'un stress
cellulaire ou indéfiniment. Dans cette derniéresgubté, le virus protege la cellule contre
une autre infection virale dlune méme souche et la cellule copie llinformatada pendant
les divisions cellulaires. Certaines études onttnéogue les phages, des virus infectant des
bactéries, réalisent préférentiellement des cylgtigues ou lysogéniques en fonction de la
concentration de bactéries présente dans le milieu. Selon le systéltirey the winner », les
phages réalisent préférentiellement un cycle Igidprsque la population bactérienne est

importante.
























Introduction

| Le modéle Astyanax

Les travaux de ce projet ont été réalisés sur un poissorsté&d@@ocharaciforme :
Astyanax mexicanudl s!agit d'lun modéle animal de choix pour legdets de développement

et d'évolution. En effet, il existe au sein de cette espéce difféopesations.

On rencontre naturellement des populationsstlanax mexicanudans les rivieres
d'Amérique Centrale (figure 2B). Ces poissons soommunément appelés les tétras

mexicains. Cette population dite de surface (SF Bouface Fish) est présentée figure 2A.

Cependant, il existe d'autres populations ou morphotypes plus atypiliégure
actuelle, 29 populations cavernicoles (CF pour CaveFishAytginax mexicanusnt été
découvertes. Elles vivent dans différentes cavernes et réseaux aquatiqueaiseute la
région de la Sierra Del Abra, au Mexique (figure 2D) et sont toutes dépigrmeaté

dépourvues d'yeux (figure 2C).

Comme le montre llarbre phylogénétique de la figure 3, le poisson modéle létudié
plus proche de Astyanaxest le poisson zebi@anio rerio. Ce dernier est un cypriniforme.
Les characiformes et les cypriniformes ayant divergé il y a envififtha 200 millions
dlannées, le poisson zébre est tout de méme relativement éloigné denodéle (Briggs,
2005; Near et al., 2012; Peng et al., 2006) mérde siombreuses comparaisons et références

entre eux sont tres utiles.






I.1 Origines des populations cavernicoles

Il est important de savoir qu'a llorigine les populations cavernicolds stirface sont
issues d!une méme population qui vivait en surface. dibgurs, certaines populations
cavernicoles sont apparues suite a des événemeléjsendants (Bradic et al., 2012; Jeffery,
2001; Sadoglu, 1956; Strecker et al., 2004).

Les études phylogénétiques d!Espinasa et Borowsky sappqulil y a eu a llorigine
au moins deux invasions des grottes : dans la région 1l étda région Micos (cf. carte de la
figure 4A). Les poissons se sont adaptés a la vie cavermtont colonisé d!autres cavernes
avoisinantes via les réseaux souterrains. Les lsshtdifféerences phénotypiques existantes
entre les populations dlune méme région peuvent étre expliquéatepavenements de
réhybridations avec des poissons de surface, lactg@ naturelle induite par les
environnements cavernicoles légerement différents et I'accumulation dgomsigénétiques.
Par ailleurs, l'analyse des séquences microsatellites gegafions Pachon, Tinaja et Curva
(de la région EI Abra) montre que ces populationsumet origine commune (Strecker et al.,
2004). Il semblerait qulau début du Pléistocenepgé entre 1.8 millions d!années a 11 000
ans avant notre ére (figure 4B), les variations climatiques furémtigine de I'extinction des
Astyanax de surface dans les régions mexicaines. Les Céieges dans les grottes,
survécurent. A la fin de cette période glaciere, les rivieres faembouveau colonisées par
des populations distyanaxde surface. Lors de cette recolonisation, des r8alerent les

cavernes de la région Guatemala.

Dans une récente étude présentée dans la figure 4C, Bradic propose |'exdssenc
moins cing évenements de colonisation : trois évenements indépendants dagisnaEl
Abra réalisés avant le Pléistocene par les « anciennempulations de SF et deux
evenements, dans la région Micos et Guatemala, réalisés par leatipoguhctuelles de SF
(Bradic et al., 2012). On estime ainsi que llapparides populations cavernicoles date de

100 000 ans a trois millions d!années (Strecker et al., 2004)


















[.2 Comparaison morphologique des morphotypes

[.2.1 La perte de I'"il

Le caractere le plus marquant lorsqulon observe Agtyanax cavernicole est

certainement llabsence d!yeux (figure 1 et 4A).

Normalement, les yeux des vertébrés se développent adé@viaginations bilatérales du
tube nerveux antérieur, les vésicules optiquesséi des vésicules optiques, les cellules
proximales forment la tige optique et se différencieront en cellules glialesrf optique,
tandis que les cellules distales forment deux couchesaelle optique et se différencient
plus tard en cellules neurales et en épithélium pigmenté dénla figgure 8). Clest
€galement ce qui se passe chéstyanaxAlunni et al., 2007). Chez les téléostéens et les
amphibiens, les progéniteurs rétiniens multipotents iamis dans la zone marginale ciliaire

(CMZ), dans la partie la plus antérieure de la rétine.






[.2.2 La perte de la pigmentation

[Eeffery explique que la diminution voire la disparition epimentation des CF -
DS CaraciSte des blus marquant (cronguiy: 44 1. 200 EICOIOTation GESISEY - 1
bermet de’se protéger de la lumiere, de se camoutler et de recotmaitigividus dedle|
I < s (Protas anceGs (G- -
Elantaveugles;1es CEe peuventutiliserce temecbnnaissani
[TesAsiyanaxpossedent iiois types de cellules piamentees i Ies MEBkNSSDOIL:
|lesTifidophores argentes etles xanthophores Oranaamce OA). LS CF ont Deu ouDat «

melanophiores, 'ces dermiers contenant peu voire anetanine. Cela expligue [a coul - .1
foséeTdeTieurs corps. \La  majorite des poiSsons e Pathi Molino Sont totaleme -

ces

on

H






mélanine qulils contiennent. Dans ce cas, les cellule®nepas noires mais plutdt mar

. En revanche, les croisements entre les SF et les CF ont perrmsif@iidgeux log

responsables de la perte et de la diminution de la pigmentafica2 (oculocutaneo

D6) Mtrl (melanocortin 1 recepto D09

deux genes interviennent dans la synthese de Enimé

En effet, comme le montre la figure 98¢ca2 est un transporteur de la L-tyros







Comme le montrent les différents exemples précédérd CF ont subi des « pertg

au niveau morphologigue. Cependant, les exemplésarga vont présenter certai

modifications majeures et « constructives » de la morphologie d

[iombre de dents résertes au Niveal des 0S elEst DIUS IMportant chez 16s CEet] - i
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[.2.4 Le systéme gustatif

Au niveau de la bouche du poisson, les CF ont non seulement des machwires pl
larges et plus saillantes que les SF, mais il yssiades différences au niveau du systéme
gustatif. Les papilles gustatives sont les structures sensompeliasettant la perception du
golt lors dlun contact avec des molécules présentes dans lferarment. Elles sont
présentes principalement sur les levres, dans la bouche et daharyexp Bien que la
structure d!une papille gustative soit identique chez toutes les popsldJeffery, 2001,
Varatharasan et al., 2009), elles sont bien plus nombreusesesh€F I(figure 11). Lors de
croisement entre des SF et des CF, les étudesanitéru!il existait une corrélation inverse
entre la taille de I'"il et le nombre de papilles gustativesggérant un échange sensoriel

entre les systemes visuels et gustatifs (Yamamoto et @R) 20

1.2.5 La ligne latérale et les neuromastes

La ligne latérale est un systeme mécano-sensoiskept chez les amphibiens et les
poissons. Ce systéme est sensible aux mouvemeras dans le milieu environnant, ce qui
permet notamment a I'lanimal d!éviter les obstacles, de détecteogEsqur ses prédateurs et
de nager en bancs sans visibilité : il slagit e@tgment d!'une forme de « toucher a distance »
(Ghysen and Dambly-Chaudiere, 2003). Le systeme de la ligérmale est composé d'un
ensemble d!organes superficiels, les neuromastemges en lignes. Certains neuromastes

sont aussi présents sur la peau de la téte.

Les neuromastes sont des structures sensorielles dontctiofoast de détecter la
variation de la pression hydrostatique, comme par exemple aux atlorts paroi ou a
proximité d!un autre poisson. Ces structures fonctionnent sur le méme principgogjue

cellules auditives. Chaque neuromaste est composé desdliliges entourées de cellules de



Figure 12 : Les neuromastes et leurs répartitions chez le ssion zébr

(A) Schéma d!'un neuromaste en vue latérale. (B) Photographie d!un astean vue latérale. ({
D) Vues latérales, dans deux plans focaux, d!lun neuromaste énaagle fluorochrome 2-Di- 4-A
(qui slaccumule préférentiellement dans les cellules ciliées){E latérale d'un embryon de pois
zebre de 48 h. Les notations L1 a L5 indiquent leg noeuromastes de la ligne latérale postérie
notation « term » correspond aux neuromastes terminaux. D!aprés (Gimgs&ambly-Chaudié

Marquages des voies olfactives primaires de SF (A) et de CpafB)es cristaux de Dil appliqués
['épithélium olfactif. Cette molécule, liposolublglinsére dans les membranes et, dans le d

neurone, marque les projections axon
Abréviations : épithélium olfactif (eo), nerf olfactif (no), bulbe olfa¢id) et télencéphale (t

Dlaprés SR et YE, données non publ




[.2.6 Le systéeme olfactif

L!organisation du systeme olfactif est similaire enére populations de SF et CF. En
effet, comme le montre la figure 13, I!épithélium olfactif présamisdes narines des poissons
est relié aux bulbes olfactifs, la partie la plus aetée du cerveau, via les nerfs olfactifs. Des

fibres secondaires conduisent ensuite llinformation vers le télencéphatbestdéphale.

Cependant, la taille de certaines régions est modifiée. En effgthBlium olfactif est
plus étendu chez les CF (Jonathan Bibliowicz, desmie I!équipe non publiées) et les bulbes
olfactifs sont plus gros. La variation de la tadle nerf olfactif (plus long chez les CF) peut
sans doute étre expliquée par la modification deotené du crane et la nécessité de relier
['épithélium olfactif au bulbe. Cependant, les ébisecondaires dans le télencéphale semblent
plus diffuses chez les CF.



Figure 14 : Changement de la consommation d!loxygene en période de j



[.2.7 Modification du métabolisme

Les'CF consomment plus de glycogene, de triglycdidie protéine que Ies SE (S /in
etTal.,"2010)."Malgré cela, Ceux=Ci Tesisterontumier une periode de jedne que el S~
).

Les CF nlont pas seulement subi des modifications maygiaples et physiologiques.
Leur comportement a également varié au cours dellon. Cela sera discuté plus loin au

cours de la partie « 1.4 Le modéstyanax mexicanue la biologie du comportement ».

Pour mieux comprendre comment ces traits morpholegiaqut changé au cours de
['évolution, il est nécessaire d!avoir une approdadype Evo-Dévo. En effet, les différences
présentées précedemment sont pour la plupart iseue®difications fines du développement

des premiers stades embryonnaires.



Figure 15 : La formation du tube neura




[.3 Notions de développement chez les vertébrésle$ poissons téléostéens

Le développement d!lun organisme est un sujet vaste et complexe. Leggdoirné
dessous présentent la mise en place du systeme nervewertiEsrés. Les spécificités

développementales des poissons téléostéens seront égalementgrécisé

[.3.1 Le développement précoce du systéme nerveux

Le systeme nerveux central des vertébrés est forméiagiane structure appelée la

plaque neurale qui apparait dans un épaississement @eldieoe a la fin de la gastrulation.

La plaque neurale se développe ensuite par des monteosdulaires pour former un
sillon puis la gouttiére neurale. Les parois dgdattiere vont converger llune vers llautre et
fusionner pour former un tube clos : le tube ne(ofalfigure 15). Chez les téléostéens, le tube
neural ne se forme pas tout a fait selon le méneenctement. Comme le montre la figure
15A, la plague neurale slinvagine au niveau deigael médiane, s!affaisse et forme une
structure de l'apparence d!une quille (keel formation) puis se referme afin de tovengge

neurale (neural rod) puis le tube neural (Clarke, 2009).

Lors de sa fermeture, une partie du tissu est sgpwers llextérieur et formera les
crétes neurales, structures qui se développeraniapauite pour former entre autres le
systeme nerveux périphérique, et la majorité desllosrane et de la face et les cellules

pigmentaires.






ent le cervelet et la méd

La formation de ces vésicules est globalement semblable dhegemble dé

ertébrés. Cependant, par la suite, le développetetilencéphale des poissons téléos
est particulier. En effet, comme le montre la figure 16B, |lxler les autres vertébrés
hémisphéres télencéphaliques se développent setonprocessus dlévagination,

télencéphale des téléostéens subit un développemenvgraio@ (qui signifie #croissa

vers llextérieur #) : le télencéphale bourgeonne latéralement et seetivieeix hémisphé

sléloignant llun de llautr 006). Néanmoins, a llaide udie | b

patrons d!expression des génes au cours du développement, oarpeyrs

des sous-régions homologues entre les téléostéeles enammiféres dont le cerveau

beaucoup plus étudié (figure 16B). Wulliman et somgg ont combiné chez le poisson z

Danio rerio les études des patrons d!expression, de la patidd et de la migratig
pour définir précisément une carte diertééphal

différences apparaissent entre les mammiferes et les téléosidigmsaux mouveme

morphogénétiqgues, comme la modification de la polatédé hémisphéres : ainsi, la p

dorsomédiane du télencéphale précoce reste a la méme place durant liévagia

mammiféres (clest le futur hippocampe) alors gu'elle se place ebdél€ostéens en pa

dorso-latérale apres une éverg

Dlautres auteurs

un mouvement « postéro-latérs






1.3.2 La régionalisation du systeme nerveux est ssullinfluence de voies de

signalisation

La régionalisation du tube neural est une phase primordiat&deioppement. Les
axes antéropostérieur (AP) et dorso-ventral (DV) sontitng®rtants pour que le systeme
nerveux se forme correctement. lls sont déja en place au stade piagake. En effet, des
centres organisateurs dits « secondaires » se forment a des posémssspen fonction de
ces axes. On appelle centre organisateur certamgpes de cellules qui vont sécréter des
molécules. Ces signaux permettront aux cellulessaantes d!obtenir une identité et donc de

se différencier.

Scholpp définit les organisateurs commein«groupe spécifique de cellules qui
influence le développement direct des tissus anani$s par la sécrétion de molécules de
signalisation. »L!organisateur est défini par six critéres ; (1) La molécule de signafisa
active est produite par une petite population diiles bien définie. (2) L!ablation de cette
population de cellules conduit a un défaut de dénmment des structures alentours. (3) La
population de cellules greffées a une position ectopique compétente pro\oduetion de
structures ectopiques. (4) Les organisateurs permettent de chargeructure spatialement
simple en un champ diversifié et complexe. (5) Ladpotion ectopique des signaux
principaux est capable de mimer les fonctions majeuré®dmnisateur. (6) L'efficacité des
organisateurs dépend du moment de leurs apparitionmode de propagation de la molécule
signal et de comment leurs signaux sont convertigéponses spécifiques par les tissus
cibles. (Scholpp and Lumsden, 2010).

En fonction de la position d!'une cellule au sein du tube neural, son idailitiire
variera car elle ne sera pas soumise aux mémes conadraties molécules
« morphogenes ». Un facteur morphogéne affecte I'expredsis génes au sein d'une cellule
cible de maniére dose-dépendante, la concentratida oholécule diminuant avec la distance

séparant la cible de la source. Pour expliquer le fonctionnementa@écules morphogénes,


















[.3.3 Modulations développementales chez Iéstyanaxcavernicoles.

De subtiles variations ont été décrites entretketbppement précoce dastyanaxde
surfaces et cavernicoles. Certaines peuvent rezaimgte des changements morphologiques
observés chez les larves et les adulte&styanaxest donc un modéle de choix pour « ['évo-

dévo ».

1.3.3.1 La perte des yeux

Comme décrit précédemment, durant les premietdestde I'embryogenése, les CF
possedent tout d'abord des yeux qui sont dlappareagnale (Alunni et al., 2007), méme
slils sont légerement plus petits que ceux des SF et qulilssseqent pas le cadrant ventral
de la rétine (Pottin et al., 2011). De plus, it&@montré que le cristallin entre en apoptose a
partir de 24 heures aprés la fécondation, entrainant la dégénéresceneedgparition des
yeux (Yamamoto, 2000).

Pour démontrer que llapoptose massive du cristalimit bien la cause de la
disparition de I!"il, Yamamoto et Jeffery ont réalisésltransplantations de cristallin entre les
populations dAstyanax Ils ont cherché a savoir si l'apoptose du cristallin étaét cause ou
une conséquence de la dégénérescence des yeux gulatrtamd un cristallin SF sur un
individu CF avant l'entrée en apoptose du cristaléitifnlls ont ensuite observeé le devenir de

I'"il. Si l'apoptose est une conséquence de la dégénérescence, alostdbicrile SF entrera






DO2):; ble
méme fonctionnel et e poisson nlest plusTaveudBrisiophe Guibal,"communicat -
personnelle) mais'aénéralementies CEiransplassids pondent pas & des stimuliIumir 1<

(Romero et al., 2003). A llinverse, la transplantation d!un cristallin de CF dans de SF
conduit & la dégénérescence de ce dernier et hanofype « sans "il » a I'age adulte (figure
22B).

Par ailleurs, la méme équipe a aussi démontré que |gmopmtu cristallin était
indirectement lié a llexpansion du territoire d!eegsion chez le CF de deux facteurs
morphogénes : Sonic hedgehdshly et tiggy-winkle hedgehogtwhh) (Yamamoto et al.,
2004). En effet, comme le montre la figure 22E et 22F, on wbsane disparition du
guadrant ventral de I'"il, comme chez le CF (Pottinadt, 2011), puis une dégénérescence
complete de I'"il de SF apres une injection de I'ARNde Shhet Twhh Ces expansions
d'expression des facteurs Hedgehog ont lieu de maniére préfcosed!autres conséquences
sur le développement du cerveau des CF, entre autda ségionalisation du cerveau et la

prolifération du télencéphale et du diencéphale.

1.3.3.2 Modifications de la régulation des voies de signalisation et lexmsséquences

Comme présenté dans les parties 1.2.3 et .2.4, le&¥edent des machoires élargies
et plus de bourgeons gustatifs que les SF. Llextension du territoire d!eaprdesEhh est
située au niveau de la région oraux-pharyngialé ¢gaotiendra plus tard les méachoires et les
bourgeons gustatifs). Yamamoto a montré que laaiggation Shh contrdle le développement
des machoires et des bourgeons gustatifs (Yamaetatb, 2009). En effet, une injection du
transgene Shh chez le SF conduit non seulement a la dégénérescelicmaie Hussi a une
augmentation du nombre de bourgeons gustatifs et de la largeur desgresaghbinverse,


















I.4 Les outils utilisables chez ledstyanax

[.4.1 Outils pour les analyses développementales

Les Astyanaxsont des ovipares. Les pontes des "ufs se produisent généralement
pendant la nuit. L!oviparité est un avantage cenaiur les études développementales car le
développement des embryons est externe. De plus, lesstufistransparents ce qui facilite

les observations et la réalisation de marquages histolegjidigure 26).

Les Astyanaxse développent de facon tres similaire aux autres especes modeles

poissons. Cependant, leur développement est extrémement rapide : kadgeases












1.4.2 Les outils génétiques

A I'heure de la rédaction de ce manuscrit, le géndmé#Astyanax mexicanus!est
pas connu. Cependant, un projet de séquencage pour le génometd#eSE- de la caverne
Pachdén est en cours d&ienome Institute at Washington Universdly (Saint Louis) les

premiers résultats devraient étre disponibles aux alentours de mars 2013.

En llabsence de génome, certaines études de gémétig été réalisées sur les QTL.
Un QTL est un locus de caractére quantitatif (alatén deQuantitative Trait Lodi. Il slagit
d'une région plus ou moins grande d'ADN qui esbitgment associée a un caractere
guantitatif, c'est-a-dire une région chromosomique ou saatis&s un ou plusieurs genes a

l'origine du caractére en question.

Ainsi, en étudiant la ségrégation de caractéres dlintérét au couggriasitions et en
corrélant le génotype et le phénotype, on est dapdb déterminer le nombre et la

localisation des QTL impliqués dans I'évolution d!un caractére donné.

Par exemple, I'analyse QTL de la perte de la pigmentales CF a permis de mettre
en évidence plusieurs genes candidats, @oaRetMcrl (figure 27). Un autre exemple est la
dégénérescence de I!"il du CF. Les études de Protagermis de montrer que la perte des
yeux est un caractére complexe. En effet, au mi#n@TL sont impliqués dans ce phénotype
(Borowsky, 2008a; Niven, 2008).

L!étude des populations hybrides permet également d!étudier la coempédion
fonctionnelle de certains caracteres. Un trait mandg est la restauration des yeux des
populations hybrides de populations cavernicol@esn@e le montre la figure 5, les hybrides
obtenus par des croisements de deux populatioreyriasles possedent des yeux, bien que
plus petits que ceux des poissons de surface (BorowskyaR0O8tte complémentation

fonctionnelle montre que la perte des yeux nlest pas quéepar des mutations au sein des






[.4.3 Les outils transcriptomiques

Notre équipe a géenéré des banques d!ADNc (ADN compitine) pour les SF et les
CF de Pachdn. Plusieurs banques de SF et de CEEaydréérées : 6 a 16hpf, 24 a 36hpf, 48 a
60hpf et des poissons de deux semaines. Ces stades doivent permefitie d!'éudier le
transcriptome au cours des évenements majeurs du développement maisegégale
désigner les difféerentes étapes de la dégénérescence de Hil @istallin chez les CF. Au
total, 200 000 clones ont été séquencés et sont conservés auolehocainstituant une
ressource précieuse pour la communauté scientifique. En utilisantqeenegs, I!'équipe a
pu réaliser aussi les premiéres comparaisons algréchelle des séquences des différents
morphotypes (Hinaux et al., 2013).

L'analyse de ces séquences montre un taux de polymorphisme jbliesdans la
population CF Pachoén par rapport au SF. Ce faél& est probablement dd, d!une part, au
petit nombre dlindividus peuplant la caverne. Les liens denpé&rentre les poissons sont
forts, diminuant donc le polymorphisme. D!autretpenvironnement cavernicole constant
peut aussi provoquer des pressions qui ont séteetioertains alléles, diminuant également le

polymorphisme.

Le nombre de différences fixées dans les séquarumkentes des individus des deux
populations est assez faible. En revanche et de facon intéressanferterproportion des
genes CF mutés correspond a des genes connus pour avoir un liend@éxeddppement du

systéme visuel chez le poisson zebre (Hinaux et al., 2013).






Il Le comportement animal

[I.1 Quelgues éléments d!histoire de la biologie duwomportement et de

l'éthologie

Bien que les études scientifiques du comportenm@nta soient relativement récentes
(XVllleme siécle), I'homme a depuis toujours etk comportement animal. En effet, a
['époque préhistorique, connaitre les « habitudes » des animaux permettdibrames

dlaugmenter leurs possibilités de manger tout emindiant les risques d!étre mangés.

[1.1.1 Définitions d!lun comportement

I est difficle de donner une définition précise!ud comportement.
Etymologiquement, ce terme dérive du verbe latomportare qui signifie transporter.

Dlapres le dictionnaire Larousssymportement : (hom masculin) Maniere de se comporter,






[1.1.2 Evolution de I'étude du comportement

« Le comportement » est un vaste sujet d!étude quliqoe différentes approches. En
effet, il est possible dlune part d!observer les réast@nimales dans leur milieu naturel et
dlautre part de soumettre les animaux en laboeatides tests tres simples ou au contraire
complexes allant jusqu'a la résolution d!'équationsCla raison pour laquelle on parle non
pas de la science du comportement mais des scidnagsmportement. Pour illustrer cela, la
figure 28 présente en partie les différents domaines d!étude ayant un lienleavec

comportement ainsi que leurs interconnexions. Il fautrripte dans ce schéma, I'analyse du






[1.1.2.1 L'étude du comportement dans le monde antique : Aristeitée mentalisme

A cette époque, deux grandes figures cherchent a comprendre llorigine du
comportement. Le premier est Platon (427-347 avant JC). |l sépare llespyij est a
llorigine des pensées et des comportements, et le corps. Dans regtésentation,
l'expérience sensorielle nla que peu dl!influence sur la connaissance lleati agest

atteignable que par la raison.

Le deuxiéme est Aristote (384-322 avant JC). lldiora théorie du mentalisme.
Aristote organise llensemble des organismes comsousl!échelle des étres. Cette vision
donne une continuité et une complexité croissanteedes plantes végétatives, les animaux
sensibles et les hommes pensants. Dans cette théorie,dtdmeorps sont réunis, le c"ur
étant le siege de l'ame. La connaissance est lilgp@arentissage des lois qui gouvernent la
nature. L!ame ne peut comprendre ces régles et appréags bonnes réactions que grace a
l'lexpérience sensorielle. Cette expérience peut étme acquise par les animaux et les






[1.1.2.2 Descartes et le dualisme

Clest seulement au XVlleme siécle qulune autre théorie vient slopposer au
mentalisme. Dans Idraité de I'Homme le premier livre consacré au cerveau et au
comportement, René Descartes (1595-1650) proposa une nouvelle explication du
comportement qui attribuait au cerveau un role irgmt. Descartes placa le siege de I'ame
dans le cerveau, précisément au niveau de la glandal@, et fit le lien entre le cerveau et le
corps en considérant que I'ame et le corps étaientmtéss séparées mais interconnectées.
Le terme de dualisme vient de la séparation de a@s elatités. Dans la premiére phrase du
Traité de I'Hommel explique que les étres humains doivent étre compdaésegprit et d'un

corps :

Je dois d!abord vous décrire séparément le corps ¢gmprend le cerveau) : puis
également de maniere séparée, Ilame ; et finalement,igevdas montrer comment ces deux
substances se doivent d!étre reliées et unies pour constituétrésshumains” (Descartes,
1664)(Figure 29)

Pour Descartes, llesprit commande au cerveau de faire en sorte que de corp
fonctionne. Les fonctions vitales sont réalisées de mam@atonome par la mécanique du
corps mais tous les actes volontaires proviennantedveau. Pour lui, le corps fonctionne
comme un automate grace a un jeu de pression dddidquterne au corps. La glande pinéale
étant proche du ventricule cérébral, il suffit de faire varier ésgpon du liquide pour faire
fonctionner les muscles de maniere volontaire. Ainsi, si un corps nlasaifigsprit, il aurait
été incapable d!utiliser un langage ou d!avoir aisannement cohérent mais pourrait tout de
méme survivre. Cela fut llexplication des maladiesntales et cette idée est a llorigine de

l'lexpression frangaise « avoir perdu llesprit ».






[1.1.2.3 Darwin et le matérialisme

Le dualisme de Descartes fut renversé au XIXeme siectgleStDarwin (1809-1882)
analysa finement le comportement animal en milieu naturel et gatraeaux il modifia
profondément les méthodes et les implications de l!létude duartement. En effet, la
célébre théorie de I'évolution est également valapbur les comportements. Chaque
comportement dérive d'un comportement ancestral qui a été mualifleadaptation et par la
sélection naturelle. Tout comportement est directement contrélé eparerveau, sans

intervention d'ame ou d'esprit ; clest le matérialisme.

Le comportement humain dérive également des comportements ancestraur. Darw
explique dang he expression of the emotions in Man and anirh&Xpression des émotions
chez I'homme et les anima@k872) : Avec les humains, certaines expressions, comme le
hérissements des poils sous lleffet dlune terretnréme ou l'exhibition des dents a cause
d'une rage furieuse, ne se comprennent que difficilersauf si l'on croit que I'homme a
existé un jour dans une condition trés infériewanparable a celle de llanimal.

A partir du matérialisme, dlautres courants d!ésudet été formés pour analyser le

comportement animal. Le premier courant qui en découla fut I'évolutionnisme.






[1.1.2.4 L!évolutionnisme

Le terme d!évolutionnisme apparait vers la moitié du XIXéme siédepédre de
['évolutionnisme est Herbert Spencer (1820-1903). Roultévolution est un phénomene qui
transforme forcément les éléments dans le sens d'une différenciation ebrdjanesation
croissante, de llincohérence vers la cohérence. Alheinme des cavernes ne vivait que de
la chasse et de la cueillette dans une époque devagerie ». Puis, a l'époque de la
« barbarie », les hommes ont appris l!art de lladfuice et de I'élevage. Enfin, I'époque de la

civilisation arriva avec llapparition du commerce, dedlistrie et de la science.

Spencer slopposa a Darwin sur de nombreux poirgscdite confrontation naquirent
deux grands schémas de pensée. Dlune part, Alfred Espinas (1844-1922) suivit le
raisonnement de Spencer. Il proposa de regrouper lesésoaiémales suivant leurs fonctions
et non selon la taxinomie de l'espece. Les sociétés animalesdsontclassées selon
['lavantage qul'elles procurent aux individus (Espinas, 1878). Par exemple, le re@oupem
des femelles hippopotames autour d'un méle a pour réle ladtegpian et la protection des
petits alors que dans le cas des lionnes, les regroupem@naussi un role alimentaire car
elles chassent ensemble. Le classement se faindgat en fonction de llenvironnement

naturel dans lesquels les sociétés évoluent. Ce concept est a la base de @Aageioéc

Dlautre part, le cheminement de pensée de Darwin fut suivi entre antféeprge
John Romanes (1848-1894). Pour lui, le comporterdestanimaux est analogue a celui des
humains et les états mentaux sont aussi présents chez les artaraexemple, les poissons
peuvent étre jaloux et en colére alors que lesagiseessentent de la fierté et les singes
peuvent ressentir de la honte et des remords edecasauvais comportement de leur part.
(Romanes, 1888).






[1.1.2.5 Le behaviorisme

Conwy Llyod Morgan (1852-1936) pose les bases du befiswvie en publianfAn
introduction to comparative psychologpans cet ouvrage, il décrit le concept que Ilon

appellera plus tard le canon de Morgan.

Le canon de Morgan fonctionne comme le principe de parcimok@st-a-dire qulil
faut privilégier les hypotheses les moins couteuseterne de présupposition. Cela a pour
effet d'éliminer les facteurs d!émotions et de sentiments, limitast ikdanthropomorphisme.

Ainsi, le behaviorisme se rapproche de Descarteduemécanisme. Ces études ne
slintéressent pas aux circuits sous-jacents des padements mais slintéressent
principalement aux mécanismes de llapprentissage. Elles éeaibldes connexions entre les
différents stimuli et les réponses occasionnéemnSedward Lee Thorndike (1874-1949),
['"apprentissage se fait via un systéeme « essai-erreursagees accidentel ». Clest-a-dire que
lorsque un animal est face a un probleme, il teantifférentes solutions au hasard pour
résoudre le probléme jusqu!a trouver llaction cqgrinpet de le résoudre. Par la suite, ['animal

mimera ces gestes lorsqulil sera de nouveau cdéfeoane situation similaire.

Pour les opposants du béhaviorisme, les études sont réalisées damsditems de
laboratoire extrémement contrblées et dans destisihs trop simples comparées a
l'environnement naturel. De plus, les études samiéas sur un tres faible nombre dlespeces,
tel que le rat, la souris et la grenouille, quipesent pas de probleme pour ['élevage en
laboratoire. Par ailleurs, le béhaviorisme estgeatains aspects trop réductionniste pour






[1.1.2.6 Le cognitivisme

Le cognitivisme est un courant de pensée qui aedeptistence de processus internes
a llanimal et non observables qui permettent llirdégn dlinformations extraites de
I'environnement. Edward Tolman (1886-1959) est llun desdtuas du cognitivisme. En
refusant de réduire la flexibilité du comportement animal & une chaisenudi/réponse, il
démontre que llanimal réagit dans un but précis. Par exemple, la majesit@nimaux
sauvages, hors période de chasse, nlattaquerordipgisa possibilité de fuir. Llagression
nlest qu'une solution de dernier recours. Par ces travaux, Tolman démontra qu!un rat placé

dans un labyrinthe allait en faire une carte cognitive.

We believe that in the course of learning, sometHikg a field map of the
environment gets established in the rat's brain ...iWlceming impulses are usually worked
over and elaborated into a tentative cognitive-lik@p of the environment. And it is this
tentative map, indicating routes and paths and environmental relationshipsh finally
determines what responses, if any, the animal will reld2sgrées (TOLMAN, 1948)

Au cours de l'apprentissage, quelque chose comnee aamte d'état-major de
I'environnement s'établit dans le cerveau du ra) €'élaborant en une carte cognitive #a
'essai# de l'environnement. Et c'est cette caem@pbraire, indiquant les routes et les
relations environnementales, qui finalement détermine quelles répposgentielles I'animal

va pouvoir donner.

Il posa ainsi les bases des études de localisapiatiake. Ce sujet a été repris par
David Olton. A llaide d!un labyrinthe radial (figur®A), il a montré que le rat mémorise les

bras qu!il a déja visité afin de rechercher pliEatement les récompenses alimentaires






[1.1.2.7 La réflexologie

Comment parler du comportement animal sans présenter les travaux d!lvew Pavl
lvan Pavlov (1849-1936) fut un médecin et physiologiste russe. Il réalisa desegpgrsur
la fonction gastrique du chien en mesurant et analylsasalive produite dans différentes
conditions. Clest suite a ces travaux qulil recut le prix Nobel de nmédeci 1904 en
reconnaissance de son travail sur la physiologgedtive, grace auquel la connaissance sur

les aspects vitaux du sujet a été transforméeaegiél »

Ayant remarqué que les chiens avaient tendanctvarsavant d'entrer réellement en
contact avec les aliments, il décida d'étudier finement cette a@aé&n variant les stimuli
précédant la présentation des aliments, il se rendit compte qbéte € sachant » que la
nourriture allait arriver lorsque les stimuli étaient présesés mettait a saliver avant tout
contact avec la nourriture. C'est ainsi qu'il déecibules principes de l'acquisition des
« réflexes conditionnels » - c'est-a-dire, les répsngflexes, comme la salivation, qui ne se
produisent que de facon conditionnelle dans deslitons expérimentales spécifiques chez

I'animal.

Une anecdote de I'histoire des sciences est que Pavlov utilisariess « réflexe
conditionnel » qui fut mal traduit du russe et que les sfigmdis découvrirent comme
« réflexe conditionné ». Clest la raison pour lagualh parle de conditionnement d!un

animal.

Dlun point de vue des courants de pensée, le conditioent et le réflexe
conditionnel de Pavlov permettaient de reprendmgulte du concept du behaviorisme ou un
comportement est une réponse donnée a un stimulus, @tislus qui, dans le cas présent,

a été appris par expérience.






[1.1.2.8 Le conditionnement Skinnerien

Les études de Skinner (1904-1990) contribuentaaalyse et la modification du

comportement des animaux en fonction de I'environnement auquel ils sont exposeés.

Le conditionnement de Skinner est aussi appeléitondement opérant. Clest le cas
lorsque l'animal peut interagir sur son environnement. Par exemple, commantee ra
figure 31B, un animal peut apprendre a appuyer sur un levier lorsque celui-ci regoit une
récompense en retour, méme si cette derniére nlarrive pas ygté&ment. On parle alors
d'un « renforcement » de ce comportement. L!anpeak apprendre a ne réaliser l'laction que
dans certaines conditions (si le voyant vert shaluet/ou si un signal sonore est émis). A
llinverse, certaines actions peuvent étre inhithé@esjue la réponse est aversive pour llanimal
(jet d'eau ou d!air, choc électrique, $). On parle alors non pas de « renforcemeis xle

« punition ».

Les différents mécanismes dladdictions proviennent directement des conditemse
opérant. Par exemple, en cas de manque de nicotine, larfumeessentir le besoin de fumer
car ce geste lui procure habituellement « la récosgena savoir une dose de nicotine dans
ce cas. Skinner montra également qulil en est deargbur les superstitions. De fait, lorsque
des pigeons sont isolés et nourris a des intervalles des textii@mement réguliers, ceux-ci
vont développer naturellement différents comportements qui leur seront perséamels.

suite, ils répéteront les « comportements superstitieux » pour otdéelaimourriture.

Ces travaux slopposent au reflexe pavlovien car ici llappraggssalest pas passif
mais au contraire actif. Les actions volontaires ne sont donc pas esciasi des réflexes
physiologiques mais elles peuvent aussi étre conditisnaétevement par Ilanimal. Ce genre

de conditionnement slinscrit directement dans la démarche bebksaziori






[1.1.2.9 La confrontation de llinné et de l'acquis

Parmi les comportements, deux grandes classificationsrexagtent été a llorigine de
nombreux débats. Ce sont les comportements diéeget ceux dits acquis.

On peut définir un comportement inné comme faisant partie de llinstinest
observable sans apprentissage préalable des individus et il est p&ré@st-a-dire qu'il est
retrouvé de maniére trés semblable chez tous les individus d!une m@eme.e€es
comportements sont héréditaires et dépendent du patengénétique de llindividu. Clest le
cas par exemple du phototaxisme des insectes saddiités par les sources lumineuses ou
encore le comportement de tétée des lapereaux fjdéekenché par les phéromones de la

mere, contenu dans le lait (figure 31A).

Au contraire, un comportement est acquis lorsqest réalisé a la suite d'un
apprentissage et que la répétition de ce comporiepeemet dlaméliorer la performance. Les
comportements dlimitation, de conditionnement pa@elo ou encore d!essai-erreur de
Thorndike sont des cas de ces comportements aggsist a l'origine de la transmission des
« traditions » des animaux. Un exemple célebre d!apprentissage « essai-errbseé xdaéa
le milieu naturel est le cas des mésanges qui, @snannées 1920, suivaient a distance la
tournée des laitiers britanniques qui déposaiest Beuteilles de lait aux portes des
habitations. Une fois le laitier parti, les mésangesagent a l'aide de leur bec la capsule de
carton et elle pouvait boire la creme qui étaitdagsus du lait (figure 32). Trés rapidement,
toutes les mésanges charbonniéres et bleues lig@snapprirent cette technique et cette
tradition fut reprise par la descendance, les petits imitandidsea. (Hawkins, 1950).

Bien que les théories dlinné et d'acquis se soient confrontées pendant deusembre
années, il est clair aujourd!hui que ces deux tgfgesomportements existent et cohabitent au
sein du régne animal (comme le montre la figure Blaprés Konrad Lorenzs Clest une
grande erreur dlopposer llinné et llacquis comme des réatitgdradictoires, a la facon
d'un jeu a somme nulle ou tout ce qui est gagné par ést automatiquement perdu par

['autre. L!inné et llacquis se combinent en






[1.1.2.10 L!éthologie

L!éthologie est née a partir des idées des nastealiqui pensaient que les études des
béhavioristes n!étaient pas capables de percevoir figplegité des m"urs animales en
conditions naturelles. De plus, ils accusaient la captivité eotaestication des animaux
utilisés en laboratoire d'avoir dénaturé le compoetetrpar rapport aux individus restés a
['état sauvage. L!éthologie se veut donc l'étudedgimjue du comportement animal sauvage
avec une approche a la fois naturaliste et évainiste. Ce terme a été utilisé la premiére fois
par Isidore Geoffroy de Saint Hilaire (1805-186bupdésigner I'étude de la maniere d!étre
des animaux sauvages.

L!éthologie regroupe de nombreuses techniques d!étude, de llanalyse des
comportements instinctifs spécifiques (Oskar Heinroth), de ['étude compdece
comportements interspécifiques ou de ritualisatidnd@ des parades nuptiales, $). Ne
pouvant présenter llintégralité de I!éthologieygas principalement développer les éléments

formant aujourd!'hui ce que I'on nomme I!éthologie moderne.












11.1.2.11 Ecologie comportementale

Jusqu'a ce jour, 'écologie et surtout la biologie des jatipns n!étaient pas vraiment
prises en compte dans les études du comportement ahianaéciproque était également
vraie. L!écologie comportementale a vu le jour [@réunion de ces trois approches avec
l'lavénement de la sociobiologie. Celle-ci fut popigke par Edward Wilson dans son
ouvrage de 1975Sociobiology, the new syntheqi/ilson, 1975). Pour lui, ['étude du
comportement animal doit se situer entre la neurophysiologie et I'écalogigortementale.
Ce schéma de pensée slappuie fortement sur lddldonéodarwinisme qui peut étre définie
simplement comme une extension de la théorie de IUBgn de Darwin modifiée par

l'apport des connaissances actuelles de I'hérédité et de la génétique.

L!écologie comportementale est donc le regroupenumtl!éthologie et de la
psychologie comparative. Elle part du principe lgeXiste des genes qui influencent le
comportement et que la sélection naturelle est en réalité un proaisgtimisation sous
contrainte. Ici, le but du comportement est d!optimiser la « fitness ardmaux, c'est-a-dire












[I.2 Lien entre I'évolution et le comportement

La sélection naturelle ou faite par I'lhomme favorise la mise en placmractéres
définis dans une population donnée. La variance ppgigue d!un caractere dans une
population est causée par la ségrégation dessaigla leur proximité génétique a d'autres
alleles eux-mémes soumis a la sélection (Garland and Kelg)2Blle favorise des alléles
qui permettent llaugmentation de la plasticité mhg@pique des caractéres sélectionnés. La
plasticité phénotypique peut étre définie comme la capacité dhotype de produire plus
d'un phénotype lorsqu!il est exposé a des envinmemts différents. Comme le montre la
figure 36, le phénotype d!un individu est lié a son génotype et a son environneonsgte
l'lenvironnement varie, le phénotype se modifie dansesure de la flexibilité imposée par le
génotype. Lorsque la combinaison allélique permetmodification des organes et conduit a
un comportement adapté a llenvironnement, les probabilitéspdedretion de llindividu
sont augmentées. Ainsi, grace a la sélection sexdelcomportement réalise un rétrocontréle

sur le génome, conduisant a une évolution de aaeter

Le cas de la phaléne du bouldzigton betulariaest un excellent exemple (Clarke and
Sheppard, 1964; Kettlewell, 1955). Clest un papillon qui, pour se protéger de la prédation,
utilise le mimétisme. Il existe différents phénotypesirekement. En Angleterre, la forme
« insularia », majoritaire de ces papillons, éste et, comme le montre la figure 37A, celle-
ci est quasiment indétectable lorsqu'elle est pasékéxorce d!un bouleau. Au contraire, la
forme sombre minoritaire « carbonaria » est visgdaas les mémes conditions. Dans les
années 1950, suite a l'aire industrielle et l'laugmentation de la polld&oarde des bouleaux
slest assombrie. La forme insularia était alors beaucoup plus repéralele piaehux
(Kettlewell, 1955). Ainsi, la fréquence d!apparition de la forme carbonaria devint plus
importante dans les régions polluées car ces animaiex#&taoins chassés et leurs chances
de se reproduire augmentaient. Au cours de la désindustrialisation de certioresetla
diminution de la pollution qui y est associée, la frequence de la formaneaidp diminue
depuis les années 1960 (figure 37B) (Cook et 8861






[1.3 Exemples de comportement chez les poissons

[1.3.1 Comportement migratoire

La migration peut étre définie comme un mouvement d!aller-retour entre un point
initial et une destination, effectué par une popoitabu un groupe dlindividus. La distance
parcourue pendant une migration peut étre extrémewagiable selon l'lespeéce, les trajets les
plus longs faisant des milliers de kilomeétres. Lajorité des migrations est cyclique et
annuelle, l'animal effectuant plusieurs voyages auscaole sa vie. Pour dlautres espeéeces,
lorsque llindividu ne se reproduit qu!une fois dans &a k& cycle de migration s!étend sur
l'lensemble de la durée de la vie de I'lanimal, celuejoignant son lieu de naissance pour se

reproduire et mourir.

Chez les poissons, il existe plusieurs types de togra

Lorsque llespece réalise llensemble de son trajes environnement marin, on parle
de migration thalassique. Clest par exemple ledcathon de I!Atlantiquérhunnus thynnus
Grace au marquage des individus a l'aide de balises électrondiff@entes informations
concernant les animaux peuvent étre récoltées (luminosité ambianpératume de lleau et
interne, profondeur, géolocalisation$). L!lanalyse des données montre que le déplacement
des thons est saisonnier. Quatre régions préférentieltest@identifiées en fonction de la
saison (figure 38). Dans ces zones, les thons s!lagregds nagent a des profondeurs plus
faibles. Ces zones semblent correspondre a desdieles proies sont nombreuses. Cela












[1.3.2 Comportement social

Chez les poissons, les structures sociales peuvent étifalentdes natures. La plus
connue est la formation de banc qui est défini commeegroupement temporaire ou non
dlindividus plus ou moins nombreux nageant de maniére symicée (Hoare and Krause,
2003). Cependant, les regroupements de poissons peuvent étre plus réduitexiabént,
dans ce cas les individus vivent en solitaire. diéf@rentes structures vont étre détaillées ci-

dessous.

Le terme francais « banc » regroupe différentes stegtque peuvent adopter les
groupes de poissons. Lorsque des individus onaterela se rapprocher les uns des autres, on

parle de comportement grégaire. Un groupe de poisson vivant a proxiniteés ldes autres
























[1.3.3 Comportement alimentaire

Les poissons peuvent avoir différents régimes alimentaires. Certaimst filfeau et se
nourrissent de plancton (cas du cichlidés du ®@rieochromis niloticus d!autres sont
herbivores ou détritivores (comme Ancistrus Dolichopterusou le muletAgonostomus

monticolg et d!autres sont des carnassiers chassant des preantes.

Quatre schémas de chasse peuvent étre observésleshearnassiers (comme le

barracudé&phyraena barracudprésentés sur la figure 46) (Barreiros et al., 2002

Dans le premier cas, un prédateur va attaquerpunie. Le carnassier, apres s!étre
approché le plus prés possible, attaque subitement et rapidétoantie barracuda, environ

30& des tentatives sont fructueuses.

Dans le deuxieme cas, plusieurs prédateurs vont chassraie unique. Plusieurs
animaux pourchassent la proie. Pour le barracuda, le taux de réusgitasastent de 100&

avec cette stratégie et la proie est capturée apres une daadsaes0 secondes.

Dans le troisieme cas, un prédateur slattaque a pitagieoies. Ici, le prédateur doit
choisir sa proie. Généralement, le prédateur doit réaliser plusittagsies pour réussir car les
mouvements des autres individus le perturbent. doeige de proies se disperse a chaque

tentative. Le taux de succes est dlenviron 75& pour les barracudas.

Dans le quatrieme cas, plusieurs prédateurs vont slattaqueraaaindhez quelques
especes, le groupe de prédateurs nlattaque pas saiténie angle mais élabore parfois des
stratégies pour guider la proie vers un « piegd esJroies sont prés de la surface de l'eau,
les prédateurs attaquent d!abord par-dessous etudasscond temps par les cotés (68& de
réussite). Si les proies sont entre deux eauxpiédateurs attaquent directement la partie
basse du banc (72& de réussite). Enfin, si lesggrebnt situées dans le fond, les prédateurs

attaquent latéralement (89& de réussite).












Ce systéme permet de connaitre les préférencdssehabitudes alimentaires en
fonction de la journée et des saisons. Lorsque ce mécansEmdilsé dans un bassin
contenant un banc de poisson, il permet égalemeningux comprendre llorganisation

sociale existant dans le groupe.

Par exemple, Coves et Al ont montré que dans un group@ dars, seul un ou deux
individus sont responsables de 80& des demandes detnoeirties autres nlactionnent que
rarement le mécanisme et certains individus nete famais(Coves et al., 2006 De fait,
chez llomble chevalier, il existe un lien fort entte demande de nourriture et le

comportement hiérarchique. En analysant le statiaket l'activité sérotoninergique des



Figure 49 : Parade nuptiale de l!épinoche a trois épines

(A) Lorsqu'une femelle pénetre sur le territoire d'un male,i-@@lfait une démonstration de
nage. Il tourne autour de la femelle et descendpamrale vers un nid qulil a préalablement
construit. Si la femelle est intéressée et si le méle réalise une stéation parfaite, elle le
suivra. (B) Le male indique l'entrée du nid a lenédle. (C) Celle-ci pénétre dans le nid et
pond des "ufs (le méle lui piquant la queue pousteanuler). (D) Lorsque la femelle slen va,

le méle pénetre dans le nid et féconde les {@ampbell and Reece, 2004)



ombles chevaliers, Alandra montra que les poissons « demandeurs » sont fesngodu
groupe (Alanara et al., 1998)Les poissons du banc sont alors désignés dorsinant

subordonnés et dominés en fonction de llactivation ou non du self-feeder.

[1.3.4 Comportement sexuel

Les poissons peuvent avoir différentes stratégies pour se reproduire. Chieeserta
especes, un couple se forme aprés la réalisatiola g@arade nuptiale. Pour d!autres, les
individus se regroupent et les méles et les femdiliereront simultanément leurs semences
dans llenvironnement. Clest le cas, par exempke sdamons et des anguilles (décrit dans la
partie 11.3.1).

La parade nuptiale est spécifique a chaque espece. Généralement, leonmaes v
en concurrence les uns avec les autres et les BsmeHbisissent leurs partenaires. Dans la
majeure partie des cas, le choix des femelles ge por des males ayant des caractéristiques
fortes (coloration prononcée, position sociale dominante dans un groupe, $) Pourlastirer
faveurs dlune femelle, les males réalisent des paradesspenfoplexe afin de montrer leurs

capacités physiques ou cognitives aux femelles.

Par exemple, la figure 49 illustre la parade typique de I!épmoDe fait, en période
de reproduction, le male construit un nid dans le saldesgu!une femelle pénétre sur son
territoire, le male slapproche de la femelle. Si celle-ci esteis$ée, elle va prendre une
posture dite de soumission. Il va donc se rappradheid en réalisant la parade (une sorte de
nage en zig-zag) et indique l'entrée du nid a laeflamlLa parade est reussie si la femelle
entre dans le nid pour pondre ses "ufs. Une foitelaelle partie, le male y pénétre a son tour

pour féconder les "ufs.

Pour certaines espéces, séduire une femelle péssthose facile. Dans certains cas,
les méales subordonnés développent des stratégies afin de duper déssf&inpouvoir se

reproduire.



Figure 50 : Adaptation morphologique des tétras pde-épées male€orynopoma riisei

pour le comportement reproducteur

Le male (a droite) possede un ornement au nivealogertule. Celui-ci peut prendre des
colorations différentes afin de se rapprocher dendarriture habituelle. En tentant de
['attraper, la femelle (a gauche) se place automatiqguement a unerpasitie male peut la

féconder (Kolm et al., 2012).















[1.3.5 Intéréts sanitaires et pharmaceutiques de I'étudewdcomportement

A I'heure actuelle, de nombreux laboratoires utilisent des modeélesopmisen
particulier le poisson zebre, pour comprendre Iésanismes physiologiques et les différents
dysfonctionnements neuronaux impliqués dans litidncde troubles neurologiques. En
effet, bien que des différences morphologiquesexisde nombreuses régions cérébrales des
mammiféres ont des régions homologues clairement définies chez le poisdanp@rtie
1.3.1). De plus, les poissons sont sensibles a llexpositivrpalluants ou a des traitements
pharmacologiques. Ll!analyse des modifications du développement ou des parametres
physiologiques est rapide. Les études ont montré que les résultats obtenus chez legmbisson s

généralement comparables a ceux obtenus chez les ifgmesaans les mémes conditions.

Par exemple, le poisson zébre est devenu un entetledele vertébré pour étudier la
biologie du développement et la fonction des genes. En mutant spécifiguesa@nes

homologues des génes humains connus pour étregimdglidans des pathologies, des lignées












[1.4 Le modele Astyanaxmexicanuset la biologie du comportement

Les CF ne sont pas seulement morphologiquement différents des SF. Leurs
comportements varient également sur de hombreuxg@robablement suite aux variations
morphologiques et développementales présentéegdarenent. Les paragraphes suivants

présentent les difféerences majeures qui sont observables.

[1.4.1 Le comportement de nage

Le comportement de nage en banc est considéré comiceractére régressif chez les
poissons cavernicoles (Wilkens, 1988). Les SF \ivesturellement en banc avec une
organisation sociale et une hiérarchie forte. lls ont un ictsgirégaire fort, c'est-a-dire qu!un
SF se rapprochera des autres slil le peut (figaje/ llinverse, les CF ont tendance a nager
librement et apparemment aucune interaction socisdepu étre mise en évidence. En
laboratoire, des comportements similaires sont observés. Nicolas Rahoetré que les SF
slintegrent et nagent a llintérieur d!'un banc fictif (les autres poisgans des leurres reliés a
un bras mécanique) alors que les CF nlont pasedéation avec le banc fictif (Nicolas

Rohner, présentation en congres, 2011).

L!étude des populations hybrides montre que la nage en banc repose &asene
génétique. En effet, llensemble des individus F1 présente une tonidu comportement de
nage. Les poissons issus de la F2 montrent quant a euxXotteevariabilité de ce
comportement, allant de la nage solitaire typique des CF a latfomu® banc (comme les

SF).






Cependant, les CF ont développé un comportemenage différent de celui des

Dans leur habitat naturel, comme en aquarium, cemage proximité des limites de

espace (socle rocheux, bord de la mare en milieu naturel ou vitre de l'laqeariomiie

artificiel). On parle de « Wall-following ». Le wall-lolwing nl!est pas observé chez les

Comme le montre la figure 56, les CF suivent activenen parois car, méme dans le

dlune paroi convexe, ils ne sléloignent pas. Patton a montré que ce compors

fortement lié a la ligne latéra ). Le wall-following perme

[1.4.2 Llattraction par les vibrations

Les SF et les CF réagissent difféeremment lorsqueiteations sont faites a la surface
de l'eau. Comme le montre la figure 57B, les Skhplachent pas de la source des vibrations
et ils ont tendance a fuir. A llinverse, les CF a@ahdance a s!approcher de la source
(Yoshizawa and Jeffery, 2011; Yoshizawa et al., 2010, 2@ comportement d!attraction
est appelé VAB (pour vibration attractory behavior). Yoshizap@pose que ce
comportement permet aux CF de trouver plus facilerdenia nourriture dans les cavernes
(Yoshizawa and Jeffery, 2011). Au contraire, les SF ne sont pas attilés pdrations car,
d!une part, la vision prévaut dans les rivieres et, d'autre lpgporédation est beaucoup plus
forte dans l'environnement de surface (figure 57C).

Le VAB est possible grace a la ligne latérale et meuromastes superficiels. En cas

d!inhibition des neuromastes par des traitements pharmacologiques, lesiQiedt ce






[1.4.3 Le rythme circadien

Le rythme circadien repose sur le fonctionnement d!'une horloge moléculaire interne.
Les oscillateurs circadiens sont composés des moléculesodkixil period / timeless
(perf/tim) et de Clock CIK). Leurs boucles de rétroaction régulent la transcription de génes

cibles selon les différentes phases du cycle circadien (Dekens anddfdi2008).

L'analyse de llexpression du geRer en fonction du temps chez les SF et les CF de
la caverne Chica montre que les cycles des animauxnsonseulement conservés chez les
CF mais en plus ils sont synchronisés entre eux et en phaske ayete solaire (Christophe
Guibal, données non publiées). Ll!explication la plus probable assyhchronisation
secondaire des CF, c'est-a-dire qulils réglent leurs horloges internes sur uvacgrie lui-
méme par rapport au soleil. Les chauves-souris vivant dans cesasagent les candidates
les plus probables. En effet, dlimportantes coloniesegemammiferes vivent accrochées au
plafond des cavernes étudiées. Lorsque le soleil se cdoakdes individus sortent en méme
temps, provoquant ainsi dlimportantes vibrations. De ptufrassage de l'air résultant de
leurs mouvements est responsable d!une variation perceptible de la terapaundind de la
grotte. Ces variations peuvent étre responsables si;mtdronisation des CF par rapport au
soleil. Un autre parameétre pouvant expliquer cenph&ne est que les chauves-souris,

rentrant dans les cavernes au lever du soleil &puéshasse, peuvent cycler les CF en






[1.4.4 Le comportement agressif

[E'comporiement aqressif estmodifie chez Ies pomsavernicoles (Wilkens, 108 ;.
Bredera décritle comporiement agressif des DOISSONS (e SUNace ComMInECURRCS! -
B (5reder and Rasquin, 1< s
[out aiabord.Ties nageoires slétendent puis la tete slabaisse et le Gl e POSIti¢
bbliGuer e comporiement de nage se moditie, les PoissoNs de SURBNE siBOMME d-



Figure 59 : Agressivité dedAstyana

Fréguence des attaques (en noir) ou des tentatives (en blargf} ¢esigean) ou d

cavernicoles issus de la population Micog hon. D! |




Le comportement agressif posseéde donc une base géndiepialescendants

résultant de croisements entre poissons de sumag®pulations cavernicoles Pac

présentent un niveau dlagression intermédiaire. Lesetielants issus du croisement ent

hybride F1 et un cavernicole ne présentent

plus de comportement & !

[1.4.5 Le comportement alimentaire



Figure 60 : Comportement de recherche alimentaire deAstyana




plus efficaces pour se nourrir. Ce comportement alimemsti unigue chez

populations cavernicoles et serait donc adaptatif a laoviEaing

L!analyse des populations hybrides montre que ce comportement delipresgtaire

2 génétiqguement (Wilkens, 19






Résultats et discussions

| Evolution du comportement agressif et du systéme

sérotoninergique

|.1 Présentation des articles

Des le début de ce projet, nous savions qulil existag dedifications du
comportement des populations cavernicoles. En particulier, comntiguexplans la partie
I1.4.4, quelques études avaient montré que les poposatle CF, excepté la population

Molino, avaient perdu llagressivité qui est unacaégre typique des SF.
La perte du comportement agressif est particuliergrimtéressante.

- Dlune part, il existe un lien fort entre llagressivité et la sérotomhnez les
vertébrés (Dennis et al., 2008, 2013; Heiming et 2013; Jansen et al., 2011;
Larson and Summers, 2001; Naumenko et al.,, 2013; Saudal, €1994) y
compris chez les poissons (Hoglund et al., 2001; Lynal.e2007; Norton and
Bally-Cuif, 2010; Winberg et al., 2001). Lynn a ntign que, chez le poisson
combattant Betta splendensune augmentation du taux de sérotonine par
['utilisation de traitements pharmacologiques permet de diminuer l'agtéses
males et stoppe les combats a mort qulils se livrentugl@ment (Lynn et al.,
2007).












|.2 Publications des travaux
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Article

Evolutionary Shift from Fighting

to Foraging in Blind Cave®sh

through Changes in the Serotonin Network

Yannick Elipot, * Héléhe Hinaux,  Jacques Callebert, 2
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UPR3294 Neurobiologie et DeAreloppement, CNRS, Institut
Alfred Fessard, 91198 Gif-sur-Yvette, France
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Summary

Background: Within the species Astyanax mexicanus, there
are several interfertile populations of river-dwelling sighted
®sh and cave-dwelling blind ®sh which have evolved morpho-
logical and behavioral adaptations, the origins of which are
unknown. Here, we have investigated the neural, genetic,
and developmental bases for the evolution of aggressive
behavior in this teleost.

Results: We used an intruder-resident behavioral assay to
compare aggressiveness quantitatively (attack counts) and
qualitatively (pattern and nature of attacks) between the
surface and cave populations of Astyanax. Using this para-
digm, we characterize aggressive behavior in surface ®sh,
bring support for the genetic component of this trait, and
show that it is controlled by raphe serotonergic neurons and
that it corresponds to the establishment of dominance
between ®sh. Cave®sh have completely lost such aggres-
sive/dominance behavior. The few attacks performed by
cave®sh during the behavioral test instead correspond to
food-seeking behavior, driven by the developmental evolution
of their hypothalamic serotonergic paraventricular neurons,
itself due to increased Sonic Hedgehog signaling during early
forebrain embryogenesis.

Conclusions: We propose that during evolution and adapta-
tion to their cave habitat, cave®sh have undergone a behavioral
shift, due to modi®cations of their serotonergic neuronal
network. They have lost the typical aggressive behavior of
surface ®sh and evolved a food-seeking behavior that is prob-
ably more advantageous to surviving in the dark. We have
therefore demonstrated a link between the development of
a neuronal network and the likely adaptive behaviors it
controls.

Introduction

The Mexican tetra Astyanax mexicanus exists under two
morphs: sighted river morphs inhabiting the streams of
Mexico, and 29 populations of blind and depigmented cave-
®sh morphs living in caves of the Sierra del Abra region,
Mexico. Being from the same species and having diverged
about one million years ago, these ®sh constitute an
outstanding model for evolutionary biology [ 1, 2].

At ®rst the cave®sh eyes were thought to degenerate
because they were useless in caves [ 3]. Then, it was proposed
that eye and pigment loss was almost entirely the result of the

*Correspondence: retaux@inaf.cnrs-gif.fr

accumulation of morphologically reducing, selectively neutral
mutations [ 4]. More recently, emphasis was given to the impor-
tance of selection on constructive traits and indirect effects on
regressive traits, through mutations in pleiotropic develop-
mental genes [5]. “Evo-devo" studies bring some support to
the latter scenario. Actually, in addition to the loss of their
eyes, cave®sh have larger olfactory bulbs and hypothalamus
[6], more taste buds, more teeth, larger jaws [ 7], and more neu-
romasts [ 8, 9]. Many of these anatomofunctional changes are
due to embryonic modi®cations in morphogen signaling,
namely Sonic Hedgehog (Shh) and Fibroblast Growth Factor
(Fgf8) [10, 11]. These early signaling changes are indirectly
responsible for lens apoptosis and thus eye degeneration
[11], but they also induce the development of an enhanced
gustatory apparatus [ 7], of larger olfactory epithelium and
olfactory bulbs, and of a larger hypothalamus [ 6, 10]. Itis likely,
even though it is not yet demonstrated, that these changes in
sensory and neuroendocrine systems are adaptive.

Cave®sh and surface ®sh behavior is also very different, with
important modi®cations concerning feeding and social
behavior. Cave®sh are bottom feeders and explore the sub-
strate at a precise 45' angle [4]; they evolved a “vibration-
attraction behavior" to locate food dropping onto the water
surface [9]; they display modi®ed swimming kinematics and
a “wall-following" behavior to avoid collisions and explore
their environment [ 12+14]; they have lost sleep, supposedly
to increase wakefulness and chances to ®nd food [ 15]; cave-
®sh do well, in food competition experiments in the dark,
whereas surface ®sh starve [ 16]; and cave®sh have lost the
aggressive behavior that is a trademark of their surface-®sh
counterparts [ 17+19]. These many and subtle behavioral adap-
tations are likely responsible for cave®sh survival and success
during cave colonization. They represent complex traits, due
to many and subtle changes in speci®c brain regions.

We focused on the loss of aggressiveness in cave®sh. We
characterized aggressive behavior in the two  Astyanax
morphs, assessed its genetic basis, demonstrated the role of
serotonin in the process, and investigated the developmental
origin of the modi®cations in serotonergic network and
behavior in cave®sh.

Results

To compare aggressiveness in sighted surface ®sh (SF) and
blind cave®sh (CF) the classic “mirror test" is inappropriate.
We used an “intruder assay" (see Figure S1A available online).
Two ®shes were habituated overnight in separate 200 ml
tanks. The next morning, one ®sh was transferred into the
tank of the other, and their behavior was immediately recorded
for 1 hr.

Surface Fish and Cave®sh Show Quantitative and

Qualitative Differences in Aggressive Behavior

SF were ten times more aggressive than Pacho A CF in the
intruder assay (Figure 1A and Movies S1 and S2). During
1 hr, two SF attacked each other more than 1,000 times
(1,132 6 103; n = 57), whereas two Pachon CF attacked each
other about 100 times (110 6 11; n = 56). This quantitative






Current Biology Vol 23 No 1
2

Figure 1. Characterization of Aggressive Behavior in Surface Fish and Its
Loss in Blind Cave®sh

(A) Number of attacks counted during 1 hr between two surface ®sh
(SF, blue) or between two blind cave®sh (CF, red). In this and following
®gures, the n given in colored bars indicates the number of tests performed

(hence the number of animals tested is 2 n).

(B and C) Typical ODRec graphs showing the distribution of attacks as

a function of time along the 1 hr test in a SF (B, blue) and in a CF (C, red).

difference was accompanied by a qualitative difference in the
pattern of attacks ( Figures 1B and 1C). SF performed few
attacks in the ®rst 15 min, then became more aggressive and
attacked with high frequency in the second half of the test
(Figure 1B). Conversely, CF performed some attacks in the ®rst
15+20 min and then swam quietly ( Figure 1C). In order to
assess the statistical signi®cance of this difference in the
pattern of attacks as a function of time, we used normalized
cumulative curves and calculated the slopes of the tangents
to these curves at three time points (10, 30, and 60 min; Figures
1D and S1B). The slopes of tangents therefore represent the
frequency of attacks at a given moment of the test. The
polynomial curves exhibited by SF resulted in a typical and
signi®cant “up" pattern for the slopes of tangents at the three
time points ( Figures 1D and 1E, blue), whereas the logarithmic
curves exhibited by CF resulted in a typical and signi®cant
“down" pattern ( Figures 1D and 1E, red). At the three time
points examined, the slope values were different between SF
and CF, showing that the pattern difference between the two
Astyanax morphs is statistically signi®cant. These results
demonstrate that CF have lost most of the aggressive behavior
thatis a hallmark of their SF counterparts and that the “intruder
assay" allows the detection of quantitative and qualitative
behavioral differences.

Attacks in SF Are Not Visually Driven, but Are Facilitated

by Vision

We next tested whether the lack of aggressive behavior in CF
is due to their lack of vision.

First, we blinded SF early in development by bilateral
removal of their eye lenses at 40 hpf (hours postfertilization).
Such early surgical lens ablation mimics the CF condition, in
which the apoptotic lens induces eye degeneration [ 18, 20,
21]. Lens-ablated SF presented degenerated eyes at 3 months
(Figures 2A and 2B), and their optic tectum contralateral to
the ablated eye was hypomorphic ( Figure 2C) (see also [22]).
Their visual sense was absent when tested in a fear-predator
test (Movie S3). Blind, bilaterally lens-ablated SF performed
fewer attacks than siblings that were not operated on ( Fig-
ure 2D, green), but they still attacked signi®cantly more than
CF. Their pattern was “up" and indistinguishable from sighted
SF controls (Figure 2E).

Second, the resident-intruder assays were conducted in the
dark, using infrared recordings. In these conditions, SF (and
CF) behaved exactly alike in the light, both in terms of attack
counts and attack patterns ( Figures 2D and 2E, dark blue/
red). These data suggest that there is no requirement for vision
in the expression of the SF aggressive behavior.

Loss of Aggressive Behavior in Independently Evolved
Cave®sh Populations

Parallel phenotypic diversi®cation in closely related animals is
a rigorous framework for testing the role of natural selection in

(D) Normalized cumulative attack counts expressed as a percentage of total
attacks and as a function of time in SF (blue) and in CF (red).

(E) Slopes of the tangents of the cumulative curves in (D), respectively, taken
at three time points during the test: 10, 30, and 60 min, in SF (blue, n = 57)
and in CF (red, n = 56). For a detailed and complete description of the
method used, see Figure S1. Asterisks indicate p < 0.0001 (Mann-Whitney)
when comparing corresponding values in SF and CF.

In this and the following ®gures, asterisks indicate signi®cant differences in
attack counts (Mann-Whitney). The pattern indicated (“down,” “up," or
“Tat") for each condition was statistically tested (Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney), and its p value is also given in asterisks.
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Figure 2. Aggressive Behavior in Lens-Ablated SF

(A and B) Photographs showing a normal SF eye and the eyeless phenotype
in a 3-month-old SF which was lens-ablated at 40 hpf. Insets show toluidine
blue counterstained sections of the normal and the degenerated vestigial
eye, respectively.

(C) Section at the level of the optic tectum (ot) in a 3-month-old SF which was
unilaterally lens ablated at 40 hpf. The contralateral ot (arrows) is severely
reduced. See also Movie S3 for a functional visual test used to assess the
blind phenotype of bilaterally lens-ablated SF. Paraf®n sections were
colored by Cresyl-Luxol method.

(D) Number of attacks counted during one hour between two SF (blue), two
SF in the dark (dark blue), two blinded SF (green), two CF (red), or two CF in
the dark (dark red) expressed as a percentage of SF attack number.

(E) Slopes of the tangents of the cumulative curves at 10, 30, and 60 min
compared between SF (blue), SF in the dark (dark blue) and blind SF (green),
allowing for comparison of the patterns of attacks. They are indistinguish-
able, all of the “up" SF type.

evolution [23]. We therefore analyzed the behavior of the
Molino cave®sh population, which is derived from a different
ancestral stock than Pacho /n [24, 25]. Here, adult Molino ®sh
were used because we are unable to breed the Molino popula-
tion in the lab. Molino behavior was compared to the behavior
of SF and Pachoh adults, which was identical to the behavior
of 3-month-old SF and Pacho A ®shes, respectively (compare
Figures 1A and 1E, 3A and 3B). Molino performed few attacks,
therefore behaving like Pachon (Figure 3A, orange). Their
strikes were, however, uniformly distributed over the 1 hr
test, resulting in identical attack frequencies along the test,
and consequently in a ~at" pattern ( Figure 3B).

Aggressive Behavior in SF and Its Loss in CF Are

Genetically Encoded

The results above suggested that aggressiveness in SF and its
loss in CF may be due to genetic differences, as previously
suggested for the Piedras cave®sh population [ 26]. We tested
this hypothesis in two ways.

First, SF were grown at different population densities from
the third day after hatching to the age of 3 months: either single
(no physicallvisual contact with other ®sh), or in groups of 30
or 300 individuals. Aggressiveness was quantitatively and
qualitatively indistinguishable between the three types of
husbandry (Figures 3C and 3D). Thus, a SF which has never
seen another ®sh will “naturally" attack a congener.

Second, we generated F1 hybrids from several combina-
tions of surface and cave populations. SFxCF F1 hybrids
have slightly reduced eyes but are fully visual. They showed
extreme aggressiveness (especially for \ SF x _Molino) and
displayed an “up" pattern ( \ Pachdn x _SF) or a “"at" pattern

Figure 3. Aggressive Behavior in SF and Its Loss in CF Are Genetically
Encoded

(A, C, and E) Number of attacks counted during 1 hr between two adult ®sh
from different cave populations (A: SF, blue; Molino, orange; Pacho /An, red),
between two 3-month-old SF raised at varying population densities (C:
alone, light blue; by group of 30 as per usual, blue; by group of 300, dark
blue), or between two 3-month-old ®sh from various F1 hybrid combinations
(E: green and brown), and the number is expressed as a percentage of SF
attack numbers.

(B, D, and F) Slopes of the tangents of the cumulative curves at 10, 30, and
60 min corresponding to experimental conditions in (A), (C), and (E), respec-
tively, and allowing for comparison of the patterns of attacks (same color
codes as in A, C, and E).

(\ SF x _Molino) (Figures 3E and 3F, green). This unanticipated
®nding suggests that aggressive behavior is a complex trait
and may involve a heterosis effect in hybrids. Conversely,
the \ Pachdh x _Molino cross resulted in blind F1 hybrids
performing few attacks, like their parent cave populations,
with a ™ at" pattern, like Molino ( Figures 3E and 3F, brown).

Altogether these data suggest that Astyanax aggressive
behavior is genetically encoded, with SF alleles causing high
aggressiveness, and that this trait has been repeatedly lost,
at least partly through the same genes, during the evolution
of CF populations.

Aggressive Behavior in Surface Fish Is Linked to

Serotonergic Neurotransmission

Serotonin (5HT) is notoriously linked to aggressive behavior in
vertebrates, including ®sh [ 27+30]. We therefore investigated
whether the 5HT neurotransmission was involved in SF
attacks. We treated SF with "uoxetine [ 31], a selective sero-
tonin reuptake inhibitor, or deprenyl [ 32], an inhibitor of mono-
amine oxidase (MAO, the serotonin-degrading enzyme; note,
there is only one MAO in ®sh [ 33, 34]). Both compounds were
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Figure 4. Aggressive Behavior in SF Is Linked to Serotonergic Neurotrans-
mission

(A) Schema of the serotonin synthesis, reuptake, and degradation pathway,
indicating the level of action of the two compounds used. TH, tryptophane
hydroxylase; L-AADC, L aromatic amino-acid decarboxylase; MAO,
monoamine oxidase; SERT, serotonin transporter; AD, aldehyde deshydro-
genase.

(B) HPLC measurement of 5HT in dissected SF and CF brains in the
indicated conditions. SF, blue; CF, red; deprenyl-treated, purple.

(C and E) Number of attacks counted during 1 hr after pharmacological
treatment in SF (C) and in CF (E) and expressed as a percentage of attack
number in the control population.

(D and F) Slopes of the tangents of the cumulative curves at 10, 30, and
60 min corresponding to experimental conditions in (C) and (E), respectively,
and allowing for comparison of the patterns of attacks (same color codes as
in C and E).

expected to increase brain 5HT levels, although through
completely different mechanisms ( Figure 4A). Deprenyl ef®-
ciency was con®rmed by high-pressure liquid chromatog-
raphy (HPLC) dosage: 5HT levels were increased 2.5 times in
the brains of treated ®sh ( Figure 4B, purple), and the levels of
5HIAA metabolite were strongly decreased as expected
(2 90% in SF; 2 84% in CF; p < 0.001). The effect of deprenyl
was identical on SF and CF. Importantly, neither dopamine
nor noradrenalin levels were modi®ed ( Figure S2B).

In the behavioral test, SF treated with varying concentra-
tions of "uoxetine or with deprenyl showed a dose-dependent
decrease in the number of attacks ( Figure 4C, orange/purple),
showing that aggressiveness and brain 5HT levels are
inversely correlated in SF. However, SF with pharmacologi-
cally induced high 5HT levels were still signi®cantly more
aggressive than CF. Importantly, the decrease in SF aggres-
siveness after pharmacological treatment was not due to
a modi®cation of swimming behavior/locomotion ( Figure S2A).

The pattern of attacks was also modi®ed in SF after pharma-
cological treatments ( Figure 4D). Fluoxetine-treated SF

showed a Pachofn-like, “down" pattern, with attack frequen-
cies identical to control CF values at 10 and 60 min. After dep-
renyl, the ~up" pattern was abolished, and the frequency of
attacks was highly variable at the end of the test. These data
demonstrate that interfering with 5HT neurotransmission
modi®es both quantitative and qualitative aspects of aggres-
siveness in SF, in a manner that tends to phenocopy the CF
type of behavior.

Finally, aggressive behavior was tested in Pacho A CF with
increased 5HT levels. Fluoxetine but not deprenyl increased
the number of attacks when compared to control CF ( Fig-
ure 4E). Qualitatively, the two drugs had the same slight effect
on the pattern of attacks, i.e., a lengthening of the aggressive
period, resulting in a signi®cantly attenuated “down" pattern
(Figure 4F). Thus, in cave®sh, interfering with 5HT neurotrans-
mission has moderate effects on aggressive behavior.

Attacks in SF and CF Are Not Equivalent

Because the pattern of attacks was both population and
serotonin dependent, we asked about the signi®cance of this
pattern difference between the two morphs.

We hypothesized that CF attacks, occurring during the ®rst
minutes of the test, may correspond to food-seeking behavior.
Indeed, these blind animals may interpret the vibrations
induced by the other ®sh as potential food. The hypothesis is
also supported by the fact that (1) sighted SF do not attack
in the ®rst minutes, (2) serotonin is known to regulate feeding
and appetite, and (3) CF with increased 5HT levels have
a slightly increased aggressive period.

We raised three groups of ®sh under different diets during
3 weeks: they were fed normally, overfed, or starved. Cave®sh
aggressiveness was inversely correlated to food intake, with
overfed CF attacking signi®cantly less than starved CF ( Fig-
ure 5A), a result consistent with the food-seeking hypothesis.
The pattern of attacks was “down" in the three feeding condi-
tions (Figure 5B), suggesting that CF attacks occurring early in
the test and resulting in the typical Pacho A “down" pattern
correspond to food-seeking behavior.

The opposite result was found for SF, with attack counts
positively correlated to food intake ( Figure 5C). Whereas
normally fed SF showed an “up" pattern, starved and overfed
SF showed a " at" pattern that was due to modi®ed
attack frequencies at 10 and 60 min ( Figure 5D). This suggests
that, in normal conditions, SF attacks do not correspond to
food-seeking behavior. Only when SF are hungry do they
slightly increase their attack frequency at the beginning of
the test.

As SF start attacking after a 2025 min period of observa-
tion, we hypothesized that their strikes may correspond to
the establishment of hierarchy between the two ®sh. This is
also supported by the fact that SF, but not CF, display
schooling behavior ( Figure S3; [35]). Because the typical
“up" pattern of SF attacks is affected after SHT pharmacolog-
ical manipulations, we predicted that hierarchical order should
be related to 5HT brain levels.

Groups of 12 SF were left together for 1 week, allowing for
a hierarchical order to be ®mly established in the school.
The day of the experiment, careful 10+15 min observations
unambiguously identi®ed the highly dominant ®sh (one per
tank) from the subordinate ®sh (two or three per tank). We
measured the 5HT brain levels of dominant and subordinate
®sh by HPLC, after dissecting out the posterior part of the
brain, which contains hindbrain raphe 5HT neurons, from the
anterior part, which contains hypothalamic 5HT neuronal
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groups (see next section). Brie'y, raphe 5HT neurons
are involved in the control of mood and anxiety in mam-
mals, whereas the hypothalamus is a neuroendocrine brain
region controlling homeostatic functions. Dominant SF had
lower 5HT levels than subordinate SF in their posterior brain,
whereas anterior brain 5HT levels were identical in dominant/
subordinate ®sh and thus independent from the hierarchical
order (Figure 5E). This demonstrates that the dominant SF
in a school undergoes an experience-dependent down-
regulation of its raphe 5HT levels. Together with the data
showing that aggressiveness and 5HT levels are inversely
correlated, this suggests that the typical “up" pattern of SF
in the intruder test corresponds to attacks for establishment
of dominance.

Altogether, these experiments suggest that SF attacks
correspond to a social behavior (hierarchical order), whereas
CF attacks correspond to a feeding behavior (foraging).

Comparing Cave®sh and Surface Fish Serotonergic
Systems
We next compared the neuroanatomical organization of the
5HT systems in SF and CF. Their overall organization of 5HT-
positive neurons and ®bers was similar to that described in
other teleosts ( Figures 6A and 6B; [34, 36]). The serotonergic
neurons were located in the hindbrain raphe nucleus and in
three hypothalamic nuclei corresponding to the anterior, inter-
mediate, and posterior paraventricular nuclei (PVa/i/p), which
are located along the third ventricle and its lateral and poste-
rior recesses, respectively ( Figures 6A+6G’). The 5HT neuronal
patterns in SF and CF juveniles were identical. However, at all
stages examined (1 week to 1 month) the PVa nucleus was
larger in CF (Figures 6C, 6D, and S4A), both in terms of A-P
extension (+37%; p < 0.0001) and surface area ( Figure 6H),
suggesting that the PVa contained more neurons in CF than
in SF. Accordingly, the ®ber tract emanating from the PVa
was thicker in CF ( Figures 6G and 6G"). This difference was
speci®c to the PVa nucleus, because the PVp and the raphe
were of comparable sizes in the two morphs (- Figure 6H).
This neuroanatomical difference was con®rmed by HPLC
measurement of 5HT in the dissected anterior part (hypotha-
lamic neurons) and posterior part (raphe neurons) of SF and
CF brains. The serotonin content was 45% higher in the fore-
brain samples of CF, whereas the raphe samples were iden-
tical in the two morphs ( Figure 61). We thus attribute the
difference between the hypothalamic samples of the two
morphs to the larger PVa in CF. Moreover, we propose that

Figure 5. Aggressiveness, Feeding, and Hier-
archy

(A and C) Number of attacks counted during
one hour after 3 weeks of various diets in CF
(A, different shades of red) and in SF (C, different
shades of blue), and expressed as a per-
centage of attack numbers in the normal diet

condition.

(B and D) Slopes of the tangents of the cumula-
tive curves at 10, 30, and 60 min corresponding
to experimental conditions in (A) and (C),
respectively, and allowing for comparison of the

patterns of attacks (same color codes).

(E) HPLC measurement of 5HT in the dissected
brains of SF identi®ed as dominant (black) or
subordinate (white) in a group.

CF attacks, occurring early in the behavioral test and corre-
sponding to foraging, are driven by their larger PVa nucleus
and higher PVa 5HT content.

Finally, it is worth noting that the average raphe 5HT level of
SF randomly chosen in atank is identical to that of subordinate
SF, but higher than that of dominant SF (p = 0.0047; compare
Figures 61 and 5E), consistent with a single ®sh being dominant
in a school and with this ®sh undergoing a speci®c downregu-
lation of 5HT content in its raphe nucleus.

Earlier Serotonergic Neurogenesis in Cave®sh

To investigate the developmental origin of the size difference
of the PVa nucleus between the two morphs, we performed
a time course analysis of the appearance of SHT neurons in
embryos. Astyanax embryos develop very fast (a swimming
larva hatches at 25 hpf), and CF and SF development is totally
synchronous [ 37]. The ®rst hypothalamic 5HT neurons were
detectable as early as 18 hpf in CF ( Figures 7A and 7B),
whereas their SF homologs are never seen before 22+23 hpf
(Figures 7C+7F). These neurons correspond to the future PVa
neurons because they extend thick processes with “at end-
feet toward the ventricular surface, a typical CSF-contacting
cell morphology that is distinctive of this neuronal group
(Figures 7E, 7F, and S4B). Thus, the difference in number of
PVa 5HT neurons between the two Astyanax morphs can be
traced back to the onset of serotonergic neurogenesis, which
starts earlier in CF.

Contrary to PVa neurons, raphe 5HT neurons are ®rst de-
tected at the same stage in SF and CF, at around 20+21 hpf
(Figures 7C and 7D). The same holds true for other steps of
5HT differentiation, such as the growth of axons or the innerva-
tion of the casquette (data not shown and [ 38]). Therefore, the
speci®c difference in the 5HT hypothalamic PVa nucleus
between CF and SF originates early in embryonic develop-
ment, at a stage when the neuroepithelium is proliferating
and when forebrain patterning and morphogenesis are largely
incomplete.

Modifying SHT Neurogenesis in Cave®sh Modi®es Their
Behavior

Shh signaling is increased at the CF anterior midline during
gastrulation/neurulation, indirectly causing the loss of eyes
but also the formation of a larger hypothalamus [ 6, 10, 11].
To test whether precocious 5HT neurogenesis in the hypothal-
amus is in uenced by stronger Shh signaling in CF, we treated
CF embryos between 15 hpf and 24 hpf with cyclopamine, an






Current Biology Vol 23 No 1
6

inhibitor of Shh signaling [ 39, 40], and analyzed their 5HT
system at 55 hpf. Cyclopamine treatment caused a dose-
dependent developmental perturbation and reduction of the
hypothalamic width ( Figures 7G and S5), demonstrating the
ef®ciency of Shh signaling inhibition. The treatment also
reduced the surface area of both the PVa and the raphe ( Fig-
ure 7G and S5), consistent with an effect of Shh signaling all
along the neural tube ventral midline. Because cyclopamine
10 mM strongly diminished the survival of larvae, we choose
5 mM to treat embryos between 15 hpf and 24 hpf, and these
were grown to 3 months and tested for behavior. Cyclop-
amine-treated CF performed 2.5 times more attacks than their
ethanol-treated controls ( Figure 7H). They presented an atten-
uated “down" pattern, ( Figure 71). We propose the following
interpretation: Cyclopamine-treated CF have a “down" (repre-
senting food-seeking) pattern because their PVa size is
moderately reduced to 88% of the control CF value, and there-
fore they still search for food at the beginning of the test (the
size of the SF PVa is only 63% the CF size). But the pattern
is attenuated, due to more attacks in the second part of the
test, because their raphe is smaller and contains less 5HT,
mimicking the case of a dominant SF.

Discussion

We used varied experimental approaches to characterize
aggressive behavior in Astyanax and to investigate the
origin of its loss in cave®sh populations. We demonstrated
a link between the early development of a neuronal network

Figure 6. Comparative Anatomy of Serotonergic
System in SF and CF

(A and B) Schemes showing the localization of
5HT neuronal cell bodies in the brain of Astyanax
mexicanus, on a ventral (A) and a lateral (B) view.
hb, hindbrain; mb, midbrain; pi, pineal gland;
PVa, anterior paraventricular nucleus; PVi, inter-
mediate paraventricular nucleus; PVp, posterior
paraventricular nucleus; tel, telencephalon; thal,
thalamus. Vertical lines in (B) indicate approxi-
mate section planes for panels (EE "), (FF), and
(GG)), respectively.

(C and D) Immunohistochemistry for 5HT on
photomontages (because the different nuclei are
not in the same focus) of in toto ventral views of
dissected brains of 1-week-old SF (C) and CF
(D). 5HT neuronal groups are indicated; compare
to schemes (A) and (B). The dotted line/scissors in
(D) indicate the dissection cut for HPLC measure-
ments in (I) and in Figure 5E.

(E+G) Immunohistochemistry for 5HT on trans-
verse sections from 1-week-old SF (left) and CF
(right) heads. e, eye; V3 and V3pr, third ventricle
and posterior recess. Arrows in (F) and (F) " point
to the ®ber tract connecting Pva to posterior
hypothalamus.

(H) Quanti®cation of the size of 5HT neuronal
groups in SF and CF. The surface area of the
immunolabeled region was measured.

(I) HPLC measurement of 5HT in the anterior
part and posterior part of the brain of SF (blue)
and CF (red).

and the possibly adaptive behaviors it

controls. In addition, we deciphered

the previously unknown functional

roles of hypothalamic and hindbrain
serotonergic neurons in a teleost. We propose that  Astyanax
raphe serotonergic neurons control social behavior, whereas
hypothalamic serotonergic neurons control homeostatic
functions.

Behavioral Analysis: Combining Attack Numbers and

Patterns

Previous studies have reported the loss of aggressive
behavior in Astyanax blind populations [ 17, 18, 26]. But
these authors focused on the number of attacks, which
were counted during short periods of time (10£15 min).
Here, we have used longer behavioral observations and
combined information given by attack counts and attack
patterns. By doing so, we inferred that a SF attack does
not have the same meaning as a CF attack. We propose
to discriminate between the Ttrue" attacks performed by
SF, which underlie social dominance, and the “false" attacks
performed by CF, which actually correspond to food-seeking
attempts.

In contrast to our present ®ndings, the Molino population
was previously reported as an aggressive cave®sh population
[18]. Espinasa and colleagues had counted the number of
attacks during a 10 min window, 30 min after putting the two
®sh together. According to our pattern analysis, during this
particular 10 min window, Pacho A cave®sh perform almost
no attacks, due to their typical “down" pattern, whereas Mo-
lino cave®sh do perform some attacks, because they show
a “at" pattern. The apparent discrepancy between the two
studies is therefore explained.
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Vision Is Dispensable to Expressing Aggressive Behavior
Triggers for SF aggressive behavior were initially thought  to
be visual because aggression was reduced in the dark
under certain conditionsbalthough it was noted that “the
attacks could be vehement in darkness, too" [ 17]. This
view was ®rst challenged after reporting that SF with degen-
erated eyes after embryonic lens extirpation presented
intense aggressive behavior [ 18]. Here, with a larger exper-
imental sample, we ascertained this tendency and were
further able to study the aggressive pattern of these blinde d
animals, which is typical of a SF type. Moreover, with our
protocol and contrarily to the ®ndings of Burchard et al.
[17], there was no reduction in SF aggressiveness in the
dark. This is probably because our set-up, in a small
volume of water, corresponds to a test of territoriality: in
Astyanax, there is an opposite behavioral “gradient" of
territoriality versus schooling, as a function of availabl e
space for a group of ®sh [ 17]. We show that, even in the-
dark, dominance aggressiveness is present in SF, a result
that is strengthened by the conservation of the “up" patte rn
in this condition. The data from blinded SF and from SF in
the dark are thus consistent with dominance aggressive-
ness not necessitating visual stimulation. The lateral lin e
appears like a candidate sensory system to mediate this
stimulation, a hypothesis that should be tested in the futur e.

Functional Insights from Comparative Analysis of

Behavior and Anatomy

We used CF as “natural mutants" and compared them to
SF to study developmental evolution of the brain and the
behaviors it governs in an adaptive context. Whereas the

Figure 7. Developmental Evolution of the Seroto-
nergic System in CF and Its Impact on Aggres-
siveness

(A+F) Immunohistochemistry for 5HT in toto on
dissected embryonic brains at the indicated
developmental stage. (A), (C), and (D) show
lateral views, whereas (B), (E), and (F) show
ventral views. Anterior is to the left. Arrows point
to PVa neurons; arrowheads point to raphe
neurons. Note that in SF at 21 hpf, raphe neurons
but not PVa neurons are detected (D). White
asterisks point to pigment cells in SF.

(G) Quanti®cation of cyclopamine effect on the
development of the hypothalamus (hypothal-
amus width, left) and 5HT neuronal nuclei (PVa
nucleus, middle; raphe nucleus, right).

(H) Number of attacks counted during 1 hr in CF
that had been treated with 5 nM cyclopamine
between 15 hpf and 24 hpf (gray), expressed as
a percentage of attack number in controls (red).
(I) Slopes of the tangents of the cumulative
curves at 10, 30, and 60 min corresponding to
experimental conditions, respectively, and allow-
ing for comparison of the patterns of attacks
(same color codes as in H).

involvement of raphe neurons in
aggressiveness and social behavior
in mammals has long been reported
[41], the respective functions of the
raphe and hypothalamic serotonergic
neurons in teleosts (the latter neurons
do not exist in mammals) were previ-
ously unknown [ 42].

Concerning SF, the social nature of attacks is probably
linked to the fact that these animals school. Even blinded SF
tend to swim close to each other, and this is associated to
an “up" pattern in the intruder test. These social-dominance-
related attacks are controlled by the raphe, and aggressive-
ness is inversely correlated to raphe 5HT content. Indeed,
when SF raphe 5HT levels are increased (pharmacologically)
or decreased (in dominants), hierarchical attacks vary in an
opposite manner. Even in CF, when the number of 5HT raphe
neurons is experimentally reduced (cyclopamine), it seems
possible to induce a small component of dominance-related
aggressiveness. Across phyla, serotonin plays a signi®cant
role in dominance behavior [ 43+48]. Whether dominance is
a cause or a consequence of the change in raphe 5HT neuro-
transmission and the mechanisms leading to these biochem-
ical and behavioral changes is unclear. In mammals, the
activity of raphe neurons is increased [ 49] and the expression
of 5HT1A receptors is decreased [ 50] in subordinate individ-
uals, and knock-out mice for the 5HT transporter are inferior
in obtaining the dominant position [ 51]. Consistently in Asty-
anax, we found a decrease in raphe 5HT and 5HIAA content
in dominant SF. Whatever the mechanism for decreasing the
activity of raphe serotonergic neurons in socially dominant
individuals, this regulation seems shared among vertebrates.
In the ®ghting ®sh [27, 52] and other ®sh [53], in rodents and
primates including humans [ 41], correlations between 5HT
neurotransmission and social aggressiveness are described,
including polymorphisms in the MAO 5 promoter described in
humans with antagonistic behavior [ 54, 55].

In contrast to SF, blind CF do not school [ 35], although they
probably possess the navigational abilities to do so. The
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“foraging" nature of their behavior in the intruder test is
supported by the ®nding that overfed CF attack less than
controls. However, overfed CF keep their “down" pattern,
demonstrating that they do not try to establish hierarchy
even in a high energy state. A possibility is that they cannot
downregulate their raphe 5HT levels. Alternatively, they may
not use this regulation, because dominance behavior is tightly
associated to social interactions. Only when their raphe
nucleus is developmentally modi®ed (by cyclopamine) do
they perform a few dominance-like attacks. Further experi-
ments will need to investigate whether 5HT neurotransmission
in the PVa directly controls foraging behavior, or whether it
does so by controlling the activity of nearby hypothalamic
neurons containing neuropeptides such as NPY or POMC,
which are master regulators of feeding behavior in all verte-
brates [56, 57].

An Adaptive Value for Losing Aggressive Behavior in
Cave®sh?
The adaptive nature of the loss of aggressiveness in CF is not
evident. One hypothesis was that CF populations in their
natural habitat are small, decreasing the chances for two indi-
viduals to meet and reducing the stabilizing selection for
agonistic behavior [ 17].

We propose that the loss of aggressiveness in cave®sh is
a “side effect" of the loss of schooling behavior, itself not
selected in caves because predators are absent and because
it is deleterious for ef®cient food ®nding in the dark. More-
over, 5HT network modi®cations control a behavioral gain for
foraging, due to developmental evolution of their hypothalamic
5HT neurons. Apart from the reasoning that feeding in the dark
is a major challenge for cave®sh, several lines of evidence may
suggest an adaptive nature for this behavioral shift.

(1) When an organism is hungry, a probably frequent
situation in caves, it employs behaviors to locate and
ingest food while suppressing other behaviors. Insulin
signaling coordinates behavioral output with changes
in metabolism, NPY activates behaviors required for
ingesting food, and serotonin modulates behaviors
performed when an organism is satiated [ 58]. The hypo-
thalamic modi®cation observed in CF suggests that the
selection pressure acted on the development of the SHT
system.

In food competition experiments in the dark, CF have
a food-®nding ability that is four times higher than SF,
and in the wild SF incidentally washed into caves starve
because they cannot compete with cave®sh [ 16]. Thus,
CF persistent food-seeking behavior increases survival
in the dark.

Aggression has been repeatedly lost in independently
evolved natural cave®sh populations (Pacho A, Molino,
Micos; see this work and [ 17, 18]). It will be important
to analyze the 5HT system in several cave®sh popula-
tions to assess whether the loss of aggressiveness/
gain of foraging can be attributed to parallelism or to
convergence, but it remains that this repeated evolution
suggests that the behavioral change is advantageous.
The results from CFxSF hybrids suggest that the trait
is complex. The results from the Pacho A x Molino cross
suggest that the same gene(s) are involved in these two
cave populations, although their different patterns of
attacks suggest that partly different genes might be
involved.

@

~

3

~

(4) CF underwent a loss of related collective behaviors
(schooling, dominance). Because they navigate mainly
with their lateral line sensory inputs, which also help
them to locate food [ 9], isolated swimming probably
provides them with a higher signal/noise ratio to their
neuromasts, increasing their chances to ®nd food.
These chances are also increased by their continuous
exploration of the environment, both as larvae [ 38] and
as adults (Figure S3), and by their loss of sleep [ 15].

Midline-Induced Developmental Evolution in Cave®sh?
Previous studies suggested a developmental modi®cation of
the ventral forebrain in CF compared to SF, due to changes
in signaling centers secreting Shh and Fgf8 during embryo-
genesis [6, 10]. Here, we describe a developmental hetero-
chrony of the appearance of the hypothalamic 5HT neurons
in cave®sh, potentially causing a longer period of SHT neuro-
genesis and resulting in a larger size of the PVa nucleus.
Conversely, the development of hindbrain raphe neurons is
synchronous in the two morphs, and their mature raphe is of
similar size. Whereas the roles of Shh and Fgf8 in the speci®-
cation of mammalian raphe neurons is known [ 59+61], their
roles in the speci®cation of 5HT neurons in ®sh are unknown
[42]. Our cyclopamine experiments show that ®sh raphe
neurons develop in a conserved, Shh-dependent manner
and demonstrate that ®sh hypothalamic 5HT neurogenesis is
also controlled by Shh signaling.

Pet-1, an Ets-family transcription factor, is together with
Lmx1b and Nkx2.2 a major player in the speci®cation and
differentiation of raphe neurons [ 59+61]. However, ®sh hypo-
thalamic neurons do not express Pet-1 ([ 62]; H.H. and S.R.,
unpublished data, for Astyanax), suggesting that there are
alternative developmental pathways to generate 5HT neurons
in the diencephalon. Together with cyclopamine experiments,
the fact that cave®sh, with their increased Shh signaling in the
embryonic hypothalamus [ 10], possess more 5HT neurons in
the PVa suggests that Shh controls the yet unknown gene
regulatory network leading to 5HT speci®cation in the hypo-
thalamus. Finally, the behavior of the Molino cave®sh popula-
tion (few attacks and “at" pattern, interpreted as persistent
foraging behavior) predicts that these animals will have an
even larger PVa nucleus. Obtaining embryos from this popula-
tion will be key to checking this prediction.

Using cave®sh, we have unmasked a novel pleiotropic
developmental effect of the modulation of embryonic signaling
centers. In line with the hypothesis of the importance of selec-
tion on constructive traits and the indirect effects on regres-
sive traits through mutations in pleiotropic developmental
genes [5, 63], Shh hypersignaling in CF leads to eye loss,
and also to an increased oral (jaws and teeth) and sensory
(taste buds) apparatus, as well as to subtle modi®cations in
forebrain neuronal circuits, which have constructive behav-
ioral consequences.

Experimental Procedures

Aggressive Behavior

Aggressive behavior was measured on w 3-month-old (minimum size:
1.5 cm) ®sh in a room at 25' C in lighted conditions. All ®sh were tested
once. There was no sex difference in the behavior. Fish were isolated over-
night in plastic boxes (12 3 93 5 cm) containing 200 ml of water (2 liters for
adults). The next morning, “intruders” were transferred into the box of “resi-
dent" ®sh, and their interactions were recorded during 1 hr using a webcam
(Logitech Quick Cam Pro9000). The two ®sh were always of the same pop-
ulation/treatment and similar size. Movies were analyzed manually using the
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ODRec software (Observational Data Recorder, a gift from Samuel Pe Zan,
IFREMER, La Rochelle, France). An attack was de®ned as the charge of
a ®sh and the escape of the other. In ®gures, the n numbers given in bars
indicate the number of tests (hence the number of animals used is 2 n).

For experiments in darkness, ®sh were conditioned and tested in contin-
uous darkness, using an infrared light table (Viewpoint) and a Dragon y2
camera (Point Grey).

To analyze patterns of attacks, we used cumulative counts of attacks
(clouds of points), expressed as a percentage of the total number of attacks
in each test. Therefore, the maximum value of each cumulative cloud of
points is 100%. The normalized attack frequency at a given time point
thus corresponds to the slope of the tangent to the curve at this point. To
determine the tangent function mathematically, we found the best ®t to
the cloud of point through regressions using Graph. We chose the best
correlation coef®cient (R 2) between linear, logarithmic, exponential power,
and polynomial of order 2 regressions. The slopes of tangents at 10, 30,
and 60 min of each test were calculated and used to compare the patterns
(Figure S1B).

Statistical Analyses
The distribution of the data was not normal, even in cases of large samples
(Chi® or Shapiro-Wilk coupled to Kolmogorov-Smirnov). Therefore data
were analyzed through nonparametric tests, using Statview. Mann-Whitney
was used to compare samples two by two, and Kruskal-Wallis was used to
compare more than two samples, dose responses, and aggressive patterns.
Mann-Whitney was used after Kruskal-Wallis. Values are mean 6 SEM.
Signi®cance was set at p < 0.05 (*). **, *** and **** correspond to p < 0.01,
p < 0.001, and p < 0.0001, respectively.

Other methods are described in  Supplemental Experimental Procedures .

Supplemental Information

Supplemental Information includes ®ve ®gures, Supplemental Experimental
Procedures, and three movies and can be found with this article online at
http://dx.doi.org/10.1016/j.cub.2012.10.044
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Quantitatively, surface ®sh are about
ten times more aggressive than cave®sh.
Qualitatively, attacks between two sur-
face ®sh occur in the second half of the
test, whereas attacks between two cave-
®sh occur at the beginning of the test.
This later result gave us a hint that the
attacks recorded between two surface ®sh
or between two cave®sh may not have the
same signi®cation at &lfig( 1B and §.

We propose that surface ®sh attacks,
driven by low levels of 5HT in the raphe,
correspond to the establishment of hierar-
chical order between the two opponents.
The attacks therefore increase in fre-
qguency as the test progresses, with domi-
nance being established. For cave®sh, we
propose instead that 2attacks® correspond
to food searching attempts, these blind
animals sensing vibrations that may indi-
cate a prey in the environment when the
intruder is transferred into the resident
box? This foraging behavior is controlled
by hypothalamic 5HT neurons, whose
number is increased in cave®sh due to
increased Sonic Hedgehog signaling dur-
ing early embryogenéBi8 signaling
modi®cation that also leads them to lose
their eye$® Our model is well supported
by the results observed in various experi-
mental conditions, after pharmacological
or-embryonic perturbationBig. 1, pan-
els B1+C2 and legenddn particular,
the use of compounds such as "uoxetine
or deprenyl which increase 5HT levels
show that aggressiveness and raphe S5HT
levels are inversely correlated. Moreover,
strong support for cave®sh 2attacks® actu-
ally being food searching behavior come
from our ®nding that starved cave®sh are
75% more 2aggressive® than normal-fed












or over-fed cave®sh, with the attacks
always occurring at the beginning of the
test®

Loss of Aggressiveness

We would like to propose that the loss
of aggressiveness in cave®sh is related to
a general loss of social behaviors during
their evolution in the subterranean envi-
ronment Fig. 2. Strikingly, surface ®sh
school or shoal intensely, with a dominant
individual (usually a female) leading the
group, at the top of a hierarchy pyramid
including moderately and severely subor-
dinate individual3lt is thought that this
type of collective behavior protects from
predatiofhand helps ®nding food sources.
During reproductive behavior also, we
have observed coordinated and collective
behaviors in surface ®sh (personal obser-
vations). Cave®sh on the contrary do not
school: they swim independently from
each other, both in their natural ponds
and in a laboratory aquarium. Their
reproductive behavior is also different,
they only have very rapid contacts wh
the male fertilizes the eggs spawn by
female (personal observations). Certair
cave®sh do not lack social behay
because they do not see: blind ®sh
schoofl#and in the case Abtyanagave-
®sh, their increased lateral line proba
confers them with ample navigational
capabilities. However, we propose thatrésults from several subtle modi®cati@rsl reproductiolt. The neurophysi-
is probably advantageous to lack colleciivéheir brains, governing such a completogical bases of these motor, sensory, and
swimming in caves. Indeed, the subterteait. For example they feed on the batgulatory changes in the cave®sh brain
nean environment is characterized by twon of the substrate with a ®xed feediage not known, and their developmental
or rare predators, food scarcity, and totaigle that is different from surface ®shases begin to be deciphered. Besides the
darkness. There, isolated swim is probadhd that is more ef®ciérand they show role of Shh in cave®sh eye degenetation,
more ef®cient to ®nd the rare food pamn increased and continuous swimmingamamoto et al. have also shown the Shh-
ticles that drop onto the water, and whiadxploratory behavidrBoth constitute dependence of the increase in tastebud
are precisely detected by the lateral Imetor control changes. They use the VABImber in cave®stand we have demon-
system through the VAB, the vibratioto locate food,which constitutes a senstrated the Shh-dependence of cell migra-
attraction behavié# It will be very inter- sory change. We also propose that ondiof to their olfactory bul3$of the size
esting to analyze whether a re-wiring tbieir hypothalamic cell groups controlsf their hypothalamus as a whtland
the neuromasts sensory circuits occurthd intensity of foraging behavior, theren the size of a particular serotonergic cell
during cave®sh evolution in the dark. fore potentially representing a regulatogyoup in their hypothalamég.herefore,
change in motivation for food or in mechthe embryonic modi®cations in early Shh
Gain of Feeding Behavior anisms controlling hunger and safietynorphogen signaling seems to pleiotropi-
Interestingly and in the same line, modi®ally affect the developmental evolution
In the dark, cave®sh are four times ma@ions in transcription levels of receptafthe cave®sh brain (discussed in ref. 15).
ef®cient at ®nding food than surfaéa neurotransmitter such as glutamate
®sh? This excellent ability to ®nd foodr cannabinoids were recently discusdeigclosure of Potential Con icts of Interest
is certainly one of the reasons for théirterms of their potential enhancememo potential con’icts of interest were
success in cave colonization, and probaiflave®sh behavioral drive toward fodidclosed.
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|.3 Discussion

Notre étude montre que les CF « slattaquent » [fotent beaucoup moins que les
SF. lls ont donc perdu leur agressivité. Cependant, lorsque lloccurrence des aques
analysée en fonction du temps, on observe que lesdaftaquent uniguement au début du test
alors que les SF nlattaquent principalement que dans la deuxiemé dooiéist, la fréquence

de leurs attaques augmentant au cours du temps.

Notre hypothése est que, pour les CF, « llagreésivitorrespond en réalité a de la
recherche de nourriture. De fait, lorsqu!un poissmté se retrouve brutalement en présence
d'un autre individu, sa ligne latérale est stimutéde comportement de VAB se déclenche.
Le poisson recherchera donc de la nourriture e# ik chasser » llautre. Avec le temps, le
comportement de recherche de nourriture slestompe efslgsnaxne tuant pas leurs
congéneres pour les manger, les attaques cesstia.n@potheése est renforcée par le fait que
des CF qui ont été a jeun pendant plusieurs sema@adiseront plus « dlattaques », tout en
conservant le méme pattern. Le comportement de needhele nourriture est dans ce cas plus

frénétigue mais il slestompe de la méme maniére leveemps.

Au contraire, les SF ne slattaquent pas au débtestuNous suggérons que dans un
premier temps, les deux poissons s!observent et déterminent llordre hiérar€lagseun
second temps, le poisson dominant va soumettre le subordonkeitaguant. De fait, on
observe une augmentation de la fréquence des attaqueseda fomesure que la hiérarchie se
met en place entre les deux individus. Cette hypotké&saenforcée par l'abolition de ce
pattern et une diminution du nombre d!attaquesglogsles animaux sont a jeun depuis
plusieurs semaines. En effet, dans ces conditions les anidmainuent leur métabolisme
(Salin et al., 2010). Dans ce cas, mettre en plaeehiérarchie serait délétere car le poisson
dominant consomme de l'énergie pour pourchasser le subordonné et ce dernier doit fuir

régénérer les tissus lésés lors de llattaque.
























Il Evolution des systemes aminergiques chez le pean aveugle

AstyanaxMexicanus

I1.1 Présentation

Les systémes aminergiques sont les principaux neadaolateurs du systeme nerveux des
vertébrés. Un neurotransmetteur est dit « aminergique » lorsqu!il esttséthgartir d'un
acide aminé. Au vu des variations du systéme sdraogique observées dans le chapitre |,
nous avons, en collaboration avec Jacques Callebg&tintMarie Launay, mesuré par HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography) les concéioiia des molécules phares des
systemes aminergiques dans llencéphale des SF et des CF. Lecbatadg@ériences est de
déterminer si dlautres systemes de neurotransmission ont diiéémchez les populations

cavernicoles.

Du point de vue des systemes aminergiques ayauat pdgine llacide aminé
tryptophane, les molécules qui ont été dosées sontdtosire et son métabolite final, le 5-
HIAA (acide 5-hydroxyindolacétique), ainsi que laélatonine, substance dérivée de la
sérotonine (figure 1 de l'article suivant). Cettenikre est connue pour contrdler llalternance
veille-sommeil chez les vertébrés (Elbaz et al., 2013; Zhdanova).2B4chant que le CF a
perdu 70& de son temps de sommeil, il est possible que des modificdionstte voie

existent chez les CF.

Certaines différences existent au niveau de la syntt@&ses neurotransmetteurs entre
les poissons et les mammiferes. En premier lieu, les poissonsdpossleux genes de la
tryptophane hydroxylase (Tph) (Bellipanni et al002), premiére enzyme de la chaine de
synthese de la sérotonine, alors que les mammiferes nlen possedert dullinverse, la
monoamine oxydase (MAO), enzyme permettant la dégradation d®iarsge ainsi que des
autres neurotransmetteurs aminergiques (Anichtchik ,e2@06; Sallinen et al., 2009; Setini
et al., 2005), existe sous deux isoformes chemksmiféres, les amphibiens et les oiseaux
(Naoi et al., 2012; Nicotra et al., 2004; Ramsd&j, 2 Vitalis et al., 2002, 2003). La MAO-A

dégrade préférentiellement les neurotransmetteurs catécholaminergiqugsalar&AO-B


















[1.2 Travaux en cours de préparation




























































































































































[1.3 Discussion

Les CF semblent présenter un phénotype « hyper-angoerg comparés aux SF. Les
concentrations de sérotonine, de dopamine et dedr@raline sont plus importantes chez les
CF alors que leurs concentrations de métabolitesidentiques ou plus faibles. De plus, les
ratios des concentrations métabolite/neuromédiaitaunt systématiquement plus faibles chez
les CF suggeérent que la neurotransmission aminergique est globalemeatdtpeichez ces

individus.

La concentration d!adrénaline est plus forte chez $F. Le phénotype « hyper-
aminergique » semble en contradiction avec ce résukta/MA n!étant pas détectable dans
le cerveau delstyanaxil semble quéladrénaline et la noradrénaline ne soient pas dégradées
par les enzymes COMT et MAO. De plus, comparées Ileesceles mammiféres, les
concentrations des métabolites de la dopamine sont relativemdes fetilez IAstyanax Par
ailleurs, llinhibition de l'activité de la monoamingydase par le déprenyl ne modifie pas les
taux de noradrénaline et de dopamine. Nous émelttoypothése que la noradrénaline n'est
pas dégradée sous forme de VMA mais probablement enadidesrDans ce cas, l'ladrénaline
nla pas de fonction de neurotransmission dans reeaa de IAstyanax(comme chez les
mammiféres) mais elle est probablement un métaboliteyairda produit de la dégradation
de la noradrénaline. Cette hypothése renforce l'explication du phénotype « hyper-
aminergique » des CF et permet d!expliquer a la fois l'absé@®/MA dans les échantillons
dosés et les fortes concentrations dladrénalinemalement non dosables chez les
mammiféres (Jacques Callebert, communication personnelle).piasble que l'activité de
la phénylétholamine-N-méthyltransférase (PNMT), yemeg permettant la formation de

['adrénaline a partir de la noradrénaline, soit particulierement active étstyahax

Ce phénotype nlest pas induit par une augmentatioladgvité des enzymes de
synthese, llactivité des TH et des Tph étant similaiez ¢bs SF et les CF. D!un point de vue
neuroanatomique, on retrouve une « augmentatiors >syftemes aminergiques chez les CF.

Au niveau du systéme sérotoninergique, on obsareeaugmentation de la taille du noyau


















lll. Mise en place des méthodes de transgénese chiéAstyanax

mexicanus

I11.1 Présentation

Comme expliqgué dans llintroduction ABtyanax mexicanusest un modele d!étude
relativement récent. Ce modéle est en pleine exparesi de plus en plus de laboratoires
slintéressent a ce poisson. Pour soutenir cette coamé et accroitre la « puissance » de
notre modele, I'équipe développe de nouveaux ou@iési inclut la fabrication de banques
d'ADNc, la mise en place d!un Astyanaxbrowser » et la publication d!'une table de
développement embryonnaire et larvaire (Hinaux et al., 2011, 2013). Jlai ausisoréolla
pendant ma thése avec la plateforme de transg@M@8&EN, et plus particulierement avec
Laurent Legendre. Nous avons utilisé les techniques de transgénese uiiliddes
généralement sur le poisson zébre et le médakadefies tester et d!établir les premieres

lignées transgéniques cheadtyanax

On appelle transgénése le fait de faire entrersgugience d!ADN dans une cellule.
Cette transgénese peut étre transitoire. Dans ce A8\ lkxogéne peut étre sous différentes
formes permettant l'expression de [llinformation génétique (plasmides, chrosssom
artificiels, $). Bien que comprenant son propre ®me de réplication, le vecteur est dilué et

perdu lors des divisions cellulaires.

Le principe de la transgénése stable consiste a injdetes la cellule-"uf d'un
embryon de I!ADN afin que celui-ci slintegre au gérode la cellule. Pour Grabher le terme
de transgénése peut étre employé si (1) on rdéhseduction de genes exogenes dans un
organisme hote, (2) on observe la transmission degéegs a la génération suivante
(intégration du transgéne dans la lignée germinate)3® si on observe llexpression
« attendue » de ce transgene dans l'organisme héte (Grabher et al., 2004).











































































































































































































































































