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RESUME

La testostérone, médiateur de I’honnéteté des signaux sexuels chez Hyla arborea ?

Mots-clefs : anoures, bioénergétique, caroténoide, contraction musculaire, hypothése

du handicap immunitaire, testostérone.

Chez les males, la testostérone joue un role important dans I’expression des signaux
sexuels attractifs pour la femelle. Cependant, de nombreuses études mettent en évidence
I’effet négatif de la testostérone sur les défenses immunitaires ou la résistance aux parasites.
Selon I’hypotheése du handicap immunitaire (ICHH, Folstad et Karter, 1992), ce compromis
permettrait d’assurer 1’honnéteté du signal sexuel ; les mauvais males ne pouvant pas
exprimer de signaux sexuels de bonne qualité tout en gérant I’immunosuppression due a la
testostérone. Ma thése a pour objectif de définir le rdle de la testostérone dans I’honnéteté des
signaux sexuels dans un contexte de communication multimodale. Elle permet également de
comprendre les mécanismes physiologiques par lesquels la testostérone module les signaux
sexuels acoustiques et visuels chez les males Hyla arborea, un amphibien connu pour utiliser
ces deux types de signaux pour attirer les femelles. Nos résultats montrent que les signaux
sexuels acoustiques et visuels chez cette espece sont testostérone-dépendants. En revanche,
puisque la testostérone n’a pas d’effet immunosuppresseur dans notre étude, elle ne serait pas
le médiateur direct de I’honnétet¢ des signaux chez cette espéce. D’un point de vue
physiologique, ’effet de la testostérone sur le chant s’explique par 1’amélioration des
propriétés contractiles des muscles du tronc responsables du chant li¢ & une augmentation de
I’efficacité mitochondriale. D’autre part, les analyses biochimiques montrent que la couleur
du sac vocal varie linéairement avec la quantité de pigments caroténoides présents dans le
plasma, qui pourrait étre testostérone-dépendant. Enfin, cette thése montre également que la
testostérone agit sur le comportement de chasse permettant I’acquisition de ressources

énergétiques et de caroténoides pour le chant et la couleur des males.
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INTRODUCTION
I / Honnéteté du signal et hypothése du handicap immunitaire

La sélection sexuelle, concept introduit pour la premicre fois par Darwin en 1859 puis
développé dans son second livre en 1871, explique I’avantage compétitif qu’ont certains
individus pour accéder a la reproduction. Cette sélection est le résultat de stratégies visant a
accroitre les chances d’un individu de trouver un partenaire pour se reproduire et de donner
naissance a des descendants capables de se reproduire & leur tour. A la base de ce processus,
se trouvent le choix du partenaire par la femelle et la compétition entre les males pour accéder
aux femelles. Environ un siécle plus tard, plusieurs auteurs suggerent que la compétition ne
s’arréterait plus seulement a I’acces a 1’accouplement, mais continuerait a 1’intérieur méme de
la femelle avec la compétition spermatique (Parker, 1970) - définie par la compétition entre
les ¢jaculats de différents males pour la fertilisation d’un set donné d’ovocytes a I’intérieur du
tractus génital de la femelle - et le choix cryptique des femelles (Thornhill, 1984 ; Eberhard,
1996) - processus amenant la femelle a favoriser le sperme d’un male au détriment des autres.

Dans ce cadre théorique, comment les femelles arrivent-elles a estimer la qualité des
males et a choisir leur partenaire sexuel ? Zahavi (1975, 1977) suggére dans la théorie du
handicap que la qualité phénotypique des méles est exprimée par des caracteres handicapant
la survie de I’individu. L’hypothése centrale de ce principe, qui permet d’expliquer le
maintien évolutif du systéme de communication, est que le signal est coliteux a produire et/ou
a maintenir. Ce colt est plus abordable pour un individu de bonne qualité, ou de meilleure
viabilité, que pour un individu de faible qualité (Graffen, 1990). La notion de coft est donc
particuliérement importante. Il est généralement admis qu’un signal répondant au principe du
handicap doit induire deux types de cout: le cout d’efficacité (efficacy cost) et le cott
stratégique (strategic cost, Guilford et Dawkins, 1991). Le premier est le colt nécessaire a
I’envoi du signal et au caractére correct de sa perception, le second est le colit nécessaire pour
assurer 1’honnéteté et limiter la tricherie. Cependant, I’ensemble de ces modeles assument,
parfois de maniere implicite, qu’il existe une contrainte liant le colt stratégique et le cott
d’efficacité pour expliquer I’honnéteté des signaux. Cette contrainte n’est cependant pas
nécessaire pour atteindre un équilibre évolutif stable du signal et plusieurs modéles ont
montré que ’honnéteté du signal pouvait étre maintenue méme avec des colits nuls ou
négatifs (Szamado, 2011). En effet, le signal n’est pas forcément cotliteux pour €tre honnéte si
un signal malhonnéte I’est davantage (Getty, 1998a). Getty (1998b) montre d’ailleurs de
maniere générale que les émetteurs de signaux de meilleure qualité sont plus efficaces a

convertir leurs signaux en fitness que les males de moins bonne qualité.
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La prise en compte de ces signaux par les femelles peut lui assurer des bénéfices
directs. Les bénéfices directs concernent la capacité du male a fournir divers avantages
matériels a la femelle comme les cadeaux nuptiaux (exemple Gwynne, 1993), la capacité a
défendre un territoire riche en ressources (exemple Hermann et al., 2015), I’aide aux soins
parentaux (exemple Huber et al.,, 2002) mais ¢galement la non-transmission de
pathogenes/parasites lors de la fécondation (exemple Able, 1996). Le bénéfice conféré par le
choix du male peut aussi étre indirect s’il affecte, non pas directement la fitness de la femelle,
mais celle de ses descendants. Dans ce cas, les avantages sont transmis sous forme génétique
par le méle a ses descendants. Dans le cadre de traits héritables, choisir un méale exhibant des
signaux sexuels colteux et/ou attractifs garantit a la femelle d’avoir des descendants plus
compétitifs car de meilleure qualité (good genes hypothesis, Hamilton et Zuk, 1982 ; revue
par Anderson, 1994) et plus attractifs pour leur propre reproduction (sexy son hypothesis,
Weatherhead et Robertson, 1979). Enfin, une femelle peut choisir le male susceptible de
fournir les descendants les plus viables compte tenu de son propre potentiel génétique. La
femelle choisit alors un male dont le patrimoine génétique est le plus compatible (par
complémentarité¢) avec le sien, par le biais du complexe majeur d’histocompatibilité par
exemple.

En 1982, Hamilton et Zuk proposent un mod¢le de sélection sexuelle influencé par le
parasitisme. Des caracteres sexuels de bonne qualité¢, comme un plumage éclatant chez les
oiseaux, permettraient de discriminer les individus capables de résister aux parasites.
L’expression de ces traits étant liée a des genes de résistance parasitaire, leur degré
d’expression indiquerait I’héritabilité de la résistance des males. En effet, une meilleure
résistance aux parasites permet une charge parasitaire plus petite et une meilleure condition
qui se refletent sur la qualité¢ du signal sexuel émis. Une telle condition dépendance du
développement des caracteres sexuels assure 1’honnéteté du signal sexuel (Johnstone, 1995).

En 1992, dans un article fondateur, Folstad et Karter proposent 1’hypothése de
handicap immunitaire (immunocompetence handicap hypothesis : ICHH) qui intégre, a la fois
le principe de Zahavi (1975) et le modéle de Hamilton et Zuk (1982). Selon ces auteurs, il
existe un compromis, régulé par la testostérone (encadré 1) entre le systéme immunitaire et la
production des signaux sexuels secondaires. Reprenant les termes de Folstad et Karter (1992),
la testostérone serait « une épée a double tranchant » avec, d’un c6té, la stimulation de la mise
en place des caracteéres sexuels secondaires (bénéfices a la reproduction) et, de 1’autre, une
baisse de I'immunité de I’individu (colts en termes de survie). Ainsi, seuls les individus de

bonne qualité phénotypique seraient-ils capables de maintenir un taux de testostérone élevé
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nécessaire a [’expression de caractéres sexuels attractifs tout en supportant [’effet

immunosuppresseur de cette hormone.

Encadré 1 : Synthése et régulation de la testostérone

La biosynthése de cette hormone stéroide sécrétée principalement au niveau des testicules par les cellules de
Leydig (mais également au niveau des glandes surrénales en plus faibles proportions) se fait a partir du
cholestérol (Fig. 1A). Elle est impliquée, entre autres, dans la régulation de la gamétogenése male (Miiller et al.,
2014 ; Wingfield et al., 1990 ; Fig. 1B), mais aussi dans la production des caractéres sexuels secondaires.
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Figure 1A : Biosynthése de la testostérone a partir du cholestérol. En encadré, le nom des molécules
précurseurs de la testostérone ; en italique les enzymes responsables de différentes étapes du processus de
synthése de la testostérone. Les fleches indiquent le sens de la réaction chimique catalysée par ces enzymes qui
peut étre réversible (double fleche) ou pas (fleche unique).
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Figure 1B : Sécrétion et régulation de la testostérone (d’aprés Amory et Bremmer, 2003)
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L’ICHH repose donc, tout d’abord, sur le fait que la testostérone serait le principal
médiateur de I’expression des caractéres sexuels secondaires attractifs pour les femelles
(couleur plus vive, chant plus grave par exemple). Ensuite, la seconde hypothése de I'lCHH
est que I’augmentation du taux de testostérone s’accompagne d’une baisse de I’immunité de
I’individu induisant un cofit en termes de survie. La principale prédiction de I’ICHH est donc
que le compromis entre reproduction et immunité est autorégulé par le taux de testostérone et
que cette régulation est parasite/pathogéne dépendante. Dans ce contexte, ’attaque de
parasites devrait faire chuter le taux de testostérone de I’individu traduisant la réallocation a la
survie via la stimulation du systéme immunitaire.

Une extension post-copulation de 'ICHH suggére que les défenses immunitaires
compromettent également la capacit¢ du male a produire des éjaculats de haute qualité
(Fosltad et Skarstein, 1997). Cette hypothése a été formulée pour les vertébrés et suppose que
les propriétés immunosuppressives de la testostérone sont nécessaires pour limiter 1’attaque
par le systtme immunitaire du male sur ses spermatozoides (Fosltad et Skarstein, 1997).
L’hypothése peut étre généralisée si 1’on suppose un compromis d’allocation des ressources
entre la production de sperme et la fonction immunitaire. Les males qui sont obligés de lutter

contre une infection paient un coiit de réduction de la qualité du sperme.
IT / Signalisation et sélection sexuelle

Les interactions entre les individus en période de reproduction sont déterminantes et la
communication tient une place centrale lors du choix du partenaire. La communication peut
étre définie comme étant le transfert d’une information entre deux individus, un émetteur et
un récepteur, menant a une prise de décision du récepteur (Shannon et Weaver, 1964 ; Marler,
1977). Les informations sont portées par des signaux qui peuvent étre de différentes natures
(acoustiques, visuels, chimiques...) et qui sont transmis au récepteur via un canal de
transmission. Le canal de transmission peut étre définit comme le milieu physique servant de
support au transfert de l'information, i.e. ’environnement et ses « obstacles ». Les signaux
portant les informations peuvent étre plus ou moins déformés par ce canal suivant la modalité
sensorielle utilisée. De maniéere évidente, un signal coloré comme la couleur du plumage de
certains oiseaux sera plus facilement percu de jour que de nuit. De la méme facon, les signaux
sismiques ne seront pas transmis de la méme manicre selon la résistance physique des
supports : liquide ou solide par exemple (Gordon et Uetz, 2011).

Dans le cadre de la sélection sexuelle les signaux permettent, entre autres, au récepteur
(le plus souvent la femelle) de se baser sur les informations transmises par 1’émetteur (dans ce

cas, le male) pour choisir son partenaire. L’utilisation simultanée de plusieurs modalités
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sensorielles (communication multimodale) est une stratégie adoptée par de nombreuses
especes (Van Doorn et Weissing, 2004 ; Partan et Marler, 2005). Les coliades de la luzerne
males (Colias eurytheme) utilisent a la fois la réflectance dans 1’ultraviolet sur leurs ailes
(signal sexuel visuel) mais également des phéromones (signal sexuel chimique) pour attirer
les femelles (Papke et al., 2007). Les oiseaux sont également trés étudiés pour leurs chants
complexes et la coloration de plumage élaborés (O’Loghlen et Rothstein, 2010). La
communication multimodale permet de transmettre 1’information de fagon plus efficace soit
en répétant la méme information dans plusieurs modalités sensorielles de manicre a
augmenter la probabilit¢ de réception (backup signal hypothesis), soit en transmettant des
informations différentes de maniére simultanée - multiple signal hypothesis (Johnstone, 1996 ;

Rowe, 1999 ; Candolin, 2003).

1) Signaux acoustiques

a) Communication acoustique et sélection sexuelle

Comme les autres types de signaux, un signal acoustique transmet une ou plusieurs
informations pour le récepteur. Ce type de signaux favorise la communication sur des
distances parfois trés importantes. Le rugissement d’un lion peut atteindre 114 dB a 1 m
(Klemuk et al., 2011) et peut s’entendre sur 8 km. Une grande diversité de taxons incluant les
oiseaux mais aussi les amphibiens et les mammiféres sont connus pour produire des chants
forts et répétitifs qui reflétent la taille, la condition corporelle et sanitaire ou les aptitudes a
combattre des males (exemples Zolliger et Brumm, 2015 ; Koren, et Geffen, 2009 ; Kelley,
2004). Les males crapauds calamites (Bufo calamita) utilisent le niveau sonore des chants
d’avertissement des autres males présents sur le site pour évaluer la taille et 1’habilité a se
battre de leurs opposants (Arak, 1983). De la méme fagon, la discrimination de la qualité des
males par les femelles fait souvent appel aux signaux acoustiques. Par exemple, chez les
cervidés Cervus elaphus, le brame des gros males possede des caractéristiques acoustiques
différentes de celui des plus petits males, ce qui permet aux femelles de reconnaitre par le
signal acoustique les meilleurs partenaires potentiels (Charlton et al., 2007). Chez certaines
especes d’oiseaux, la taille du répertoire acoustique semble porter une information sur la
qualité¢ des males et affecter le choix des femelles (Byers et Kroodsma, 2009). Certains
parameétres acoustiques comme la fréquence d’émission des chants et leurs durées sont trés
variables d’un individu a 1’autre d’une méme espece et sont soumis a de fortes pressions de
sélection (revue par Leary, 2009) bien que I’appareil vocal soit contraint par des forces

physiques et physiologiques.
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b) Production acoustique : cas des anoures
1. Mécanismes de production du son...

D’un point de vue mécanique, la production de son chez les anoures est relativement
simple. Au cours du cycle respiratoire, 1’air est pompé dans les poumons par pression des
muscles buccaux (Wells, 2007). Quand le male chante, I’air est propulsé hors des poumons
par la contraction des muscles de la région du tronc et traverse le larynx vers la cavité
buccale. Lorsque I’air passe dans le larynx, la vibration des cordes vocales et des cartilages
associés produit le son (Figure 2, Pough et al., 1992).

poumons larynx

Sac vocal

Muscles obliques
du tronc

Décontraction Contraction

Figure 2 : Mécanisme de production acoustique chez les anoures. Lorsque les muscles obliques du tronc sont
décontractés, la rétractation du sac vocal permet a ’air d’entrer dans les poumons. Par contraction, les muscles
obliques du tronc propulsent de I’air des poumons vers le sac vocal. En passant par le larynx, la vibration des
cordes vocales produit le son. Les fléches rouges indiquent le sens du mouvement de 1’air entre les poumons et la
cavité buccale. La double fléche noire indique le mouvement de rétractation du sac vocal. Figure modifiée
d’apres Girgenrath et March, 1997.

De telles performances de chant ne seraient pas possibles sans la poche de peau
¢lastique connectée au plancher de la cavité buccale qui peut contenir de I’air et le repousser
dans les poumons : le sac vocal. En effet, le signal acoustique chez la plupart des anoures est
accompagné du gonflement d’un ou plusieurs sacs vocaux. Le sac vocal permet de recycler
’air plus rapidement durant les vocalises afin d’augmenter la cadence d’émission des chants
(Pauly et al., 2006). Il sert également a repartir les ondes acoustiques de manicre
omnidirectionnelle autour de I’émetteur (Pauly et al., 2006 ; Starnberger et al., 2014b). Il
n’existe pas de description géométrique quantitative de 1’expansion du sac vocal chez les
anoures. Bien que son role dans la production du signal, en relation avec le larynx, ne soit pas
clairement établi (Jamarillo et al., 1997 ; Griddi-Papp, 2008 ; Bernal et al., 2009), il a été
suggéré que les composantes a haute fréquence du son soient dues aux vibrations a grande

vitesse du sac.
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La production du son implique donc trois grandes unités fonctionnelles: 1) les
muscles du tronc qui donnent 1’énergie mécanique au systéme, 2) 1’appareil laryngal qui
produit le son et 3) la cavité buccale et le sac vocal pour la transmission du son (Wells, 2007).
Bien que les mécanismes de production du son soient similaires chez la plupart des anoures,
les détails de la structure des chants varient selon les différences fonctionnelles de ces trois
composants.

Chez les anoures, 1’activité musculaire associée a la production de chant est tres
importante. D’aprés Pough et al. (1992), les males rainettes cruciféres (Hyla crucifer)
contractent leurs muscles deux fois par seconde et plusieurs heures dans la nuit. Certains
individus peuvent produire pas loin de 30 000 contractions des muscles du tronc en une nuit,
méme si la plupart des espéces d’anoures ont un taux plus proche de 13 000 ou 15 000
contractions. Cette activité musculaire et le colit métabolique qui en résulte peuvent étre une
source de stress chez les males au moment de la saison de reproduction. Emerson et Hess
(2001) proposent un modele selon lequel la relation entre les niveaux de stéroides et la
vocalisation est dynamique. Par exemple, les androgénes peuvent exercer un effet précoce sur
la motivation a chanter chez les grenouilles (Solis et Penna, 1997). Cependant, une fois que le
male commence a chanter a un certain niveau, la relation peut évoluer en fonction de I’effort
énergétique global nécessaire pour produire les vocalises et les taux de stéroides (Emerson et
Hess, 2001). Des ¢études sur les taux de stéroides chez plusieurs especes de crapaud Bufo
suggerent un mécanisme dépendant des niveaux de corticostérone (Leary et al., 2006, 2008),
mais apparemment indépendant de réserves d’énergie, contrairement aux prédictions du

modele de vocalisation proposé par Emerson et Hess (2001).
il.  ...et conséquences métaboliques

L’utilisation de signaux acoustiques entraine une augmentation du métabolisme de
I’individu de par I’activité intensive et prolongée des muscles (Taigen et Wells, 1985). Les
performances acoustiques des anoures sont pratiquement entierement supportées par le
métabolisme aérobie (Marsh et Taigen, 1987 ; Grafe, 1996 ; Ressel, 1996 ; McLister et al.,
2001). Les cofits peuvent donc étre estimés directement par des mesures de consommation
d’oxygene sur des males chantant dans de petites boites reliées a un oxymetre (exemple
Voituron et al., 2009, 2012). De telles mesures ont montré que les consommations d’oxygene
du male durant le chant sont environ 25 fois plus élevées qu’au repos et 60% plus grandes que
lors d’un exercice locomoteur (Prestwich, 1994 ; Pough et al., 1992).

D’un point de vue histochimique, les muscles du tronc sont spécifiques et donnent des

indications sur le métabolisme. Chez Hyla versicolor, ils sont composés a 100% de fibres
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oxydatives rapides généralement utilisées pour des mouvements répétitifs rapides. A
I’inverse, les muscles des pattes contiennent principalement (a 75%) des fibres glycolytiques
rapides (Marsh et Taigen, 1987). Il a été montré que des grenouilles ayant des chants rapides
et nombreux avaient également des muscles avec des densités mitochondriales et des taux
d’activités des enzymes cataboliques, comme la citrate synthase, plus élevés que celles avec
un taux de chant plus faible (Ressel, 1996).

Les mitochondries, par I’intermédiaire de la phosphorisation oxydative, jouent un rdle
majeur dans la modulation d’un grand nombre de voies métaboliques cellulaires complexes
pour produire I’énergie chimique (voir Figure 3A, encadré 2) et répondre a la demande
métabolique des fonctions cellulaires. Le fonctionnement mitochondrial peut étre étudié par
oxygraphie de précision (Figure 3B, encadré 2). Dans les muscles, 1’énergie produite par les
mitochondries est utilisée pour enclencher le mécanisme de contraction des muscles. Pour
rappel, la contraction musculaire est généralement décrite en quatre étapes : 1) la séparation :
I’adénosine triphosphate (ATP) se fixe sur une téte mobile de myosine qui se libére ainsi de
son lien avec le filament d’actine, 2) 1’activation : les tétes de myosine hydrolysent ’ATP et
changent de conformation, 3) la fixation : en présence de Ca” ™, les tétes de myosine activées
reforment un pont d’union avec le filament d’actine, et 4) la désactivation : les tétes de
myosines fixées pivotent (retour a la position non activée) faisant glisser ’actine en direction
du centre du sarcomere. L’efficacité mitochondriale des muscles du tronc, produisant
I’énergie chimique sous forme d’ATP, peut ainsi étre reliée aux propriétés contractiles des

muscles du tronc responsables de la production acoustique.
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Encadré 2 : Mitochondries et production d’énergie

()

%0,+2 ()

MS @ cours-pharmacie.com

Figure 3A : Chaine respiratoire mitochondriale formée des 4 complexes et de I’ATP synthétase.

La phosphorylation oxydative est le processus par lequel I’ATP est synthétisé lorsque les électrons sont
transférés du NADH a ['oxygéne par une sériec de transporteurs d’¢lectrons. La chaine respiratoire
mitochondriale est composée de 4 complexes enzymatiques et de protéines. Le complexe I (NADH-Q
oxydoréductase) récupére les électrons du NADH et permet le transport de 4 protons de la matrice
mitochondriale a 1’espace inter-membranaire. Le complexe IT (Succinate-Q réductase) récupeére les électrons du
FADH,. Le coenzyme Q (ou ubiquinone) permet la transition des électrons entre le complexe I ou II et le
complexe III. Le complexe III (Q-cytochrome ¢ réductase) permet le transport de 4 protons de la matrice
mitochondriale a I’espace inter-membranaire. Le cytochrome c est une protéine qui permet la transition des
¢électrons entre le complexe III et le complexe IV. Le complexe IV (Cytochrome ¢ oxydase) permet le transport
de 2 protons de la matrice mitochondriale a ’espace inter-membranaire a partir de 1’oxygene. Enfin, PATP
Synthétase est un complexe protéique de la membrane interne de la mitochondrie. Les protons H "sont
transférés de 1’espace inter-membranaire a la matrice mitochondriale par ’ATP synthétase qui permet la
phosphorisation de I’ADP en ATP.

Succinate
4 ADP
[0,]
Oligomycine
/ FCCP
T temps

mitochondries

Figure 3B : Etude des différents états respiratoires mitochondriaux a partir de mitochondries isolées ou de
fibres perméabilisées placées dans un oxygraphe. La consommation d’oxygeéne peut étre calculée a partir de la
variation de la concentration d’oxygéne dans un milieu fermé ([O2] max = 100%). La consommation d’oxygene
est mesurée en présence 1) de succinate (respiration basale), 2) d’oligomycine qui est un inhibiteur spécifique de
I’ATP synthase et 3) de FCCP (p-trifluorométhoxy-carbonyk-cyanide-phényl) qui est un protonophore (protéine
découplante). Les mitochondries sont ajoutées au temps 0. Le succinate est le substrat oxydé.

En condition normale, I’addition d’ADP accélére la consommation d’oxygeéne et parallelement de I’ATP est
produit. Quand un inhibiteur de I’ATP synthase est ajouté au milieu, la consommation d’oxygeéne revient a son
niveau initial, i.e. trés faible (mais pas nulle, ce qui correspond aux fuites du systeme). L’addition d’un
protonophore, une substance qui rend la membrane interne perméable aux protons, accélére fortement la
consommation d’oxygéne. Puisque le passage des protons dans 1’espace vers la matrice n’est possible qu’au
niveau de I’ATP synthase, la dissipation de la différence de potentiel électrochimique par I’ATP synthase
contrdle la vitesse des réactions d’oxydoréductions canalisées par la chaine respiratoire.
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2) Signaux visuels

a) Communication visuelle et sélection sexuelle

La communication visuelle regroupe tous les signaux transmis via la modalité
sensorielle visuelle. Les signaux visuels peuvent prendre plusieurs formes comme les signes
(les mimiques, la posture, la parade) mais aussi la couleur (les motifs, la clarté, la saturation,
les différentes teintes). L’ensemble de ces signaux peut renseigner sur la toxicité aux
prédateurs (signal aposématique), le sexe, la qualité du partenaire. Par exemple, les mimiques
faciales, tres étudiées chez les singes et les rongeurs, informent le récepteur de la nature
agressive ou bienveillante de I’émetteur qu’il interpréte principalement grace au cortex visuel
primaire de son cerveau (Brecht et Freiwald, 2012). La « danse » des abeilles permet
d’indiquer, entre autres, aux fourrageuses de la ruche la distance et la direction par rapport au
soleil de la source de nourriture trouvée (travaux de Karl von Frisch, prix Nobel 1973). De la
méme fagon, les mouvements effectués par les males durant la parade nuptiale, chez les
oiseaux ou les poissons par exemple, font partie de la communication visuelle entre les
individus. Dans le contexte de la sélection sexuelle, la couleur arborée par les animaux est
cependant le signal visuel le plus étudié.

Pour étre efficace, le signal doit étre correctement pergu par le récepteur. Les
adaptations sensorielles pour améliorer la détection sont une part importante de 1’évolution de
la communication entre les individus. Une récente étude a mis en évidence la coévolution
existante entre les signaux visuels et la morphologie des yeux chez les guépes Polistes
(Sheehan et al., 2014). L’étude des capacités du récepteur a percevoir le signal visuel est une
question importante et souvent abordée dans I’étude des signaux visuels. La vision est
possible grace a deux sortes de photorécepteurs dans la rétine : les batonnets, utilisés pour la
vision en faible conditions de lumiére et les cones, utilisés pour la vision des couleurs. La
vision nocturne n’est possible que si les batonnets sont présents. Une déficience des cones
altere la vision du signal coloré (c’est le cas chez le taureau qui voit en noir et blanc, Nomura
et al., 2001). Chez les anoures, certaines espéces sont nocturnes. La vision en faible condition
lumineuse leur permet de chasser et pour se reproduire, ces espéces ont besoins de la vision
en couleur. La syntheése des deux types de photorécepteurs est possible chez les anoures
(Siddiqi et al., 2004).

L’expression de caractéres sexuels males colorés est utilisée chez de nombreux taxons
pour attirer la femelle (Anderson et Iwasa, 1996). Les lézards Anolis se fient quasi-
exclusivement aux signaux visuels : la couleur de leur fanon gulaire avertit de leur position et

attire les femelles (Leal et Fleishman, 2004). Chez les oiseaux, la coloration du plumage, mais
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aussi du bec ou du pourtour de I’ceil, peuvent étre utilisées comme des signaux sexuels visuels
par les femelles (Hill, 1991 ; Faivre et al., 2003). Chez les anoures, il existe plusieurs types de
signaux colorés pouvant influencer la femelle : la ligne latérale chez les rainettes arboricoles
(Hyla arborea, Gomez et al., 2009), les motifs noirs plus ou moins marqués sur le dos des
crapaud males (Scaphiopus couchi, Vasquez et Pfenning, 2007) ou encore, la couleur du sac
vocal (revue par Starnberger et al., 2014a).

Toutes les couleurs ne se forment pas de la méme fagon. Il existe des couleurs
structurelles, qui se modifient en fonction de I’incidence de la lumiére, comme les ailes de
papillon ou des coléopteres et des cristaux liquides et des couleurs pigmentaires liées a la
présence de composants chimiques absorbant certaines longueurs d’onde dans le tégument de
I’animal. Les premicres relévent de 1’ordre de la physique, les secondes de la chimie (revue
par Kemp et al., 2011). Parmi les pigments principalement trouvés chez les animaux, les

caroténoides sont responsables de la couleur rouge orangé.
b) Caroténoides : structure et fonctions

Les caroténoides sont des pigments isoprénoides composés de 40 atomes de carbone
(structure chimique de base commune C40Hse). Les caroténoides contenant une ou plusieurs
fonctions oxygénées sont classés parmi les xanthophylles ; les caroténes ne contenant que la
chaine d’hydrocarbone (Britton, 1995). IIs absorbent les courtes longueurs d’onde (i.e. le bleu
et le violet) et apparaissent rouge orang¢ ou jaunes en fonction du nombre de doubles liaisons
présentes sur leur chaine carbonée. Les caroténoides sont liposolubles et hydrophobes
(Britton, 1995). Ils sont synthétisés par les plantes au niveau des plastes. Ils constituent pour
les vertébrés une ressource limitante puisqu’ils ne sont pas synthétisables de novo par
I’organisme, leur acquisition dépend de leur alimentation. Chez les animaux, les caroténoides
exogenes se retrouvent soit dans les lipides, soit dans la peau ou les structures protéinées
comme les plumes, les écailles ou les ¢€lytres des insectes (Olson et Owens, 1998). Les
caroténoides sont les précurseurs de la vitamine A nécessaire a la croissance osseuse et a la
vision. L’absorption, le transport et le métabolisme des caroténoides dans I’organisme a été
tres étudié pour le P-carotene (Parker, 1996) car c’est le caroténoide majoritaire de
I’alimentation chez les humains. Le transport des caroténoides dans le plasma se fait
exclusivement a I’aide de lipoprotéine (revue par Parker, 1996).

Chez de nombreuses especes, les couleurs éclatantes exprimées dans des teintes rouge
orange des males sont dues a la présence de pigments caroténoides dans les téguments. Chez
la rainette arboricole H. arborea, trois caroténoides ont été identifiés dans le sac vocal

(Richardson et al., 2009). Par ailleurs, chez de nombreux oiseaux, comme le merle noir
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(Turdus merula) ou le diamant mandarin (7aeniopygia guttata) la couleur du bec des males
est caroténoide-dépendante (Baeta et al., 2008 ; Alonso-Alvarez et al., 2004, respectivement).
Chez la frégate du pacifique (Fregata minor) les caroténoides ont été identifiés comme les
principaux pigments responsables de la couleur rouge flamboyante de sa poche gulaire (Juola
et al., 2008).

Durant ces dernieéres années, de plus en plus d’études soulignent la possible
implication des caroténoides dans ’ICHH. En effet, I’élimination des pathogénes est souvent
associée a la production de radicaux libres (ROS, Reactive Oxygene Species) qui conduisent a
des dommages sur les tissus de I’organisme (ADN, lipides et protéines, Swindle et Metcalfe,
2007) et peuvent induire une réponse inflammatoire chez les vertébrés (Dowling et Simmons,
2009). Pour contrecarrer ces dégats, I’organisme doit investir dans la production d’enzymes
antioxydantes ou utiliser des défenses non-enzymatiques comme les vitamines ou les
caroténoides. De ce fait, il existe chez les individus un compromis dans I’allocation des
caroténoides, soit vers I’ornementation, soit vers I’immunité (Alonzo-alvarez et al., 2008). De
par I’existence de ce compromis, les signaux sexuels colorés a base de caroténoides émis par
les males peuvent étre considérés par les femelles comme des signaux honnétes, i.e. des
indicateurs fiables de 1’état sanitaires des individus (Hill, 1991 ; Grether, 2000 ; Velando et
al., 2006). Chez le merle noir, Faivre et al., (2003) ont démontré qu’en provoquant un choc
immunitaire, les becs des males exposés a I’antigeéne changeaient de couleur passant d’orange
a jaune. Les individus qui investissent des caroténoides dans la signalisation sexuelle ne
peuvent pas le faire sans les détourner de la réponse immunitaire et du systéme de
détoxification des ROS (Lozano, 1994 ; Casagrande et al., 2007 ; McGraw et Ardia, 2007 ;
Baeta et al., 2008 ; Mougeot, 2008). De nombreuses études chez les oiseaux montrent qu’une
supplémentation en caroténoides augmente a la fois I’expression du signal visuel mais
¢galement les capacités immunitaires des males (McGraw et Ardia, 2003 ; Cucco et al., 2006 ;

Costantini et al., 2007).

3) Comportement d’approvisionnement alimentaire

Le comportement participe a la communication entre les individus. D’un point de vue
formel, les comportements sexuels, exprimés au moment de la reproduction sont une suite
d’actions visant a assurer la fécondation de la femelle par le male. L’expression des
comportements sexuels est influencée par un ensemble de facteurs externes
(environnementaux et sociaux) et internes (physiologiques et génétiques) a ’animal (Agmo,
1999). Bien que la prise alimentaire ne soit pas un comportement de reproduction, il peut

apporter des bénéfices sur la fitness d’un individu de maniére indirecte. En effet, si la
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recherche alimentaire est un succes, les ressources obtenues peuvent étre allouées a plusieurs
grandes fonctions (survie, croissance et reproduction).

La recherche active de la ressource alimentaire est un comportement qui peut étre
colteux en énergie. L’exemple le plus connu est celui des colibris qui, pour supporter le coup
métabolique de leurs battements d’ailes a haute fréquence (environ 50 battements/sec), sont
obligés de consommer plus d’une fois leur propre poids en nectar de fleur chaque jour, leur
réserve énergétique ne leur permettant pas de survivre plus d’une heure a I’exercice (Suarez,
1992). L’individu doit choisir comment allouer son énergie. En effet, il y a un risque a
investir de I’énergie dans la recherche alimentaire, surtout si la ressource est variable
(Bednekoff, 1996 ; Chavez-Zichinelli et al., 2014), car cela réduit 1’énergie qui sera
disponible directement pour les autres fonctions comme la survie, la croissance ou la
reproduction. Cependant, si la prise alimentaire est effective, alors la stratégie est payante
(Peters, 2002).

La relation entre la prise alimentaire et le succés reproducteur a déja été mise en
évidence (exemple chez les guppys Poecilia reticulata, Boogert et al., 2010). Chez les
animaux longévifs comme la vipere aspic (Vipera aspis), I’énergie obtenue par I’alimentation
de la femelle des mois, voire des années, précédant la ponte affecte considérablement la taille
et le nombre d’ceufs fécondés (Bonnet et al., 2001). De méme, chez les manchots de
Humboldt (Spheniscus humboldti), le succes reproducteur est 1i¢ a ’efficacité de la chasse
lorsqu’elle est rapportée a la distance parcourue, qui peut étre de plusieurs centaines de
kilométres par an (Hennicke et Culik, 2005). Chez les insectes, il a été observé que les males
ayant de meilleures aptitudes a trouver de la nourriture sont plus souvent choisis par les

femelles car ils produisent un spermatophore plus gros (Belovsky et al., 2012).
a) Approvisionnement alimentaire et production de signaux acoustiques

Au moment de la reproduction, le temps que les males passent sur 1’aire de
reproduction a parader ou a chanter augmente leur succes reproducteur (Frield et Klump,
2005). Chez les anoures, une grande majorité des études en milieu naturel a montré que le
temps de présence et la participation au cheeur sont déterminants pour le succes reproducteur
des males, peu importe le systéme de reproduction de I’espece (revue par Wells, 2007).
Cependant, la durée de I’activité de chant dépend de la quantit¢ de réserve énergétique du
male. La production des sons émis par les males au moment de la reproduction augmente
I’activité musculaire et les demandes en énergie (Prestwich, 1994 ; Gillooly et Ophir, 2010).
Les cotts énergétiques de la production du son sont directement liés au métabolisme lors du

fonctionnement des muscles (Grafe et Thein, 2001). Puisque le chant est clairement une
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activité coliteuse chez beaucoup d’anoures, I’hypothése la plus probable pour expliquer ce
temps de présence dans le chceur est la contrainte énergétique associée au chant (Murphy,
1994). L’approvisionnement alimentaire peut bénéficier au male de maniére directe, lui
permettant un apport énergétique et substantiel suffisant pour supporter les colts de
I’expression des signaux sexuels acoustiques. Plusieurs études supportent cette hypothése,
montrant une diminution des réserves énergétiques au cours de la saison de reproduction
(MacNally, 1981) et méme au cours d’une nuit de chant (Bevier, 1997), suggérant que la
présence sur le cheeur est limitée par la quantité de réserve énergétique et/ou la capacité de
dépenser cette énergie de manicre efficace (Brepson et al., 2013). Puisque les males ne
chassent pas sur le site de reproduction, les activités de chant et de chasse s’alternent au cours
de la saison de reproduction. La recherche alimentaire est également un comportement
coliteux en termes de temps. Il existe donc un compromis entre le temps passé a parader et le
temps passé a chasser (Abrahams, 1993). Les bons males sont alors ceux qui chassent
efficacement et rapidement tout en maximisant le temps de parade (ou de chant) qui permet
d’augmenter leur succes reproducteur.

Toutefois, les ¢tudes essayant de manipuler expérimentalement la contrainte
énergétique (par le jeline ou le gavage) chez les anoures ont obtenu des résultats
contradictoires. En effet, un gavage peut augmenter le temps de présence des males sur le
cheeur (Murphy, 1994) ou pas (Meuche et Grafe, 2009), augmenter le nombre de chant
(Grafe, 1996 ; Marler et Ryan, 1996 ; Meuche et Grafe, 2009) ou pas (Green, 1990). Par
ailleurs, d’apres 1’hypothése de Castellano (2009), les males de différentes conditions
devraient avoir des stratégies de reproduction différentes pour faire face aux contraintes
imposées par la restriction calorique. Brepson et al. (2013) ont en effet montré que les gros
males H. arborea réduisaient la qualité de leur chant alors que les petits males diminuaient

plutot la quantité de leur chant lorsqu’ils étaient a jeun.
b) Approvisionnement alimentaire et production de signaux visuels

Parmi les pigments utilisés par les animaux, les caroténoides présentent la particularité
de ne pas étre synthétisables de novo (Olson et Owens, 1998). De fait, ils sont contraints de
les puiser dans leur alimentation. Dans le cas ou les ressources nécessaires au développement
de ornement sont limitées, les colits associés a I’ornementation (compromis d’allocation
avec d’autres fonctions, comme la fonction immunitaire) peuvent limiter son élaboration
(McGraw et al., 2005). En choisissant son partenaire sur ce type de signaux coliteux, la
femelle peut obtenir des bénéfices indirects permettant a sa progéniture d’étre attractive a son

tour. La femelle peut également obtenir des bénéfices directs si la couleur élaborée par le
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male refléte sa performance reproductive ou est directement liée aux ressources sur un
territoire (Kokko et al., 2006, Karino et al., 2007 ; McGraw et Hill, 2001). Les colorations
tégumentaires a base de caroténoides sont considérées comme des indicateurs fiables de la
capacité des individus a rechercher de la nourriture riche en caroténoides. Karino et al. (2007)
ont montré chez les guppys (P. reticulata) que la coloration des males était liée a leur capacité

a discriminer des algues riches et pauvres en caroténoides pour leur alimentation.
I1I / Effets de la testostérone sur la signalisation sexuelle

1) Testostérone et signaux acoustiques

Le role de la testostérone sur 1’expression des signaux sexuels acoustiques a été tres
étudié chez les oiseaux (exemples Galeotti et al., 1997 ; Maddison et al., 2012). Chez les
passereaux males bruant chanteur (Melospiza melodia), les structures du chant varient au
cours des saisons et sont temporellement corrélées avec les concentrations de testostérone
mesurées dans le plasma (Smith et al., 1997). La testostérone peut moduler les vocalisations
via son action sur les centres motivationnels et le systéme nerveux central (Kelley, 2004) ou
par des modifications sur les structures périphériques impliquées dans la production du signal.
Par exemple, des changements dans la fréquence fondamentale résultent des effets
anabolisants des androgénes sur le larynx et le pharynx (Beani, 1995 ; Evans et al., 2008 ;
Pasch et al., 2011). En modifiant la durée, la cadence ou la fréquence fondamentale des
chants, la testostérone permet un lien mécanique entre les structures physiologiques et la
forme du signal reconnu par le récepteur.

La testostérone peut avoir des effets sur les muscles responsables du chant. Chez des
poissons (Porichthys notatus), la mise en place d’implant de testostérone chez les males en
dehors de la saison de reproduction augmente la masse et I’épaisseur transversale des muscles
responsables du chant (Brantley et al., 1993). Chez les anoures, Girgenrath et Marsh (2003)
ont démontré que les propriétés contractiles des muscles obliques du tronc sont modifiées par
la testostérone. Chez la rainette criarde (Hyla chrysoscelis), les muscles obliques des males
apres la saison de reproduction ont une plus faible proportion de fibres a contraction rapide
(forte puissance mais faible endurance) par rapport aux fibres a contraction lente (faible
puissance mais forte endurance, Girgenrath et Marsh, 2003). Les males en post-saison de
reproduction et les femelles ayant recu un implant de testostérone ont des masses et des
propriétés contractiles des muscles similaires a celles observées chez des males en pleine

période de reproduction (Girgenrath et Marsh, 2003).
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Enfin, au niveau cellulaire, peu de chose est connu sur 1’effet de la testostérone sur la
bioénergétique des muscles du chant. Néanmoins, I’administration de testostérone potentialise
les augmentations induites par 1’exercice musculaire sur le fonctionnement du cytochrome ¢
oxydase (le complexe IV de la chalne respiratoire mitochondriale) dans les muscles
cardiaques et soléaires (face postérieure de la jambe) chez les rats (Van Breda et al., 1992).
De plus, chez des rats castrés, la testostérone augmente 1’activité spécifique de plusieurs
enzymes mitochondriales telles que la succinate déshydrogénase, la glycérol phosphate
déshydrogénase ou encore la pyruvate carboxylase (Brooks, 1979). Ces enzymes sont
connues pour coordonner les différentes voies qui menent a 1’augmentation de la biogenése
des mitochondries (revue par Traish et al., 2011). De fait, I’augmentation des niveaux de
testostérone au moment de la saison de reproduction pourrait avoir des effets sur la
biomécanique des muscles. En améliorant 1’efficacit¢é mitochondriale, la production d’ATP
pourrait étre optimisée et utilisée pour 1’effort musculaire important associé a la production de
chant a cette période. Les effets intégrés de la testostérone sur plusieurs niveaux
physiologiques (biomécanique des muscles, bioénergétique de la mitochondrie) pourraient
permettre de comprendre les mécanismes qui sous-tendent et modulent 1’expression des
signaux acoustiques €émis par les males au moment de la saison de reproduction dans le but

d’attirer les femelles.

2) Testostérone et signaux visuels

Chez de nombreuses especes, la testostérone régule I’expression des signaux colorés,
qu’ils soient caroténoide-dépendants ou non. Une expérience trés complete chez le 1ézard
Sceloporus undulates a montré que, chez les juvéniles, le développement du dimorphisme
sexuel (coloration ventrale de patchs bleus et noirs) est parall¢le et similaire a la différence en
testostérone plasmatique entre les deux sexes, ce qui suggere une relation fonctionnelle de la
testostérone sur la couleur du ventre (Cox et al., 2005). Les auteurs de cette étude ont aussi
démontré que la castration de jeunes males inhibait le développement de la couleur ventrale
bleutée spécifique des males adultes, quun apport de testostérone exogene restaurait
I’expression de cette couleur chez les males juvéniles castrés et qu’un apport de testostérone
exogene chez les femelles juvéniles augmentait le développement de la coloration ventrale
bleutée pourtant male spécifique (Cox et al., 2005). De la méme fagon, bien que chez les
oiseaux I’effet de la testostérone sur la couleur des plumes soit contraint par la mue des
individus, Karubian et al., (2011) ont pu observer chez les males mérions a dos rouge
(Malurus melanocephalus) que lorsqu’ils devenaient reproducteurs leur taux de testostérone

augmentait, la repousse des plumes arrachées était plus rouge et la couleur de leur bec
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augmentait aussi rapidement. Chez cette espece, les deux signaux visuels (bec et plumes) sont
caroténoide-dépendants (Karubian et al., 2011).

De plus, il a été suggéré que la testostérone pourrait jouer un role dans la régulation du
compromis entre I’investissement des caroténoides dans la signalisation visuelle et dans la
maintenance du systéme immunitaire (Alonso-Alvarez et al., 2008). En effet, Blas et al.
(2006) argumentent le fait que les effets des caroténoides et de la testostérone sur les
fonctions d’ornementation doivent étre étudiés ensemble et en interaction. Ces auteurs ont
montré qu’une manipulation des taux de testostérone augmentait la biodisponibilit¢ en
caroténoides dans le plasma responsable du signal coloré chez la perdrix rouge (Alectoris
rufa). Alors, I’effet immunosuppresseur de la testostérone pourrait étre tamponné par la
capacité des caroténoides a stimuler le systétme immunitaire (Blas et al., 2006). En 2005,
McGraw et Ardia montrent qu’une ¢€lévation en caroténoide dans le plasma améliore les
réponses immunitaires humorales et cellulaires chez le male diamant mandarin (7. guttata).
Deux ans plus tard, ils observent qu’une élévation du taux de testostérone peut avoir des effets
immuno-stimulateurs en diminuant les caroténoides disponibles pour la couleur afin
d’améliorer les performances immunitaires (McGraw et Ardia, 2007). Ainsi, seuls les males
avec un fort taux de testostérone capables a la fois d’exprimer des signaux sexuels
caroténoide-dépendants attractifs et de contribuer aux besoins en caroténoides pour la

fonction antioxydante sont-ils considérés comme des bons males.

3) Testostérone et comportement d’approvisionnement alimentaire

La recherche alimentaire requiert certaines compétences cognitives plus ou moins
développées selon les espéces et le type d’aliment recherché (végétaux, proies
mobiles/immobiles ; Neave, 2008). Les effets de la testostérone sur les fonctions cognitives
ont été tres étudiés chez le rat et les oiseaux (voir la méta-analyse par Pfannkuche et al.,
2009). Par exemple, chez la perdrix grise (Perdrix perdrix) la testostérone augmente le temps
de vigilance de 1’animal a son environnement (Fusani et al., 1997). D’autres études réalisées
sur les primates non-humains montrent des résultats intéressants. Par exemple, chez le
macaque rhésus (Macaca mulatta), la testostérone améliore les performances de mémoire a
reconnaissance visuelle, peu importe la durée du stimulus (Lacreuse et al., 2012). Ces
résultats suggérent que la testostérone augmente la vigilance des individus. Egalement, chez
les chimpanzés communs males (Pan troglodytes) de hauts taux de testostérone sont corrélés
avec de meilleures performances cognitives notamment dans les repéres spatiaux (Wobber et

Herrmann, 2014).
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Le comportement de recherche alimentaire peut également étre modulé par la
testostérone. Chez le colibri a oreilles blanches (Hylocharis leucotis), une étude récente
montre que malgré un vol extrémement colteux, les individus avec un fort taux de
testostérone vont butiner plus de fois les tableaux de fleurs ou les récompenses sont variables,
ce qui est un comportement dit plus risqué (Chavez-Zichinelli et al., 2014). Ces résultats
suggerent une modification de la personnalité de 1’oiseau dans son type de comportement

(plus risqué) par la testostérone.
IV / Immunocompétence et testostérone

En plus des effets sur la régulation de I’expression des traits sexuels secondaires de
maniére directe (sur le chant et la couleur par exemple) ou de maniére indirecte (sur les
capacités d’approvisionnement alimentaire par exemple), la testostérone a un role dans la
modulation de la réponse immunitaire des individus. Bien que le syst¢tme immunitaire soit
complexe et que les composantes intrinséques et génétiques du systéme immunitaire ne soient
pas a exclure (encadré 3), de nombreuses données démontrent le réle important des hormones
sexuelles dans la modulation de la réponse immunitaire.

Les différents effets moléculaires et cellulaires de la testostérone sur le systéme
immunitaire ont fait I’objet d’une récente revue par Trigunaite et al. (2015). Les différences
de sensibilités immunitaires entre les sexes suggerent fortement un role des androgénes dans
la régulation de la réponse immunitaire (Zuk et McKean, 1996 ; Klein et al., 1997 ; Fargallo
et al., 2007). Chez ’homme, dans les maladies auto-immunes ou le systéme immunitaire
devient généralement hyperactif, 75% des patients sont des femmes ; alors que dans le cas des
cancers, ou le systéme immunitaire ne parvient pas a combattre les cellules cancéreuses, le
ratio hommes : femmes est de 1.33, méme lorsque les cancers sexes spécifiques sont exclus
(revue par Trigunaite et al., 2015). Ces chiffres sont une premicre indication de I’effet
immunosuppresseur de la testostérone. Chez des souris (Mus musculus) males castrés, i.e.
androgene déficients, les macrophages expriment davantage les récepteurs de surface TLR4
(Toll Like Receptor 4) qui permettent la reconnaissance des molécules du non-soi (Rettew et
al., 2008). Cette surexpression est réversible lors d’une supplémentation en testostérone
(Rettew et al., 2008). Le thymus est I’organe spécialis¢ dans la maturation des lymphocytes
dans lequel les cellules T d’origine médullaire subissent une différenciation cellulaire ainsi
que I’acquisition de récepteurs spécifiques. Les effets de la castration et de la puberté sur le
thymus révelent une régulation négative de la testostérone dans le développement des cellules
T impliquées dans la réponse immunitaire humorale (Heng et al., 2005). En effet, la

suppression des androgénes par castration chez les males augmente la taille du thymus et la
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prolifération cellulaire et diminue 1’apoptose des cellules T (Heng et al., 2005). Par
conséquent, la testostérone réduit I’exportation de cellules T dans le systéme sanguin et, donc,
leur action. L’ensemble de ces résultats démontre un effet immunosuppresseur de la

testostérone.

Encadré 3 : le systtme immunitaire chez les vertébrés

On appelle réponse immunitaire 1’activation des mécanismes du systéme immunitaire face a la
reconnaissance du « non-soi », face a une agression infectieuse ou a une dysfonction de I’organisme. Chez les
vertébrés, il existe deux grands types de systeme de défense immunitaire : 1) les mécanismes de défense non-
spécifique (ou innée), 2) les mécanismes de défense spécifique (ou acquise).

L’immunité innée s’exprime toujours de la méme maniére et ne conserve pas de mémoire. C’est la
premicre ligne de défense naturelle et polyvalente. Elle existe avant tout contact avec 1’agent infectieux : sa mise
en ceuvre est immédiate, spontanée et rapide dés I’intrusion d’un élément étranger dans 1’organisme et quel que
soit le type d’agresseur (virus, bactérie, parasite).

L’immunité acquise utilise les mécanismes de reconnaissance spécifique de 1’élément étranger. De
plus, elle se distingue de I'immunité innée par sa faculté a conserver en mémoire le souvenir d’une premicre
agression. En effet, une agression ultérieure par le méme agent infectieux entrainera une réponse immunitaire
plus rapide et plus efficace. Elle peut étre 2 médiation humorale (les anticorps) et/ou a médiation cellulaire
(les lymphocytes, voir Figure 4). Les acteurs principaux de cette défense spécifique sont les lymphocytes B et T.

Les neutrophiles et les monocytes (macrophages) sont les premiéres cellules a répondre aux infections
(réponse innée). Ils sont formés au niveau de la moelle épiniére. Les neutrophiles et les monocytes matures sont
relachés dans le sang avant d’étre appelés sur les sites d’infection. Ce sont des cellules phagocytaires produisant
des cytokines pro-inflammatoires et entrainant une réaction inflammatoire (revue par Trigunaite et al., 2015).
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Figure 4 : mécanisme simplifié de la réponse immunitaire & médiation cellulaire.
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En immuno-écologie, la réponse immunitaire peut se mesurer selon plusieurs méthodes (Boughton et
al., 2011). Une injection de phytohaemagglutinine (PHA, une lectine trouvée dans les plantes et utilisée comme
mitogéne) entraine une réaction inflammatoire ciblée et mesurable a I’aide d’un spécimeétre de précision alors
qu’une injection de globules rouges de mouton (SRBC) active une réponse immunitaire humorale mesurable par
comptage des anticorps développés dans le sang.

Le terme ‘immunocompétence’ définit la capacité a produire des anti-parasites ou une réponse
immunitaire anti-antigéne ; c’est un caractére 0/1. Alors que ’amplitude d’une réponse immunitaire particuliére
est un caractere quantitatif continu (Vinkler et al. 2011).

Une étude menée par Edler et al. (2011), montre qu’une injection de PHA chez des
individus supplémentés en testostérone réduit la réponse inflammatoire mesurée, par rapport

aux individus témoins. Une seconde injection de PHA chez les males supplémentés en
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testostérone quatre semaines plus tard ne provoque pas une augmentation de la réponse
immunitaire au niveau de celle enregistrée chez les individus témoins qui ont un niveau de
testostérone plus bas. Ce résultat indique que le traitement a la testostérone pourrait
directement ou indirectement supprimer certains composants de la réponse immunitaire
acquise. Cette étude confirme I’immunosuppression de la testostérone a la fois pour la
réponse immunitaire innée (une injection), mais aussi acquise (deux injections). Une
augmentation expérimentale des taux de testostérone in ovo a montré une suppression de la
réponse innée et de la réponse acquise chez le troglodyte familier (7roglodytes aedon) et
mene a une diminution de la réponse antibactérienne chez les oisillons provenant d’ceufs
traités a la testostérone (Clairardin et al., 2011).

Cependant, le réle immunosuppresseur de la testostérone est mis en doute par
certaines études. Dans la méta-analyse effectuée sur 22 études par Roberts et al. (2004), les
liens de causalité¢ entre un taux élevé de testostérone et 1I’immunosuppression existent.
Cependant, les auteurs notent que ces effets disparaissent lorsqu’ils prennent en compte la
non-indépendance des données. Par ailleurs, bien que Buchanan et al. (2003a) aient trouvé un
effet immunosuppresseur de la testostérone sur la réponse humorale suite a une injection de
SRBC (voir encadré 3) chez le moineau domestique (Passer domesticus), la manipulation
hormonale n’a eu aucun effet sur la réponse immunitaire a médiation cellulaire suite a
I’injection de PHA. Evans et al. (2000) trouvent surprenant que la production d’anticorps
suite a un choc immunitaire chez des males castrés ou supplémentés en testostérone de cette

méme espece soit basse pour les deux groupes.
VI / Objectifs et hypothéses

L’objectif de cette theése a été de définir le role de la testostérone sur 1’honnéteté des
signaux sexuels dans un contexte de communication multimodale. J’ai travaillé sur
I’évolution de la signalisation (ICHH, honnéteté des signaux), au niveau de 1’organisme
(comportement de chasse), au niveau des tissus (fonctionnement musculaire et flux de
caroténoides) et enfin au niveau cellulaire (bioénergétique).

Dans un premier temps, nous avons test¢ [’hypothése du handicap immunitaire
proposé par Folstad et Karter (1992) chez un amphibien, la rainette arboricole Hyla arborea.
Dans un second temps, par une approche intégrative, nous avons testé la relation entre les
performances de chant et les effets de la testostérone sur la biomécanique de contraction
musculaire des muscles du tronc et la bioénergétique des mitochondries des fibres
musculaires. Ensuite, nous avons cherché a identifier la relation entre le signal coloré et la

biodisponibilité des caroténoides présents dans I’organisme selon 1’hypothése de Blas et al.
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(2006). Enfin, nous avons ¢étudi¢ Deffet de la testostérone sur le comportement
d’approvisionnement alimentaire, nécessaire a I’apport énergétique pour le chant et 1’apport
en caroténoides pour la couleur.
Les différentes hypothéses sont :
- Hl.a: le signal visuel est testostérone-dépendant,
- HI1.b: le signal acoustique est testostérone-dépendant,
- Hl.c: la testostérone est immunosuppressive.
- H2.a: les propriétés contractiles des muscles et le fonctionnement mitochondrial sont
améliorés par la testostérone,
- H2.b: les caractéristiques de chants sont associées a des performances (force et
fatigue) des contractions musculaires,
- H2.c: les propriétés contractiles musculaires sont liées au fonctionnement
mitochondrial des fibres musculaires.
- H3.a: la quantité de caroténoides dans le sac vocal est responsable de la couleur du
sac vocal,
- H3.b: la testostérone modifie la répartition des caroténoides entre le foie (organe de
stockage) vers le sac vocal pour la fonction ornementale.
- H4.a: la testostérone améliore la vigilance en diminuant le temps de latence avant la
premigere attaque.
- H4.b: la testostérone permet aux males d’avoir des attaques plus rapides.

- H4.c: la testostérone augmente le succes d’attaque des males.
VII / Modéle biologique

Hyla arborea, la rainette arboricole ou rainette verte est un amphibien de petite taille
(entre 3 et 6 cm), reconnaissable a la longue bande latérale sombre qui part des narines et se
prolonge sur les flancs (Figure 5). C’est une espece largement répartie en France, excepté
dans le sud de la France ou I’on retrouve principalement la rainette méridionale (Hyla
meridionalis). Son activité est principalement nocturne ou crépusculaire. Dans la journée,
I’activité de la rainette est fortement réduite, elle peut rester immobile plusieurs heures durant
sous une source de chaleur. La rainette verte est une espece patrimoniale en Rhone-Alpes.
Elle figure sur la liste rouge mondiale et Européenne de I’'UICN et la liste de rouge des
amphibiens de France métropolitaine. A ce titre sa manipulation est réglementée au niveau
communautaire par I’annexe IV de la directive 92/43/CEE (directive européenne, dite
directive habitats-faune-flore) et au niveau national par I’article 2 de ’arrété¢ du 19 novembre

2007 fixant la liste des amphibiens et des reptiles protégés sur 1’ensemble du territoire
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frangais et les modalités de leur protection. Son statut de protection international est
mentionné par la convention relative a la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel

de I’Europe (Convention de Berne) dans I’annexe II et III.

Figure 5 : Mile H. arborea exposant a la fois le signal acoustique et visuel par les vocalises et la couleur du
sac vocal. Photo de J. Desprat, 2014.

Au moment de la reproduction qui s’étend d’avril a juin dans la région Rhone-Alpes,
les males se regroupent sur le site de reproduction et forment un chceeur pouvant rassembler
plusieurs centaines d’individus afin d’attirer les femelles (Friedl et Klump, 1997). Ce systéme
d’appariement peut étre considéré comme un lek. Bradbury (1981) propose quatre critéres
pour définir un lek : 1) les males n’offrent pas de soins parentaux, ils n’apportent aucun
bénéfice direct aux femelles et ne contribuent aux générations futures que par leur sperme, 2)
les males se rassemblent dans une aire, ou les femelles viennent uniquement pour la
reproduction. Cette aire n’est utilisée pour aucune autre activité au cours de I’année, 3) le site
que les males défendent ne contient pas de ressources particuliéres qui pourraient attirer les
femelles, a part les males eux-mémes, et enfin 4) les femelles ont I’opportunité de
sélectionner leur partenaire quand elle visite le lek. Le lek est donc le systeéme idéal pour
étudier les signaux sexuels car il permet de se soustraire a tous les choix faits par les femelles
sur des bénéfices directs (nourriture, territoire...). Chez H. arborea, il existe une forte
différence inter-individuelle dans le succes reproducteur des males en raison des choix de la
femelle et/ou de la compétition male-male (Jaquiery et al., 2010). Les femelles ne peuvent pas
accéder directement a la qualité génétique des males et leur choix va donc étre basé sur des
signaux qui refletent honnétement cette qualité.

Chez H. arborea, de précédentes études au sein du laboratoire ont permis de mettre en
évidence les préférences des femelles selon des critéres multimodaux, acoustiques et visuels
(Richardson et al., 2010a ; Gomez et al., 2010). Les femelles comparent les performances de

chants des males avant 1’accouplement (Richardson et al., 2010b). Les femelles présentent
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une préférence pour des chants plus puissants, plus graves et plus rapides (Richardson et al.,
2010b, Richardson et Lengagne, 2010). En moyenne, un male produit 15 000 chants par nuits
(Brepson et al., 2013). Les males produisent des chants en séries appelés bouts qui

contiennent 25 chants et durent 4 secondes en moyenne (Brepson et al., 2013, Figure 6).

(a) Bout 1 Bout 2 Bout 3

Absolute amplitude
F 4
s
=
3
-

- SN 80 ms
N

Absolute amplitude

(C) 3,75 =

2,50 =

1,25 =

Frequency (kHz)

0,00 —
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Figure 6: Caractéristiques spectro-temporelles du signal acoustique les males chez H. arborea. (a)
Oscillogramme de 3 bouts contenant une série de chants ; (b) oscillogramme et (c) sonagramme d’un chant isolé
permettant de visualiser 1’intensité énergétique portée par chaque pulse du chant selon un gradient de couleur
(couleurs froides = intensités faibles, couleurs chaudes = intensités fortes). Figure obtenue d’apres la thése de N.
Richardson, 2010.

La vitesse d’émission des chants dans un bout (Vitesse Intra-Bout, VIB) est tres élevée
avec une fréquence de 5 a 9 chants/seconde (Gomez et al., 2011). Chaque chant est composé
de deux pics de fréquences, un premier compris entre 1 et 2 kHz et un second plus important
compris entre 2 et 3 kHz. Ainsi, la fréquence dominante — la fréquence avec la plus grande
énergie - du chant est-elle comprise entre 2 et 3 kHz chez H. arborea. Souvent associée a la
condition physique des males (Gingras et al. 2013), la fréquence du chant est un indicateur
honnéte de la taille des males (Gomez et al., 2011). Les parametres du chant tels que la vitesse
d’émission, la puissance d’émission ou la durée des chants sont des indicateurs de la
condition énergétique des males chez d’autres espéces (Grafe, 1996 ; Briggs, 2010).

La couleur du sac vocal est également un critére de sélection chez cette espéce. A

travers deux expériences utilisant des mod¢eles non animés de males, Gomez et al. (2010) ont
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mis en évidence les préférences de la femelle a la fois sur des critéres de clarté mais
également sur la saturation en couleur du sac vocal (Figure 7). A qualité de chant égale, des
individus avec des sacs vocaux plus colorés (plus rouge qu’orange) et plus foncés seront
préférentiellement choisis par les femelles. La clarté et la saturation en couleur sont
relativement plastiques (thése Brepson 2012, résultats non publiés) mais ne semblent pas
avoir de lien avec la condition corporelle des males (Gomez et al., 2011). Les premieres
analyses chimiques réalisées par Richardson et al. (2009) sur les sacs vocaux des méales H.
arborea ont permis de mettre en évidence la présence de pigments caroténoides dans le
tégument. De par la double fonction des caroténoides dans le signal visuel et dans la fonction
immunitaire, les signaux caroténoide-dépendants peuvent étre considérés des signaux

honnétes.

Figure 7 : Caractéristiques la couleur du sac vocal des méales H. arborea. (a) male ayant un sac vocal avec
une saturation et une clarté moyenne ; (b) male ayant un sac vocal de faible saturation ; (c) male ayant un sac
vocal avec une saturation élevée ; (d) male ayant un sac vocal clair ; (¢) male ayant un sac vocal foncé. Figure
obtenue d’apres la thése de M. Troianowski, 2014.

H. arborea est donc un modele biologique pertinent permettant de mesurer les effets
de la testostérone dans un contexte de multimodalité, a la fois sur les parameétres acoustiques
mais également sur les parameétres de la couleur, d’un point de vue physiologique et

comportemental.
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Article 1: A phytohaemagglutinin challenge test to assess immune responsiveness of

European tree frog Hyla arborea

Josserand R., Troianowski M., Grolet O., Desprat J.L.., Lengagne T., Mondy N.
Amphibia-Reptilia, 36 (2015), 111-118.

Problématique :

Evaluer le potentiel immunitaire de population en condition naturelle est une
préoccupation centrale en écologie et en biologie de la conservation. Pour mesurer
I’immunocompétence d’un organisme (la capacité d’un organisme a produire une réponse
immunitaire normale) plusieurs techniques sont utilisées. Elles nécessitent souvent un
prélevement de sang (mesure de la capacité bactéricide du plasma, détermination des profils
de leucocyte présents...). Parmi les rares méthodes non-invasives connues le test PHA
(mesure du gonflement cutané suite a une injection de phytohaemagglutinine) est tres utilisé,
en particulier pour des modeles oiseaux. Le type de réponse immunitaire (humorale ou a
médiation cellulaire faisant intervenir les lymphocytes T) intervenant dans la réponse au test
de la PHA fait cependant débat dans la littérature. De récentes études suggerent que ce test
permet de mesurer, d’'une part, une réponse inflammatoire rapide et non-spécifique liée au
recrutement de macrophages (réponse adaptative) et d’autre part, une réponse innée.

Objectifs :

Cette étude est nécessaire pour préciser les conditions optimales d’utilisation (dose
injectée et temps de réaction) du test de PHA chez H. arborea et valider le type de réponse
immunitaire associée a la réaction du test PHA.

Méthodes :

Expérimentation 1: Afin de déterminer la dose optimale a injecter et le temps de
réaction du test PHA, nous avons injecté 0.25 mg, 0.5 mg ou 1 mg de PHA dans le muscle de
la patte droite de 9 individus et comparé I’inflammation 0, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 heures
apres 1’injection par rapport a la patte gauche injectée avec du sérum physiologique (PBS).

Expérimentation 2 : Alors que 22 males sont injectés avec du PBS, 67 autres sont
injectés avec 0.5 mg de PHA. La variation d’épaisseur de la patte (aprés — avant injection) a
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 heures de chaque male permet d’évaluer la variabilité¢ de réponse
inter-individuelle et de valider I’utilisation de cette méthode chez H. arborea.

Expérimentation 3 : Afin de mieux comprendre la nature de la réponse immunitaire
dans la réaction au test PHA, 6 males témoins sont injectés une fois avec de la PHA et 5

males sont injectés deux fois a 10 jours d’intervalle. La réaction inflammatoire est mesurée 16
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heures apres 1’injection, puis les males sont euthanasiés afin de faire un prélévement sanguin

qui est analysé apres une coloration May Grunwald-Giemsa.

Résultats :

- 0.5 mg de PHA par injection est nécessaire et suffisant pour provoquer une inflammation
significative de 1’épaisseur de la patte. Ce gonflement est maximal a partir de 12 h et reste
stable pendant 24 heures. L’inflammation est réversible en 48 heures.

- Il existe une variation de réponse ala PHA entre les males mesurable dés 14 h apres
I’injection.

- Apres une seconde injection de PHA, la réaction inflammatoire est 150% plus importante
que la premiére. La réaction inflammatoire est positivement reliée au nombre total de
globules blanc comptés dans le plasma.

Conclusion :

Le test PHA est utilisable chez H. arborea pour mesurer son potentiel immunitaire. Le
gonflement de la pate observé est bien di a la présence de lymphocyte en nombre au site
d’injection. Le nombre de lymphocytes mesuré apres deux injections est plus élevé que celui
enregistré aprés une seule injection. La mise au point de la méthode d’utilisation du test PHA
chez H. arborea est un prérequis indispensable pour tester 1’hypothése du handicap

immunitaire dans 1’article 2 de cette thése.
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A phytohaemagglutinin challenge test to assess immune
responsiveness of European tree frog Hyla arborea

Rémy Josserand, Mathieu Troianowski, Odile Grolet, Julia L. Desprat,

Thierry Lengagne, Nathalie Mondy*

Abstract. Immune responsiveness, one measure of individual quality, can be used as a sensitive, non-lethal variable that
may be negatively affected in animals exposed to degraded, contaminated or otherwise disturbed areas. One frequently used
technique to measure immune responsiveness is the phytohaemagglutinin (PHA) challenge test. Swelling occurring at the
injection sites are measured before and 24 h after PHA injection. The immune response is considered to be the difference
between the two measures. Although this method is easily performed with wild animals, it has been rarely used on small
amphibians. Here, we test the possibility of using a PHA test with the European tree frog, Hyla arborea, and we identify the
optimal procedure for measuring immune responsiveness in this species. The results allowed us to simplify the procedure in
eliminating phosphate-buffered saline (PBS) injection and reducing the duration of the experiment. Injection of PHA into the
leg of H. arborea triggered an immune response with a peak of swelling 14 h after injection. A second injection of PHA into
the same animal induced more intense leg swelling. In addition, haematological responses showed that the total number of
leucocytes increased after PHA injection. A link between the leg swelling and the total leucocytes count recorded in blood
has been found. Consequently, this method may provide a useful tool for predicting the pro-inflammatory capacity of field
populations of small amphibians.

Keywords: conservation, immune system, PHA, pro-inflammatory capacity, tree frog.

Introduction ular structures and then respond to it (Boughton,
Joop and Armitage, 2011). In contrast, an adap-
tive immune response is characterised by spe-
cific memory that allows an individual to recog-
nise and remember specific pathogens and will
often provide lifetime immunity against rein-
fection with the same pathogen (Carey, Cohen
and Rollins-Smith, 1999). The adaptive immune
response includes humoral immunity through
the production of highly specific antibodies and
cell-mediated responses which involve T lym-

The capacity of an individual to produce an
appropriate immune response following expo-
sure to a pathogen is a critical aspect of dis-
ease resistance and survival (Demas et al.,
2011). Although habitat destruction, chemical
pollution exposure, and introduction of preda-
tors/competitors are obvious causes of am-
phibian declines, there is now compelling evi-
dence for mass deaths among amphibian popu-

lations in diverse geographic locations due to
disease outbreaks (Carey, Cohen and Rollins-
Smith, 1999). The amphibian immune sys-
tem involves both innate and adaptive defence
mechanisms. The innate immunity system pro-
vides rapid and non-specific protection. During
this phase, resistance mechanisms recognise an
external pathogen via broadly conserved molec-
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phocytes and then macrophages and polynu-
clear leucocytes (Gilbertson et al., 2003). Con-
stitutive immunity provides a response that is
always ready to act; it tends to be a rapid re-
sponse and is unspecific in that it is elicited or
effective against a variety of immune challenges
(Boughton, Joop and Armitage, 2011). In con-
trast induced responses are only expressed af-
ter pathogen infection, wounding, cancer recog-
nition, allergies and immunopathologies. These
activities encompass both innate and adaptive
immunity. Because of the complexity of the
physiological reactions triggered by infection,
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Table 1. Literature overview of studies using PHA to measure immune responsiveness in amphibian species.

Species(l) Stage Method Reference

Lithobates pipiens Adult Toe web injection, 2 mg/ml, swelling Gilbertson et al., 2003
measure at 24, 48, and 72 h

Lithobates spenocephalus Tadpole Tail injection, 1 mg/ml, swelling Venesky et al., 2012
measure at 24 h

Rana sylvatica Froglet Thigh injection, 1 mg/ml, swelling Gervasi and Foufopoulos, 2008
measure at 24 h

Rhinella marina Adult Toe web injection, 1, 2, and 5 mg/ml, Brown, Shilton and Shine, 2011

swelling measure at 6, 12, 24, 48, and 72 h

M Many studies not mentioned in the table use PHA with spleen cell culture of Xenopus leavis (e.g., Kinney and Cohen,

2005).

measuring and interpreting immune responsive-
ness in wildlife studies require standardised
techniques.

Most of the techniques used to quantify verte-
brate immune response require blood sampling.
Such techniques include, for example, the mea-
sure of natural antibodies and complement ef-
fectiveness using a haemolysis-haemagglutina-
tion assay, the measure of the bactericidal ca-
pacity of plasma and the determination of
the leucocyte profile (Matson et al., 2006; Pi-
geon et al., 2013). Few non-destructive meth-
ods have been developed. Among them, the
phytohaemagglutinin (PHA) challenge test is
the most popular because it causes no phys-
iological stress responses in the animal other
than those associated with capture and handling
(Merino et al., 1999). The PHA challenge test
has been used extensively in birds and rep-
tiles (e.g., Meylan, Haussy and Voituron, 2010;
Grasman et al., 2013) but more rarely in am-
phibians (table 1). It can be applied in natu-
ral contexts because of its short-term and lo-
calised effects and its feasibility in vivo un-
der field conditions. This test consists of a
PHA injection which produces temporary lo-
calised swelling. The use of PHA challenge
test as a surrogate of T cell-mediated immunity
only, as proposed in several studies (e.g., Tella
et al., 2008), was questioned. Brown, Shilton
and Shine (2011) showed that PHA injection
initiated the rapid infiltration of neutrophils,
eosinophils and macrophages at the injection
site, following by an influx of lymphocytes 24 h

after injection in cane toads. A study on cy-
tokine expression profiles in grey partridges
(Vinkler et al., 2014) showed no sign of any in-
duction of T cell proliferation at the site where
PHA was injected. Recent studies have sug-
gested that PHA-induced swelling measured, at
least in part, a rapid onset, non-specific inflam-
matory and innate immune response (Kennedy
and Nager, 2006) that may provide a clue for
predicting the pro-inflammatory capacity of the
individual (Vinkler et al., 2010; Vinkler and Al-
brecht, 2011).

This study aimed to test the possibility of us-
ing a PHA challenge test with the European tree
frog, Hyla arborea (Hylidae), and to identify the
optimal procedure for measuring the immune
responsiveness in this species and, more gen-
erally in small amphibian species. Methods re-
quiring blood sampling cannot be applied in H.
arborea; individuals are too small (3 to 7 g) to
allow blood sampling by cardiac puncture with-
out risking the death of this protected species.
To validate the PHA response, we also exam-
ined the white blood cell types that proliferate
during the inflammatory response after one and
two PHA injections.

Materials and methods
Animal collection and rearing

Individuals were obtained from a population located
near Lyon, France, on the Crémieu Plateau (5°21'7"E,
45°44/20"N). During the springs of 2012 (experiments 1
and 2) and 2014 (experiment 3), male tree frog adults calling
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at a pond were captured individually by hand. Males were
individually housed in terrariums (25 x 17 x 15 cm) with
a water-filled basin and a tree branch placed in the housing
room of our laboratory kept at temperature of 23.1 £ 1.5°C
(mean = sd). During the entire experiment, males were fed
ad libitum with house crickets (Acheta domesticus) and ex-
posed to a natural photoperiod.

Treatment inocula

PHA is a lectin derived from red kidney beans. PHA-P
(L8754, Sigma-Aldrich) is a mixture of five isolectins that
are tetramers composed of varying proportions of two PHA
subunits, L and E (Vinkler, Bainova and Albrecht, 2010). In
each experiment, PHA was dissolved in phosphate-buffered
saline (PBS) (D5773, Sigma-Aldrich).

Experiment 1: PHA dose effect

This experiment allowed us to determine the capacity of
different PHA doses for inducing an inflammatory response
in H. arborea. Classical injection into a toe web and the
standard measure of thickness (e.g., Gilbertson et al., 2003;
Brown, Shilton and Shine, 2011) cannot be applied to a
small species such as H. arborea. Hence, using a Hamilton
syringe with a 26S-gauge needle (£0.5 ul accuracy), we
injected 20 pl of PHA solution into the right leg muscle
of H. arborea. In agreement with the ethics protocol, only
nine frogs were used to test 0.25 mg, 0.5 mg or 1 mg
of PHA per individual (3 individuals per dose). In order
to verify the presumption of no swelling response after
the PBS treatment in the tree frog, 20 ul of PBS was
injected into the left leg of the same individual. Leg swelling
was measured (mean of three consecutive measures) before
and 2, 10, 12, 14, 24 and 48 h after injection using a
spessimeter (Mitutoyo, Absolute, 547-301, Japan) with an
accuracy of 0.01 mm. The reaction to PHA was expressed as
the difference between the change in thickness of the right
PHA-inoculated leg and the change in thickness of the left
PBS-inoculated leg. Data from experiment 1 was analysed
using repeated measures ANOVA (R 2.712.1; R Development
Core Team, 2010).

Experiment 2: measure of the immune challenge response

The goal of experiment 2 was to develop and validate
the dynamic of the response after a PHA challenge test.
Eighty-nine males were sampled in the field and reared in
the laboratory according to the protocol described above.
Twenty ul of PBS (n = 22) or PHA (0.5 mg/20 ul;
n = 67) was injected into the right leg of each frog
(see results of experiment 1). The thickness of the leg was
measured before injection and 12, 14, 16, 18, 20, 22 and 24
h after injection. A linear mixed model (LMM) allowed us
to assess the magnitude of individual changes between leg
thickness before and after PHA injection. In addition, we
used variance-covariance matrix with compound symmetry
because we detected heteroscedasticity before and after
(F = 0.15, df = 23, P < 0.001). Computations were
carried out with R 2.72.] (R Development Core Team,
2010).

Experiment 3: identification of white blood cells implicated
in the PHA response

To verify the involvement of immune cells in the swelling
response, 11 males were divided into two groups: the first
group (control) wherein males were injected only once
(C-males, n = 6), and the second group (experimental),
wherein males where injected twice (E-males, n = 5).
According to the results of experiment 1 and 2, 1 mg of
PHA diluted in 20 pl of PBS was injected into the right
leg of all males (C- and E-males). Male leg thickness
was measured 16 h after PHA injection. After this first
inflammatory measure, C-males were euthanized for blood
sampling according to the ethics protocol (see below) and
E-males were housed for 10 more days. Then, E-males
received a second PHA injection under the same conditions,
and leg thickness was measured 16 h after injection. These
individuals were then also euthanized for blood sampling.

One drop of blood was smeared on a glass slide and
air-dried. Blood smears were stained by immersion in May
Griinwald-Giemsa (320-07-1 and 320-31-1, RAL Reactive,
France). The identification and counts of different types
of leucocytes (white blood cell types, WBCs) were ob-
tained with a light microscope oil immersion lens (1000x)
in a monolayer-sector of the smear. Five types of leuco-
cytes were considered: basophils, monocytes, neutrophils,
eosinophils and lymphocytes. A differential count based on
100 leucocytes was performed for each individual (Davis,
Maney and Maerz, 2008; Fokidis, Greiner and Deviche,
2008). The leucocytes number per 10 000 erythrocytes was
obtained by counting the number of all erythrocytes in one
microscopic visual field (no difference in erythrocytes con-
centration was found, U = 12; P = 0.58) and multiply-
ing it by the number of microscopic visual fields that were
scanned to obtain 100 leucocytes (e.g., Lobato et al., 2005;
Dehnhard, Quillfeldt and Hennicke, 2011). We examined
the ratio of neutrophils to lymphocytes (N/L ratio). These
two cell types covary with the glucocorticoid levels, and
this ratio is used as a rough index of haematological stress
(Gross and Siegel, 1986; Vleck et al., 2000; Davis, Maney
and Maerz, 2008). All slides were examined by a single ob-
server (O.G.) without knowledge of the treatment of the col-
lected samples. Data from experiment 3 were analysed using
the Wilcoxon matched-pairs test to compare leg swelling be-
tween the first and second injections and to compare the N/L
ratio and TLC after one or two PHA injections. The correla-
tion between the leg swelling and the number of leucocyte
was tested with a Pearson test. We applied a log transfor-
mation to normalise the “WBCs” (R 2.12.1; R Development
Core Team, 2010).

Ethical note

Researchers obtained the European certificate that legally
allows us to design and conduct experimental research work
using live animals. Our study was conducted under the ap-
proval of the ethics committee of Lyon 1 University (ap-
proval number BH2012-15). The frogs housing structure
were located at the EcoAquatron of the University of Lyon
and approved by the Veterinary Services (approval number
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692661201). In agreement with capture authorization (pre-
fectural approval number DDPPO1-13-197), one week after
manipulation, frogs were released in natura close to their
original pound. All released frogs were in good health at the
end of the experiment.

Results
PHA dose effect (experiment 1)

The results of the different doses of PHA in-
jection, as shown by the mean increase in leg
thickness over 48 h, are illustrated in fig. 1.
The change in leg thickness of 9 frog legs in-
jected with 20 ul of PBS exhibited no vari-
ation in swelling during 48 h (repeated mea-
sures ANOVA, Fs4 = 1.87, P = 0.1), al-
though a slight increase occurred 2 h after in-
jection (fig. 1). This first peak of leg swelling
also occurred with PHA, regardless of the dose
used. The injection of 0.25 mg of PHA per in-
dividual induced an increase in leg thickness
similar to that recorded for the PBS injection
(fig. 1). In contrast, the injection of 0.5 mg
of PHA per individual produced a second in-
crease in thickness, reaching a maximum value
of 0.34 mm (increase of 20% on average) 12 h
after injection. The amount of swelling induced
by 1 mg of PHA did not differ from the re-
sults observed with 0.5 mg of this compound
and remained stable until 24 h after injection.
Forty-eight hours after injection, the thickness
of the leg was similar to the thickness of the

0.59

Increase of leg thickness (mm)

0 2 10 12 14 24 48

Time after injection (hours)

Figure 1. Increase (mean £ SE) in leg thickness (mm) of
H. arborea over 48 h following injection of 0.25 (black
diamond), 0.5 (black square) and 1 (black triangle) mg of
PHA or 20 pul of PBS (white circle).

R. Josserand et al.

leg before PHA injection (repeated measures
ANOVA, Fjo30 = 10.29, P < 0.01). Because
the two higher doses (0.5 and 1 mg) produced
similar response times, we conducted all further
trials using 0.5 mg/20 ul.

Immune challenge response (experiment 2)

The goal of this experiment was to verify that an
injection of PHA under the experimental con-
ditions determined in experiment 1 triggered a
differential individual response in frogs. Injec-
tion of PHA induced an inflammatory response
in H. arborea that peaked 14 h after injection
(+0.21 &+ 0.18 mm; fig. 2) and remained sta-
ble afterwards. The results obtained in males in-
jected with PBS (n = 22) and with PHA (n =
67) showed that the change in leg thickness in
response to PHA injection differed among indi-
viduals and that the thickness of the frog legs
injected with PHA increased significantly com-
pared to frog legs injected with PBS (parameter
estimate = 0.21, t = 3.64, df = 85; P < 0.01).
We can note that although the frog mass had a
significant effect on the thickness leg before in-
jection (Pearson, t = 8.03, df = 65, P < 0.001,
fig. 3A), the increase in leg thickness 14 hours
after PHA injection was not correlated with the

0.8
|

0.4

Increase of leg thickness after injection(mm)

T T
PBS PHA

Figure 2. Boxplot representing the increase (mean & SE) in
leg thickness (mm) 14 h after injection of PBS or PHA (n =
89) (horizontal line: median value, box ends: upper and
lower quartiles, whiskers: maximum and minimum values).
Different letters (a and b) represent a significant difference
between treatments.
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Figure 3. Leg thickness (mm) regressed on male mass
before injection (A) and increase in leg thickness (mm)
14 hours after PHA injection regressed on male mass (B).

initial body mass (Pearson, r = 0.59, df = 65,
P = 0.56; fig. 3B).

Cellular immune response to PHA injection
(experiment 3)

Before treatment leg thickness did not differ be-
tween groups (W = 13; P = 0.78). For both
groups the first PHA injection induced signifi-
cant swelling (all P < 0.05), and the swelling
intensity did not differ between groups (W =
19, P = 0.925). Ten days after the first injec-
tion, the leg thickness of E-males returned to
baseline (W = 9.5, P = 0.6). After a second
PHA injection, the swelling response was sig-
nificantly more prominent in comparison with
the skin swellings observed after the first injec-
tion (W =2, P = 0.03; fig. 4) in E-males.

The haematological values presented in ta-
ble 2 showed that using two PHA injections led
to a higher leucocyte number per 10000 ery-
throcytes (W = 2, P = 0.04; table 2) compared
to using only one injection. A similar increase
of lymphocytes was observed (W = 4, P =

Increase of leg thickness (mm)

0.20
1

T T
One PHA injection Two PHA injection

Figure 4. Boxplot representing the increase in male leg
thickness (mean £ SE) swelling (mm) after one or two PHA
injection (horizontal line: median value, box ends: upper
and lower quartiles, whiskers: maximum and minimum
values). Different letters (a and b) represent significant a
difference between treatments.

0.05). Our results also show a higher N/L ra-
tio for C-males compared to E-males (W = 18,
P = 0.06; table 2). We can note that the leg
swelling after PHA injection was linked to the
WBCs (Pearson, t = 2.56,df =9, P < 0.05,
fig. 5). Eosinophils are very scarce (<1% of all
WBCs) and monocytes represented 8% of all
WBC:s in both C- and E-males.

Discussion

Our results clearly showed that the PHA chal-
lenge test is a suitable non-destructive method
that can provide a measure of immune re-
sponsiveness in H. arborea. Although an ini-
tial peak of swelling, representing a 15% in-
crease in thickness, rapidly occurred after the
injection of PHA or PBS, a more intense sec-
ond peak (a 34% increase in leg thickness) oc-
curred between 12 and 14 h with only a 0.5 and
1 mg/20 ul PHA injection. This leg swelling re-
mained stable until 24 h after injection. Because
we quickly measured the first increase in leg
thickness after injecting PHA or PBS, the initial
swelling could have resulted from the injected
fluid that remained unabsorbed. This hypothesis
was consistent with the decrease in leg thick-
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Table 2. Differential white blood cell counts expressed per 10 000 red blood cells (erythrocytes) and the ratio of neutrophils to
lymphocytes (N/L) recorded in blood sampled in H. arborea injected once (C-males) or twice (E-males) with PHA. P-values

less than & = 5% are indicated with an asterisk.

Cell type C-males E-males P-value
(/10000 erythrocytes) Mean -+ SD Mean -+ SD

N/L ratio 1.17 £ 0.24 0.72 +0.32 0.06
Leucocytes 63.35 £ 21.07 108.54 4 36.03 0.04*
Lymphocytes 2145 £4.72 55.44 £ 30091 0.05*
Neutrophils 25.08 £ 12.66 3275 £ 641 0.18

Increase of leg thickness (mm)

T T T T T
25 3.0 3.5 4.0 4.5

Log (number of WCBs / 10000 erythrocytes)

Figure 5. Increase in leg thickness (mm) regressed on
WBCs/10000 erythrocytes expressed in logarithm after the
first PHA injection (white circle) or the second PHA injec-
tion (black circle).

ness observed between 2 and 10 h suggesting
slow absorption of the injected fluid. In contrast,
the second swelling peak was triggered only by
PHA. In this case, cytokines released from cells
act as beacons for white blood cells (Kennedy
and Nager, 2006; Martin et al., 2006), result-
ing in the rapid recruitment of white blood cells
at the PHA injection site (Martin et al., 2006;
Brown, Shilton and Shine, 2011) but not at the
PBS injection site. Even if the temporal evolu-
tion of white blood cells in the same animal af-
ter a PHA injection was not be measured in our
study, the pattern of increase in H. arborea legs
in response to PHA injection seemed similar to
the pattern observed with the cane toad Rhinella
marina and blood analyses suggest the same
processes (Brown, Shilton and Shine, 2011).

One approach for clarifying the nature of the
immune system responses that underlie changes
in leg thickness after a PHA injection is to ex-
amine the accumulation of each blood cell type
at the injection site after one and two injec-
tions using histologic methods (e.g., Martin et
al., 2006). This study measured the number of
circulating leucocytes after two PHA injections
separated by ten days. The results showed that
the WBCs observed for E-males (2 injections) is
higher than for C-males (1 injection). Although
we cannot exclude the possibility that the lym-
phocyte levels might be elevated after the first
injection and simply did not have time to de-
crease before the second injection was applied,
we can note that the number of lymphocytes in-
volved in a variety of immunological functions,
such as immunoglobulin production and mod-
ulation of immune defence (Davis, Maney and
Maerz, 2008), was higher after two injections
than after one injection. Although the number
of neutrophils did not vary between the C- and
E-males, the N/L ratio is higher for males that
were injected only once; the lymphocyte pro-
portion is thus more important after a second
injection. Due to the protection regime of H.
arborea, the initial blood parameters of ani-
mals captured in the field without PHA injec-
tion were not determined. However, it seems
that the N/L ratio usually observed in amphib-
ian species varies between 0.3-0.5 (reviewed
in Davis, Maney and Maerz, 2008). Thus, we
can hypothesise that, in this study, the ratios
increase approximately 3-fold when the frogs
are injected once and remain higher than nor-
mal after the second injection. Taken together,
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these results suggest that the primary response
to PHA injection is a classical non-specific in-
nate inflammation and that the secondary re-
sponse observed in E-males is adaptive (Tella et
al., 2008; Vinkler, Bainova and Albrecht, 2010).
Indeed, after the first contact with an antigen the
cells of adaptive immunity (lymphocytes) can
be activated (Akira et al., 2006), but this acti-
vation takes time (>24 h). PHA is a tetrameric
structure with two subunits. Only the PHA-L
subunit stimulates T-cell mitosis (Vinkler, Bain-
ova and Albrecht, 2010). In contrast, the PHA-E
subunit activates erythroagglutination but does
not stimulate T-cells (Vinkler, Bainova and Al-
brecht, 2010). It has been shown that the PHA-E
isolectin stimulates a stronger immune response
than PHA-L (Vinkler, Bainova and Albrecht,
2010). In addition, the results of experiment 2
in this study, using a substantial number of indi-
viduals, clearly showed that individuals respond
with different amplitudes, confirming that the
PHA responses can provide a robust measure
of anuran immune responsiveness. In addition,
we have also shown that a second PHA injec-
tion induces a larger tissue swelling (49.7% on
average) than the first one. Moreover we found
a significant positive relationship between leg
swelling and the total number of circulating
leucocytes number. In a bird study, Martin et
al. (2006) showed significant correlations be-
tween the numbers of immune cell types and
the degree of wing-web swelling. Particularly,
they suggest that the link between swelling only
6 h after PHA injection represents a high de-
gree of cytokine secretion by these cell types
at this time, leading to increased infiltration and
subsequent degranulation of other effector cells
(e.g., heterophils, macrophages and basophils)
shortly thereafter (Martin et al., 2006).
Although H. arborea was too small for toe
web injection, we successfully injected PHA
into H. arborea legs and we reduced the num-
ber of measure by eliminating the PBS control
injection, as suggested by Smits et al. (1999)
in birds and Brown, Shilton and Shine (2011)
in amphibians. By injecting only one leg and

measuring leg thickness only once between 14
to 24 h after injection, we reduced handling
time, which causes an increase of stress hor-
mones that affect immunosuppression (Martin
et al., 2006). We also reduced the possibility of
trauma during field manipulation. The results of
PHA test have become a widespread measure
of immune responsiveness, especially in wild
birds (Martin et al., 2006). However, even if re-
cent studies have improved our understanding
of PHA assays (Salabarria et al., 2013; Vinkler
et al., 2014), the immunological background of
the test is highly complex and the results of
the swelling should be interpreted with cau-
tion (Kennedy and Nager, 2006; Martin et al.,
2006; Owen and Clayton, 2007; Vinkler, 2010).
Further investigations are particularly needed to
verify whether the test reflects resistance to any
particular type of parasite (Owen and Clayton,
2007).
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Article 2 : Immunocompetence handicap hypothesis in tree frog: trade-off between

sexual signals and immunity ?

Desprat J.L.., Lengagne T., Dumet A., Desouhant E., Mondy N.
Behavioural Ecology, 26 (2015), 1138-1146.

Problématique :

Dans un contexte de sélection sexuelle, les signaux sexuels males doivent refléter
honnétement la qualité de I’émetteur pour que la femelle puisse retirer des bénéfices indirects
de la sélection du partenaire qu’elle a effectué. Les différentes hypothéses et postulats
permettant d’expliquer I’honnéteté des signaux (Zahavi, 1975, 1977 ; Hamilton et Zuk, 1982)
ont été¢ enrichis en 1992 par 1I’hypothése du handicap immunitaire (ICHH) proposée par
Folstad et Karter. Selon ces auteurs, il existe un compromis, régulé par la testostérone, entre
le systéme immunitaire et la production des signaux sexuels secondaires. Cette hormone
controlerait I’expression des signaux sexuels et entrainerait une dépression du systeme
immunitaire. Par conséquent, seuls les individus de bonne qualité et en bonne santé seraient
alors capables de supporter I'immunodéficience due a la testostérone tout en produisant des
signaux attractifs pour les femelles. L’effet a double tranchant de la testostérone suggére un
role prépondérant de cette hormone dans ’honnéteté des signaux sexuels. Majoritairement
testée sur les oiseaux et en ne prenant en compte qu’une seule modalité de signal (souvent le
chant), cette hypothése pourrait étre vue comme un mécanisme unificateur pour expliquer
I’honnéteté du signal, quelle que soit la modalité sensorielle dans le cas des communications
multimodales.

Objectif :

L’originalit¢ de 1’étude présentée est de tester 'ICHH dans un contexte de
communication multimodale chez H. arborea. En effet, les femelles de cette espece utilisent a
la fois des signaux visuels et acoustiques pour choisir leur partenaire (Richardson et al.,
2010a).

Hypothéses :

- Hl.a: la couleur du sac vocal des males est testostérone-dépendante.
- H1.b: le chant des males est testostérone-dépendant.
- H2: la testostérone est immunosuppressive.

Méthodes :

Nous avons expérimentalement manipulé le taux de testostérone chez 96 males H.
arborea par application topique d’une solution avec ou sans testostérone a une concentration

de 3 mg/ml. Réguliérement durant 20 jours, les individus sont enregistrés et la couleur du sac
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vocal est mesurée. A la fin de I’expérimentation, la réponse immunitaire des individus a été

mesurée apreés une injection de phytohaemagglutinine (PHA).

Résultats :

- Les males supplémentés en testostérone chantent plus longtemps et plus grave que les
témoins apres 20 jours de traitement ;

- Les males supplémentés en testostérone ont un sac vocal plus foncé que les témoins apres
20 jours de traitement ;

- La réponse immunitaire des males forts en testostérone dépend de leur masse corporelle.
Les males supplémentés en testostérone avec une meilleure condition corporelle présentent
une immuno-stimulation a la PHA.

Conclusion :

Les signaux sexuels acoustiques et colorés chez H. arborea sont testostérone-
dépendants. En revanche, contrairement a notre hypothése, la testostérone ne provoque pas
d’immunosuppression chez cette espéce. De maniére surprenante, certains males
supplémentés en testostérone (les plus gros) ont une réponse immunitaire améliorée. Ces
résultats ne nous permettent pas de valider I’hypothése de I'ICHH chez H. arborea et

suggerent que d’autres mécanismes peuvent expliquer I’honnéteté des signaux sexuels.

Erratum :

Page 4, Figure 2 : les prélévements salivaires au cours de la saison de reproduction sont
effectués du 20 avril 2013 au 25 mai 2013.
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The immunocompetence handicap hypothesis (ICHH) assumes that testosterone plays a dual role in mediating both sexual signal
expression and immunosuppression. Although there is good evidence of the ICHH in birds, it was primarily tested using only one sexual
signal approach. By focusing on the European tree frog Hyla arborea, a species for which mate choice is based on both acoustic and
visual signals, we test for the first time the ICHH in a multimodal communication system. The ICHH may be viewed as a universal way
to explain signal honesty no matter the sensory modality used by animals. After studying the effects of testosterone on the acous-
tic and visual sexual signals through a daily testosterone supplementation, the effects of androgen on the immune system response
were measured through a phytohaemagglutinin injection. In H. arborea, we demonstrate that both the acoustic and visual sexual sig-
nals were testosterone dependent. However, the phytohaemagglutinin injection did not provoke immunosuppression for testosterone-
supplemented males. Surprisingly, the testosterone-supplemented males with a high body mass presented an immunoenhancement.
Therefore, it seems that ICHH is not an integrating mechanism that is able to explain signal honesty in the multimodal signaling system
used by H. arborea in mate choice. On the contrary, our results support the idea that multiple mechanisms (e.g., cost-added and index
signals) operating simultaneously may explain signal honesty of both acoustic and visual signals.

Key words: acoustic signal, communication, Hyla arborea, phytohaemagglutinin, sexual selection, visual signal.

INTRODUCTION

In many species, females invest more in reproduction than males
and are the choosy sex. Usually, choice is not random and females
expect to gain benefits from their choices. In species in which
males contribute nothing beyond their sperm, females are expected
to choose males based on “indirect benefits” (Andersson 1994).
Because males differ in their quality, mate preference must confer
genetic benefits to the offspring (the “good genes hypothesis™ and/
or “compatible gene hypothesis,” from Neff' and Pitcher 2005).
Whereas the assessment of male quality as a prospective mate is
crucial, a direct assessment is often impossible. Therefore, females
rely on males to honestly advertise their quality as potential mates
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through honest sexual signals. Signal honesty can be achieved
through several main types of signals, such as cost-added signals
and index signals (Maynard Smith and Harper 1995).

Because the immune system competes for resources with sexu-
ally selected ornaments, the mechanism proposed by the immu-
nocompetence handicap hypothesis (ICHH) is another way to
consider signal honesty in the mate choice context (Folstad and
Karter 1992). It suggests that testosterone serves a dual role in
mediating both sexual signal expression and immunosuppression.
The immunosuppressive effect of testosterone can be explained by
the indirect action promoting the allocation of energy to repro-
duction—behavior and metabolism—rather than maintenance of
the immune system (Norris and Evans 2000). As a consequence,
high testosterone levels result not only in full sexual signal expres-
sion but also in a concomitant reduction of immunocompetence.
Therefore, only high-quality males can afford to both fully express
sexual traits and be able to resist or tolerate parasite/pathogen
attack.
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One of the main assumptions of the ICHH is that elevated tes-
tosterone plays an important role in the expression of sexual signals
(Folstad and Karter 1992). Such a hypothesis is supported by stud-
ies that show the regulation of sexual songs by testosterone (e.g,
in birds, such as Junco hyemalis carolinensis, Enstrom et al. 1997; or
mammals, such as Scotinomys teguina [singing mouse|, Pasch et al.
2011). Similarly, testosterone influences the expression of colored
sexual signals (e.g., in birds, such as Carpodacus mexicanus, Stoehr and
Hill 2001; or reptiles, such as Sceloporus jarrovii, Cox et al. 2008).
Although there is good evidence of a deleterious effect of elevated
testosterone on humoral immunity (Peters 2000), as well as on
cell-mediated immunity (Deviche and Cortez 2005), other studies
have not found an effect on either (Buchanan et al. 2003; Roberts,
Buchanan, Hasselquist, et al. 2007).

Most of the studies of ICHH focus on a single male sexual signal
and, particularly, on males with a colored ornamented signal (Evans
et al. 2000; Faivre et al. 2003). However, males often produce com-
plex signals with different sensory modalities. For example, male
wood-warblers are both brightly ornamented and perform an elab-
orate song (Taff et al. 2012). The association of several signals may
increase the reliability of the information (Candolin 2003), whereas
the use of 2 modalities increases the discrimination accuracy
(Gomez et al. 2011). Although the communication process appears
to be largely multimodal, the ICHH has never been investigated
in a multimodal communication system. Nevertheless, the ICHH
could be viewed as a universal way to explain signal honesty no
matter the sensory modality used by animals.

In the present study, we experimentally investigated the ICHH as
a way to understand signal honesty in both the acoustic and visual
communications of the European tree frog (Hyla arborea). H. arbo-
rea is a lekking species and previous experiments clearly established
that females choose their mate based on acoustic signals and vocal
sac coloration. Indeed, females showed a significant preference for
higher call rates and calls of short duration, as well as for higher
call amplitudes (Richardson et al. 2010). They also favored lower
peak frequencies. As the dominant frequency was negatively cor-
related with body weight, such a preference should lead to their
selecting larger males (Richardson et al. 2010). Also, given equally
attractive calls, females prefer males with a colorful and intense
(darker and more chromatic) vocal sac over a pale (lighter and less
chromatic) vocal sac (Gomez et al. 2009, 2010). Whereas acoustic
signals are well studied and represent a short-term indicator of
male quality based on their energetic state (Voituron et al. 2012;
Brepson et al. 2013), few studies have investigated the role of visual
signals as a male quality indicator in the tree frog. Concerning the
ICHH, the demonstration of the relationship between the immune
function and sexual signal production require experiments in which
testosterone levels of H. arborea are manipulated. Here, we experi-
mentally increased the male’s testosterone levels and we predicted
that testosterone-supplemented males would have both more col-
ored vocal sac and more attractive calls at the end of the experi-
ment. Simultaneously, we predicted that the immune response of
testosterone-supplemented males would be less intense than control
ones.

METHODS
Male capture and housing conditions

Ninety-six f1. arborea calling males (i.e., sexually mature males)
were collected during nightly choruses in mid-April 2013
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from a population located near Lyon, France (45°56’33.34"N,
4°55'1.96"E).

After their capture, the individuals were housed in the laboratory
in individual terrariums (25X 17 X 15 cm) with a water-filled basin
and a tree branch. In addition to the natural light of the room, the
terrariums were placed under a neon light (Exo Terra-Neon reptile
Glo 5.0; 40W; 30% UVA; 5% UVB) with timers set to guarantee
12h of light minimum per days. Every night, the males were stimu-
lated using a recording of the chorus playback of their population.
In this way, we provided an identical stimulation over the captivity
for all males. Because in natura the males f1. arborea switch between
calling and hunting periods, then during the entire experiment,
the males were fed with 2 domestic crickets (Acheta domesticus) every
2 days.

Experimental design

The day before the beginning of the experiment (D0), each male
was weighed and its call and vocal sac coloration were recorded.
Simultaneously, a saliva sample was taken to estimate the testoster-
one levels. Then, males were randomly assigned to 2 groups of 48
individuals each: T-males (testosterone-supplemented males) and
C-males (control males). The T-males’ testosterone circulating lev-
els were manipulated using a noninvasive method. Testosterone was
delivered transdermally to each frog Testosterone (Testosterone
purum > 99.0%, number 86500, FLUKA Analytical, Sigma-
Aldrich) was diluted in commercial-grade sesame oil to obtain a
3.10° pg/mL hormone solution. About 4.5 pL. of hormone solution
was applied with a micropipette on the back of T-males each day
during the duration of the experiment, whereas C-males received
an identical amount of sesame oil. In order to avoid the risk that
testosterone could be flushed in the basin water, frogs were carefully
put away from it for few minutes that insures a good transdermal
infiltration. Ten (D10) and 20 days (D20) after the beginning of the
experiment, the body mass, testosterone levels, and characteristics
of the call and vocal sac coloration of each male were measured
and recorded. At D20, a measure of immune reaction was per-
formed by a phytohaemagglutinin injection on 30 randomly chosen
males (14 T-males and 16 C-males). Because of an ethical proto-
col, we were not authorized to inject phytohaemagglutinin into
all males.

In addition, the natural variation of testosterone levels during the
entire breeding season (from 20 April 2013 to 22 May 2013) was
recorded by collecting the saliva of randomly sampled males in the
pond (N = 40). The breeding season of H. arborea is well known in
our studied sites since first investigations in 2008. Frog activity was
checked every night from the beginning of April to the end of May
to be sure to take into account all the breeding season.

Recording and call analysis

We measured individual male call characteristics by recording their
acoustic response to a chorus playback in a semianechoic chamber
(40x40x40cm) using a Sony ECM-T6 directional microphone
connected to digital recorders (Roland R-44 or Fostex FR-2LE; Fe
22.05kHz) during a 4-h period beginning at 8.00 PM on the nights
DO, D10, and D20. In H. arborea, the mating calls are produced
in series named bouts that usually contain an average of 26 calls
(Richardson et al. 2010). Using Avisoft SASLab©, we extracted the
main acoustic parameters: the average bout duration (in ms) and
the within-bout call rate (WCR, in calls/s), which corresponds to
the rhythm of call emission during each bout. In addition, the first
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harmonic, which is usually the frequency with the highest ener-
getic content of the call (named dominant frequency), was mea-
sured using a Fast Fourier Transform analysis (FF'T" windows size:
1024 pts; accuracy: 21.5 Hz).

Coloration measurements

The vocal sac coloration of males was measured using a JAZ-
Ocean optics spectrophotometer (AvaSpec-3648-SPU2, Avantes)
with a deuterium-tungsten halogen lamp light source (AvaLight
DHS, Avantes) emitting in the range 200-1500nm and a coaxial
optic fiber (FCR-7UV200-2-45-ME, Avantes) reflective to white
reference and dark noise. The obtained average of the reflectance
spectrum was analyzed using the software AVICOL®, version 5
(Gomez 2006) to extract brightness (the mean reflectance within
the range 350-700 nm) and the chroma, also named color satura-
tion (the difference between the minimal and maximal reflectance
divided by the mean reflectance within the range 350-700 nm)
used to characterize coloration (Gomez et al. 2009). A more intense
coloration is darker and more chromatic.

Hormone analysis

We investigated the testosterone levels in saliva, which is a nonin-
vasive method used for wild species steroid detection that includes
amphibians (Pearson et al. 2008; Janin et al. 2012). A cotton ball
was directly introduced into a frog’s mouth for 20 s and put in
microtube equipped with a filter to retain the cotton fiber dur-
ing centrifugation. Cotton balls were weighted before and after
sampling saliva, to deduct the amount of saliva. Then saliva was
extracted from the cotton ball with the addition of 120 pL of a
phosphate buffer (1M phosphate solution containing 1% bovine
serum albumin, 4 M sodium chloride, 10mM ethylenediaminetet-
raacetic acid, and 0.1% sodium azide) and centrifugation.

Testosterone analysis was performed in duplicate with a colo-
rimetric 96-well testosterone Enzymo-Immuno Assay (EIA) kit
(number 582701, Cayman Chemical). EIA method is based on the
competition between testosterone and a testosterone—acetylcholin-
esterase conjugate for a limited number of testosterone polyclonal
antiserum binding sites. The color reaction was developed using
Ellman’s reagent containing acetylthiocholine and 5,5-dithio-bus-
(2-nitrobenzoic acid). The concentration of testosterone in saliva
samples was calculated using a standard curve run in duplicate
on each plate. The intensity of the color, evaluated using a spec-
trophotometer (Absorbance Microplate Reader ELx808, Biotek)
at 405nm wavelength, is proportional to the amount of testos-
terone—acetylcholinesterase conjugate bound to the well, which is
inversely proportional to the amount of free testosterone present in
the sample. The EIA used to measure testosterone in the saliva was
validated for use with H. arborea saliva by demonstrating parallelism
between serial dilutions of 2 saliva samples and the standard curve
obtained with a calibrated solution of testosterone (Iigure 1). The
inter-assay variation and intra-assay variation was inferior to 5%.
The assay detection limit was 1.5 pg/mL. In our experiment, there
was no value under this detection limit guaranteeing analyses were
done with enough accuracy.

Immunity test

The phytohaemagglutinin challenge test to assess immunocompe-
tence of European tree frog H. arborea was finalized by Josserand
et al. (2015). Immune response was measured after an injec-
tion of 20 pL of phosphate buffer saline (EC number 231.791.2,
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Figure 1

Analytical absorbance % of a standard curve of testosterone (black
diamond) and dilutions from 2 saliva samples of Hyla arborea (sample 1: white
square and sample 2: white triangle) after a logarithmic transformation
of the testosterone quantity (in pg). Testosterone concentrations across
unknown dilutions from 2 preliminary samples were parallel to the standard
curve and between them. This result indicates that antibodies bound the
hormone in the saliva sample at a similar rate than those in the standard.

Sigma-Aldrich) with 0.5mg of Phaseolus vulgaris phytohaemagglutinin
(PHA-P, L8754, Sigma-Aldrich) per animal in the right leg of 30
frogs (14 T-males and 16 C-males). Swelling was measured before
and 18h after injection with a spessimeter (ID-C112, Mitutoyo)
with an accuracy of 0.01 mm.

Statistics

We used a generalized estimating equation (GEE) statistical method
to analyze the effects of testosterone (2 modalities: T-males and
C-males), body mass, and the day (DO, D10, and D20) on the dif-
ferent sexual parameters (chroma, brightness and WCR, domi-
nant frequency, and the average bout duration). The GEE method
accounts in generalized linear models for the correlation between
observations (Liang and Zeger 1986). In our models, the identity
of the individuals was defined as a random effect to account for
several measures (3 dates) that were performed on each male. An
autoregressive of first order working correlation structure was used
(other working correlation structures yielded similar conclusions).
A Gamma distribution of errors (inverse link function) was used
except for frequencies that were analyzed by means of a Poisson
distribution (log link function). Gamma is a continuous probabil-
ity distribution that is frequently used to model positive variables
because it has a positive value, and its 2 parameters (shape and
scale) allow it to fit with large data distributions (McCullagh and
Nelder 1989). The Wald statistic, based on the asymptotic normal-
ity of estimators, was used for estimating levels of significance.

In the field, males do not sing every night during the breeding sea-
son, they alternate singing nights with hunting nights (personal obser-
vation). In this context, we had difficulties recording the males on
each recording date. Only 17 males were successfully recorded at DO,
D10, and D20 (10 C-males and 7 T-males). These numbers drasti-
cally reduce the statistical power of our analysis. To avoid this pitfall,
we analyzed 60 individuals (27 C-males and 33 T-males) who sang
and were successtully recorded at least twice on the 3 recording days.

The effect of testosterone (i.e., testosterone-supplemented vs.
control) on the leg swelling response after PHA injection of the
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males was explored using linear models. The body mass, a mor-
phological indicator, was added as another explanatory variable
in the models after checking that immune response was not condi-
tion dependent (Pearson test between the leg swelling and the body
mass; t = 1.24, df = 28, P = 0.22, N = 30). For the linear models,
residual normality, independence, and variance homogeneity were
checked. For all of the statistical models, all the main effects and
the interaction terms for each data set were fitted. The compari-
son of testosterone levels between groups was performed using a
Wilcoxon—-Mann—Whitney test because of the non-normality of the
data distribution. For all analyses, we followed a backwards proce-
dure to remove the variables sequentially, thus allowing us to iden-
tify the most parsimonious model. Data were analyzed using the
statistical software package R (R Development Core Team 2013).
The R package “geepack” and the function geeglm were used for
the GEE analyses.

RESULTS
Testosterone levels in natura

At the beginning of the breeding season, when males arrived at the
pond (approximately 20 April 2013), the mean testosterone levels
measured in their saliva was 9.3+3.5 pg (mean £ SEM) of tes-
tosterone/mg saliva (Figure 2). During the 2 following weeks, tes-
tosterone levels in the saliva increased until a peak was observed
at the middle of the breeding season (66.0+18.0 pg of testos-
terone/mg saliva on 3 May 2013). Then, the mean testosterone
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levels decreased to 12.3+2.4 pg of testosterone/mg saliva on 22
May 2013.

Evolution of testosterone during the experiment

At the beginning of our experiment, the mean testosterone levels
in H. arborea saliva for both the T-males and C-males were similar
(6.8£0.5 and 5.4%0.5 pg of testosterone/mg saliva, respectively;
Mann-Whitney test; U = 972.5, P = 0.14, N = 96). After 10 days
of the topical application of testosterone, the mean testosterone
levels of the T-males was significantly higher than that recorded for
the C-males (10.3+0.8 and 5.9£0.7 pg of testosterone/mg saliva,
respectively; Mann-Whitney test; U = 497.5, P < 0.01, N = 96).
After 20 days, the testosterone levels of the T-males were 8 times
higher on average than the testosterone levels of the C-males
(26.0£2.6 and 1.9£0.2 pg of testosterone/mg saliva, respectively;
Mann-Whitney test; U = 182, P < 0.01, N'= 96).

Testosterone effect on acoustic sexual signals

We observed a significant difference for all call parameters between
the beginning and end of the experiment (day effect; Table 1,
Figure 3A—C). However, the application of testosterone also
induced a significant modification of 2 main acoustic parameters
of the H. arborea call: the dominant frequency and the average bout
duration (Table 1). Although the bout duration decreased during
the experiment for both groups (day effect, Table 1, Figure 3C), the
T-males sang longer than the C-males after 20 daily testosterone
applications (treatment effect: 'T-males, D20, N = 33, 3.15£1.14

10-Apr
15-Apr
20-Apr |
25-Apr L

Evolution of male mean testosterone levels in the saliva (pg/mg) of Hyla arborea sampled at the pond during the 2013 breeding season (N = 40). Error bars

indicate SEM values.

Table 1

Results from the GEE analyses of acoustic parameters (WCR, dominant frequency, and bout duration) in Hyla arborea

WCR Dominant frequency Bout duration
Variable df Wald statistic Pvalue Wald statistic P value Wald statistic P value
Body mass 1 0.15 0.69 58.30 <0.001 6.60 0.01
Day 2 13.86 <0.001 26.30 <0.001 35.40 <0.001
Treatment 1 0.38 0.54 4.90 0.03 5.50 0.02
Body mass X Treatment 1 0.81 0.37 0.80 0.36 0.50 0.49
Day X Treatment 2 2.22 0.33 1.80 0.42 0.40 0.82

The independent variables tested are: body mass, day, and treatment (2 modalities: C-males and T-males). The interactions with treatment and body mass or
day are presented. N = 60. P values lower than 0.05 are indicated in bold. df, degrees of freedom.
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s; C-males, D20, N = 27, 2.76£0.82 s). Likewise, although the
dominant frequency increased during the experiment for both
groups (day effect, Table 1, Figure 3B), its increase was less for
T-males (approximately +170 Hz) than for C-males (approximately
+200 Hz) (treatment effect). Body mass, the day, and testosterone
treatment all have an effect on call parameters independent of
their interactions (Table 1). In agreement with previous studies
(Richardson et al. 2010), frog body mass played an important role
in the call’s dominant frequency and bout duration; the heaviest
males had a more attractive call than the smallest one.
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Figure 3

Means of WCR (a), dominant frequency (b), and bout duration (c) of
testosterone-supplemented males (T-males, black circle, N = 27) or control
males (C-males, white circle, N' = 33) who sang and were successfully
recorded at least twice on the 3 recording days during the entire
experiment. Error bars indicate SEM values. Output of GEE models (see
Table 1), taking account the male body mass, presents a significant effect
of testosterone on the dominant frequency and the bout duration vocal
parameters.
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Testosterone effect on vocal sac coloration

GEE models indicate that the application of testosterone had a
significant effect on the brightness but not on the chroma of the
vocal sac (Table 2, Figure 4A,B). There was no significant dif-
ference between the brightness of C-males and T-males at DO
(W= 1387, P = 0.08, N = 96), and changes in brightness over
time were linked to treatment (treatment effect; Figure 4A). Body
mass had a significant effect on brightness the same way it affected
the acoustic parameters (body mass effect). The heavier C-males
were, the more their brightness decreased; whereas the bright-
ness of T-males did not depend on their body mass (Body mass X
Treatment). A variation of vocal sac coloration between the initial
capture date and the end of the experiment was also measured
(day effect). In captivity, the vocal sac became brighter and less
chromatic.

Testosterone effect on immune response

Contrary to our prediction, increasing testosterone levels in
H. arborea did not trigger a decrease in male immunity even
though the treatment and body mass interacted significantly in
response to the PHA injection (Figure 5). T-males with less body
mass and all G-males reacted to PHA in a similar manner. In
contrast, the strength of the swelling response increased signif-
icantly for those T-males with a high body mass (linear mixed
model, Body mass X Treatment, N = 30, df = 1, 26; FF = 4.07,
P = 0.05). Qualitatively, the model’s interpretation does not
change if the outlier individual (Chi-squared = 7.34, P = 0.007,
increased leg thickness: 0.49) is removed from the data set (lin-
ear mixed model, Body mass X Treatment, N'= 29, df = 1, 25;
F=5.05 P=0.03).

We did not find that sexual signal parameters were correlated
with immune response (all 2> 0.05).

DISCUSSION

Our study, on H. arborea, a lekking species that uses both visual and
acoustic signals in mate selection, tested the 2 main assumptions of
the ICHH in a multimodal communication context. As predicted
by the ICHH, several components of acoustic and visual sexual
signals are testosterone dependent in /. arborea. Nevertheless, our
results did not reveal an immunosuppression effect of testosterone
and, thus, we did not validate the ICHH as a proximate mecha-
nism explaining signal honesty in H. arborea.

Table 2

Results from GEE analyses of visual parameters (brightness
and chroma) in Hyla arborea

Brightness Chroma
Variable df Wald statistic P value Wald statistic P value
Body mass 1 9.28 <0.01 0.01 0.97
Day 2 8.57 0.01 6.96 0.03
Treatment 1 7.13 <0.01 0.02 0.90
Body mass X Treatment 1 4.48 0.03 0.01 0.91
Day X Treatment 2 103 0.60 3.02 0.22

The independent variables tested are: body mass, day, and treatment (2
modalities: C-males and T-males). The interactions with treatment and body
mass or day are presented. V= 96. P values lower than 0.05 are indicated in
bold. df; degrees of freedom.
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Figure 4

Means of male vocal sac brightness (a) and chroma (b) of testosterone-
supplemented males (T-males, black circle) or control males (C-males, white
circle) during the entire experiment for the 3 recording days. N = 96 for each
recording day. Error bars indicate SEM values. Output of GEE models (see
Table 2), taking account the male body mass, presents a significant effect of
testosterone on the brightness color parameter.

Testosterone-dependent sexual signals

Gonadal testosterone secretion typically occurs at the beginning of
the breeding season and seasonal changes in hormone levels cor-
relate with seasonal changes in calling behavior (e.g, Maddison
et al. 2012; and reviewed in anurans by Arch and Narins 2009)
or in male coloration (e.g., Lindsay et al. 2009). To be realistic, we
checked that testosterone levels of supplemented males remained
within the limits that are observed in the wild.

Several studies have shown an improvement of male coloration
within the breeding season (Salvador et al. 1996; Stoehr and Hill
2001); surprisingly, such an approach is scarce concerning acous-
tic signals (Enstrom et al. 1997). In our experimental conditions,
although we observed a time effect that was likely a result of captiv-
ity conditions, we observed a modification of both the dominant
frequency and bout duration for T-males (those who experienced
an increase in testosterone levels) with regards to the call charac-
teristics produced at the beginning of the experiment by the same
males. Several acoustic parameters, such as dominant frequency,
are often linked to the emitter morphology (review of 136 frog
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species by Gingras et al. 2013). This is also the case in H. arborea
with larger males calling at lower frequencies (Richardson et al.
2010; Gomez et al. 2011). However, because frog body mass did
not increase during the entire experiment, we may dismiss this
hypothesis to explain our results. The physiological action of tes-
tosterone on trunk muscles could be a second explanation of our
results (Leary 2009).

To our knowledge, the present study is the first to empha-
size a testosterone effect on the vocal sac coloration parameters
in anurans. According to another study conducted on blue tits
Cyanistes caeruleus (Remy et al. 2010), we failed to show that color-
ation was modified through a chroma eflfect. Our results clearly
showed that testosterone treatment modified the vocal sac bright-
ness. Indeed, T-males were more colorful than C-males and exhib-
ited a darker vocal sac at the end of the experiment relative to
their color at the beginning of the experiment. In H. arborea, the
vocal sac coloration primarily depends on carotenoid pigments
(Richardson et al. 2010) that are obtained exclusively in their diet.
In our experiment, males did not have access to an external source
of carotenoids because domestic crickets are free of carotenoids.
During the first 10 days of the experiment, the brightness of both
the T-males and C-males vocal sacs increased. Then, the brightness
of the T-males vocal sac remained the same, whereas the bright-
ness of the C-males vocal sac continued to increase. In a pioneer
study, Blas et al. (2006) showed that carotenoid levels in the liver
and plasma of testosterone-supplemented birds were higher than
those of control birds, and the integument coloration was strongly
associated with circulating carotenoids in the plasma. They con-
cluded that testosterone increases the bioavailability of carotenoids,
which impacts coloration. In the absence of an input of stream
carotenoids, our results suggested 2 nonexclusive mechanisms to
explain the role of testosterone in the bioavailability of carotenoids
and the mechanism underlying the stabilization of brightness in
T-males: 1) testosterone could prevent the degradation of vocal sac
carotenoids and 2) testosterone could promote the redistribution of
carotenoids from the liver to the vocal sac through plasma. Further
investigations are necessary to test these hypotheses.

Hence, testosterone appears to affect the quality of visual and
acoustic signals emitted by males. In both cases, signal modifica-
tions from the high testosterone levels observed in tree frogs pro-
mote more attractive traits in males (Gomez et al. 2009; Richardson
et al. 2010).

Immune response and testosterone

Our results did not support one main assumption of the ICHH,
which suggests that elevated testosterone has a deleterious effect on
the immune system (Folstad and Karter 1992). In our experiment,
the immune responsiveness of H. arborea was measured by using
the PHA challenge test. Even if the immunological background of
the test is highly complex, recent studies have improved our under-
standing and have suggested that PHA-induced swelling measured,
at least in part, a rapid onset, nonspecific inflammatory and innate
immune response (Kennedy and Nager 2006; Josserand et al. 2015)
that may provide a clue for predicting the pro-inflammatory capac-
ity of the individual (Vinkler et al. 2010; Vinkler and Albrecht
2011). Nevertheless, to quantify vertebrate immune response, sev-
eral authors used PHA test combined with another test such as the
measure of natural antibodies, bacteria killing assay, and white cell
counts (e.g., Buchanan et al. 2003; Pigeon et al. 2013). Multiple
immune measure methods could reveal different evidence for
ICHH as shown by Buchanan et al. (2003) in Passer domesticus. In
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Effect of the interaction between treatment and body mass on leg thickness (in mm) of Hyla arborea after PHA injection (M = 30). The increase of leg
thickness is a measure of immune response. Predictions of the linear model for the significant interaction between the 2 explanatory variables (body mass and

testosterone treatment) are represented (full and dotted lines for T-males (black circle) and C-males (white circle), respectively).

our case, other measurements than PHA measure would require
blood samples that are technically very complex to obtain because
of the high risk of death for H. arborea. It was also impossible to
use a functional response such as survival like in insects (Gonzalez-
Tokman et al. 2012) because manipulating infection and measuring
survival is not allowed on wild protected amphibian species (1976
French laws on biodiversity protection).

Nevertheless, the interaction between treatment and body mass
revealed that the immune response was not the same for T-males
and C-males: a positive trend was found only for T-males. Larger
T-male (greater than 4.5g) had a better immune response than
small T-male. Similar effects have been found in birds (Buchanan
et al. 2003; Roberts et al. 2009) without any clear explanation. The
interaction of testosterone treatment and body mass effects could
be an indirect consequence of energy reallocation from the immune
system to other metabolic demands (e.g., Owen-Ashley et al. 2004;
Alonso-Alvarez et al. 2007). Energy reallocation may be caused by
leptin, a hormone primarily produced in lipogenic tissues, which
regulates the amount of fat stored in the body (Brann et al. 2002).
Only the individuals able to maintain large lipid reserves (with high
leptin levels), whereas sustaining high testosterone levels, might be
able to develop sexual displays without any impairment of their
immune defenses (Alonso-Alvarez et al. 2007). This hypothesis
does not entirely explain the immune-enhancement observed in
those T-males with high body mass in . arborea, but this should be
considered.

Another possibility is the action of corticosterone, which is often
correlated with testosterone levels (e.g., Evans et al. 2000; Roberts

et al. 2009) and is known to be an immunosuppressive (in review,
Buchanan 2000; in iguana Amblyrhynchus cristatus, Berger et al. 2005).
Evans et al. (2000) suggest that testosterone has a dual effect: it leads
to immunosuppression through a mechanism involving corticoste-
rone (see Buchanan et al. 2003; Roberts, Buchanan, Bennett, et al.
2007; Roberts et al. 2009); however, conversely, it leads to increased
immunocompetence, likely via dominance behavior, influencing
access to nutritional resources. Because in our experiment, we did
not manipulate or observe corticosterone levels of H. arborea males,
we cannot verify that it was not that hormone which played a role
in the immunoenhancement observed in T-males.

Signal honesty in H. arborea

Whereas the expressions of both acoustic and visual signals are
often linked to androgen, Blas et al. (2006) emphasize the lack of
studies integrating both signaling systems in the same vision of sig-
nal honesty. However, the strength of sexual selection is strong in
lekking species with a great variance in male breeding success. In
this situation, mate selection by females is not a random phenom-
enon, although male density could decrease their ability to discrim-
inate male quality (Richardson and Lengagne 2010). Females rely
on signal characteristics emitted by males to infer their potential
quality as a mate and the fitness benefits that such a choice can
confer.

Several mechanisms dealing with signal honesty have been
suggested in previous studies conducted on acoustic and visuals
signals in H. arborea. First, as suggested by the cost-added sig-
nals definition (Maynard Smith and Harper 1995), many signal

G102 ‘6 AInf uo 3son3 Aq /310°s[euINO[PI0JX0°003Y2q//:d)Y WOIj papeojumoq



Desprat et al. « Immunocompetence handicap hypothesis in Hyla arborea

components used by females in their mate choice are costly to
produce and to maintain. Such costs associated with signal pro-
ductions may prevent cheating (Zahavi 1977), although some
studies show that signal honesty can be maintained even with
null or negative realized costs (Getty 1998; Szamado 1999). This
is the case with the call rate, WCR, call amplitude or a prefer-
ence for leader males (Richardson et al. 2008, 2010). Moreover,
in some cases, this energetic cost differs for large and small males,
a mechanism that could prevent cheating among low quality
males (Voituron et al. 2012). Concerning visual sexual signals,
as suggested by Gomez et al. (2009), a carotenoid-based color-
ation may be costly to maintain because these pigments are also
involved in immune function (Faivre et al. 2003). Finally, accord-
ing to the definition of index signal (Maynard Smith and Harper
1995), the low frequency calls preferred by females allow them to
select large males. Indeed, such spectral call characteristics seem
to be mechanically linked to the individual’s body mass both at
the inter- and intra-specific level, and the frequency can thus be
viewed as an honest indicator of a male’s body mass (Hoskin et al.
2009; Richardson et al. 2010).

The originality of our study relies on the measurements of mul-
timodal signals in the context of ICHH. This study calls also for
future research that will integrate both multimodal signals and sev-
eral proxies of the immune response to test ICHH. This integrative
approach is now necessary to improve our understanding of the
link between immunocompetence and sexual selection.
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Article 3 : Caloric restriction and testosterone affect mitochondrial functioning and

contractile properties of calling muscles in Hyla arborea

Desprat J.L., Teulier L., Puijalon S., Romestaing C., Dumet A., Lengagne T.,
and Mondy N.
Journal of experimental biology, soumis septembre 2015.

Problématique :

Chez les amphibiens, les vocalises jouent un role important dans le choix du partenaire
au moment de reproduction. D’un point de vue physiologique, la production acoustique
nécessite la contraction des muscles du tronc afin de chasser I’air des poumons jusqu’a la
cavité buccale. Due a la grande fréquence de contraction des muscles du tronc, la production
acoustique augmente le métabolisme aérobie de 1’animal et I’activité des enzymes présentes
sur la chaine respiratoire mitochondriale.

Au cours de la saison de reproduction les males présentent une hausse significative de
leur taux de testostérone qui est connue pour affecter directement le signal acoustique (voir
article 2). Par ailleurs, les propriétés de contraction des muscles responsables du chant chez
les grenouilles sont souvent impactées par cette hormone. D’autre part sur la mare, les males
chanteurs n’allouent que trés peu de temps a la recherche de nourriture. L’énergie nécessaire
au chant est donc directement liée a 1’utilisation de leurs réserves, ils peuvent donc étre
considérés comme expérimentant une période de restriction calorique.

Objectifs :

L’objectif est d’étudier expérimentalement les effets de la testostérone et de la
restriction calorique sur les muscles du tronc de la rainette H. arborea. Pour la premicre fois,
nous avons ¢étudié les réponses a ces contraintes a différents niveaux d’intégration sur les
mémes individus 1) les caractéristiques des signaux acoustiques, 2) I’activité des muscles du
tronc et 3) le fonctionnement mitochondrial.

Hypothéses :

- HI : les propriétés contractiles des muscles du tronc et le fonctionnement mitochondrial
sont améliorés par la testostérone.
- H2 :larestriction calorique implique une augmentation de I’efficacité des mitochondries.

Méthodes :

Nous avons expérimentalement manipulé le taux de testostérone chez 40 males H.
arborea par application topique d’une solution avec ou sans testostérone a une concentration
de 3 mg/ml. Apres avoir enregistré leurs chants, les individus sont euthanasiés. Les propriétés

contractiles des muscles sont mesurées suite a une stimulation électrique de 0.5 ms a 20 Hz
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provoquant un tétanos musculaire. Le fonctionnement mitochondrial est évalué¢ par la

consommation d’oxygene des fibres musculaires.

Résultats :

- La contraction musculaire tétanique induite présente une force maximale atteinte
rapidement (quelques secondes) puis une diminution progressive de la force formant un
plateau.

- La testostérone réduit la durée du plateau de contraction ainsi que la consommation
d’oxygene des fibres musculaires a 1’état phosphorylant. Sur un substrat lipidique, la
consommation d’oxygene allouée a la production d’ATP est réduite par la testostérone.

- La restriction calorique réduit la force de contraction des muscles du tronc et augmente
I’efficacité mitochondriale en limitant la fuite de proton de la chaine respiratoire
mitochondriale.

Conclusion :

Nos résultats montrent un effet concomitant de la testostérone et de la restriction
calorique sur la bioénergétique mitochondriale et les propriétés contractiles du muscle du
tronc chez les males H. arborea pendant la saison de reproduction. A consommation
d’oxygene équivalente, 1’augmentation de I’efficacité mitochondrial permet d’augmenter la
production d’énergie utile. Au moment de la reproduction, le signal acoustique est élevé et les
contractions musculaires associées sont coliteuses en énergie. L’effet positif de la testostérone
sur le rendement mitochondrial pourrait permettre d’améliorer la qualité ou la quantité des

chants des males et ainsi augmenter leur fitness.
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Caloric restriction and testosterone affect mitochondrial functioning and
contractile properties of calling muscles in Hyla arborea.

(Soumis septembre 2015 Journal of Experimental Biology)

Julia L. Desprat, Loic Teulier, Sara Puijalon, Caroline Romestaing, Adeline Dumet, Thierry

Lengagne and Nathalie Mondy.
Universit¢ de Lyon, UMR 5023 Ecologie des Hydrosystémes Naturels et Anthropisés,
Université Lyon 1, ENTPE, CNRS, F - 69622 Villeurbanne, France.

KEY WORDS: androgen, tree frog, trunk muscle, muscular contraction, fiber bioenergetics,
acoustic signal

RUNNING TITLE: Testosterone and call muscle capacities

SUMMARY STATEMENT

Calling behavior is testosterone-dependent in the tree frog. Here, we investigated both the
testosterone and the caloric restriction effects on the trunk muscle properties with a

physiological integrative point of view.

ABSTRACT

During the breeding season, the calling behavior of males is often time consuming and energy
consuming. Consequently, males experience a period of caloric restriction due to both the
energetic cost of calling and the reduced opportunities for foraging. In addition, the
testosterone level of males is increased compared to pre- and post-reproduction. Here, we
experimentally induced caloric restriction and increased the testosterone levels of the male
European tree frog Hyla arborea to study, in realistic conditions and on the same individuals,
mitochondrial activity, which provides the ATP necessary for muscle functioning, trunk-
muscle activity and the resulting call. Our results show that the maximal force developed by
the trunk muscle was not affected by the caloric restriction, suggesting that frogs were able to
maintain force properties, even with half the muscle mass. Furthermore, the caloric restriction
and testosterone significantly and positively affected the mitochondrial efficiency of the
trunk-muscle fiber. The integrative character of this study allowed for the highlighting of
direct relationships between mitochondrial efficiency and trunk-muscle contraction and

between trunk-muscle contraction and calling behavior.
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List of symbols and abbreviations

C-males
COX

DO

D10

D20

FG

FOG

PO

PO/M
PCM
PMS

Pt

Pt/M
RCR

SO

T90
T-males
VO2 ATP
VO2 basal
VO2 max
WCR

control males

cytochrome c oxidase

day 0

day 10

day 20

fast glycolytic

fast oxidative glycolytic

maximal force of tetanus

maximal force of tetanus relative to muscle dry mass
palmitoyl-carnitine/malate

pyruvate/malate/succinate

force at the beginning of plateau

force at the beginning of plateau relative to muscle dry mass
respiratory control ratio

slow oxidative

time to decrease of 90% PO

testosterone-supplemented males

muscle fiber oxygen consumption estimated to ATP production
muscle fiber oxygen consumption with substrate only
muscle fiber oxygen consumption with ADP

within-bout call rate
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INTRODUCTION

Male sexual traits, such as acoustic signals, tegument coloration, behavior and morphological
characteristics, have been reported in various taxa to influence female mate choice (for a
review, see Jennions and Petrie, 1997). Males can also use signals emitted by other males to
decide on the best way to react (typically fight or flight (Arak, 1983; Andersson, 1994) or
sneaking tactics (Brepson et al., 2012)). The expression of male sexual traits and behavior
may ultimately be constrained by physiological limitations, such as nutritional or endocrine
status, oxidative stress, or pathologies (Pough et al., 1992; Borgia, 1993; Andersson, 1994).
Vocalizations in anuran species are well described for both intra-sexual and inter-sexual
competition during the breeding season (Wells, 1977; Gerhardt et al., 2007; Richardson et al.,
2010). Vocal parameters that reflect signaling effort, such as the emission rate and duration of
calls, are often highly variable within and among individuals and typically under strong
directional selection in anurans (for a review, see Leary, 2009). Sound production in most
anurans is powered by the cyclical contraction of trunk muscles — the external and internal
oblique muscles — that enclose much of the thoracic and abdominal cavities (Pough et al.,
1992). When a frog calls, air is forced from the lungs by the contraction of the trunk muscles
and moves though the larynx into the buccal cavity. As the air passes through the larynx, the
vibration of the vocal cords and associated cartilages produces sound (Pough et al., 1992;
McClelland, 1996; Girgenrath and Marsh, 1997; Leary, 2009). The acoustic signals that most
anurans produce are accompanied by the inflation of one or two conspicuous vocal sacs.
Males inflate and deflate their vocal sac, which has a primary evolutionary function of
recycling air during vocalization, thereby increasing the call rate and distributing soundwaves
omnidirectionally (Pauly et al., 2006).

Acoustic signaling is thus particularly demanding for muscle activity, and the elevated
metabolic rates are explained by the high levels of contractile activity in the trunk muscles
(Taigen and Wells, 1985). Previous reports on many frog species show that trunk muscles
exhibit variations in aerobic characteristics (Ressel, 1996; Bevier, 1997; Grafe and Thein,
2001). Aerobic muscle performance is highly contingent on the oxygen demands of
mitochondrial respiratory enzymes in exercising muscles (Ressel, 1996). Relationships
between calling performance and features of the trunk muscles in males have been reported in
inter-specific comparisons. Neotropical frog species with high calling rates have trunk
muscles with high mitochondrial densities and enzyme activity levels of catabolic enzymes
such as citrate synthase (Ressel, 1996).

In many species, to achieve sexual behavior, males reduce their opportunities for foraging

during the breeding season (Pough et al., 1992). Thus, they often experience a period of
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caloric restriction. A significant body-mass depletion linked with calling activities during
breeding season has often been observed in males (Wells, 1977; Egger and Guyetant, 2003;
Girgenrath and Marsh, 2003; Meuche and Grafe, 2009). Caloric restriction could also affect
their mitochondrial functioning (Putti et al., 2015). Indeed, caloric restriction is hypothesized
to decrease mitochondrial electron flow and proton leaks to attenuate damages caused by
reactive oxygen species (Sohal and Weindruch, 1996). Hence, caloric restriction could have
benefic effects on mitochondrial functioning.

During breeding periods, males also experience a high level of testosterone (Marler and Ryan,
1996; Desprat et al., 2015). Gonadal testosterone can provide important insights into the
evolution of courtship signals because they regulate the expression of many sexually selected
signals (Folstad and Karted, 1992; Wilczynski et al., 2005; Blas et al., 2006). In particular,
this steroid plays an important role in the expression of acoustic sexual signals in anuran
(Moore et al., 2005; Arch and Narins, 2009; Leary, 2009). The correlations reported between
androgen levels and vocal persistence or effort could be explained by the physiological action
of testosterone on trunk muscles and neuronal activation. For example, in gray tree frogs,
Hyla chrysoscelis, seasonal effects on testosterone levels enhance their trunk muscle size and
their in vivo contractile properties, and there are clear activational effects of androgens on the
trunk muscles involved in producing vocalizations (Girgenrath and Marsh, 2003). Androgens
(testosterone but also Sa-dihydrosterone or 11-ketotestosterone) increase the size of the
muscles used by males to produce song ; further upstream, the brainstem and spinal cord
motor neurons that control these muscles can also be androgen sensitive (for a review, see
Adkins-Regan, 2005). Testosterone can strengthen the energetic challenge of male tree frogs,
increasing their metabolic expenditure in a period of restrictive access to feeding resources.
The goal of the present study was to experimentally investigate the testosterone effects and
the caloric restriction on the trunk muscles of the European tree frog Hyla arborea (Linnaeus,
1758). For the first time, we studied the same individuals’ 1) acoustic signals, ii) trunk muscle
activity, which is largely involved in call production, and iii) mitochondrial activity, which
provides the ATP necessary for muscle functioning. H. arborea is a lekking species, and the
mating system is thus based on female choice. Males vocalize to attract females, and females
compare the calling performance of several males before mating (Richardson et al., 2010).
Females show a significant preference for higher call rates and higher call amplitudes
(Richardson et al., 2010). Calls contain five to seven pulses corresponding to a cycle of the
contraction and relaxation of the trunk muscles. Moreover, each call is emitted repeatedly
with a high call rate (5-9 calls per second) in series named bouts (Gomez et al., 2011). Males

can produce approximately 15000 calls during a calling night (Brepson et al., 2013).
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We predicted that testosterone and caloric restriction would improve 1) trunk muscle
contractile properties, particularly fatigue resistance, and 2) mitochondrial bioenergetics.
Simultaneously, the loss of the male body condition could imply an increase in mitochondrial
efficiency (to maintain a similar ATP production) to maintain the same muscle contractile
properties throughout the breeding season. Finally, we investigated the relationships among
the three levels of integration, i.e., acoustic parameters, muscle properties and mitochondrial

bioenergetics.

METHODS

We previously conducted an experiment focused on the relationship between testosterone,
sexual signaling and immunity on 96 H. arborea mature males (Desprat et al., 2015). To
reduce our impact on the tree frog population, the forty males used in the present study were a
random subsampling of this previous study. Hence, full details of the housing conditions, the

experimental design of the hormonal experiment and the call analysis can be found in Desprat

et al. (2015).

Male capture and housing conditions

Calling H. arborea males were collected during nightly choruses in mid-April 2013 from a
population located in France near Lyon. After their capture, the individuals were housed in
the laboratory in individual terrariums (25x17x15 cm) with a water-filled basin and a tree
branch. Frog housing was developed in the EcoAquatron University of Lyon approved by the
Veterinary Services (approval number 692661201). To mimic the limited foraging behavior in
natura and the caloric restriction experienced by males in the field during breeding season,

males were fed 2 crickets per day throughout the experiment.

Experimental design

Experiments were conducted under the approval of the ethical committee of Lyon 1
University. The 40 males were randomly distributed in 2 groups: C-males (control males, N
=24), and T-males (testosterone-supplemented males, N = 16). Testosterone was delivered
transdermally to each frog following the method used by Desprat et al. (2015). Briefly,
testosterone (number 86500, FLUKA analytical, Sigma-Aldrich) was diluted in commercial-
grade sesame oil to obtain a 3 mg/ml hormone solution. T-males received 4.5 pl of hormone
solution dorsally each day during the experiment, whereas C-males received an identical
amount of sesame oil. The first day of the experiment (D0), 8 C-males were weighed, and a

saliva sample was taken to estimate testosterone levels. Their calls were recorded the night of
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DO, and they were killed at the morning. The same measures were redone at ten days (D10)
on 8 C-males and 8 T-males and at twenty days (D20) on 8 C-males and 8 T-males. Each
individual was killed by pithing with a syringe needle.

Hormone analysis

A saliva sample was obtained with a cotton ball directly introduced into a frog’s mouth for 20
seconds. Cotton balls were weighed before and after sampling saliva. Then, saliva was
extracted from the cotton ball with the addition of 120 pL of a phosphate buffer (1 M
phosphate solution containing 1% BSA, 4 M sodium chloride, 10 mM EDTA and 0.1%
sodium azide) and centrifugation at 10 000 rpm over 10 min. The testosterone analysis was
performed in duplicate with a colorimetric 96-well testosterone Enzymo-Immuno Assay kit
(EIA, number 582701, Cayman Chemical). The EIA used to measure testosterone in the

saliva was previously validated for use with H. arborea saliva (Desprat et al., 2015).

Recording and call analysis

We measured individual male call characteristics by recording their acoustic response to a
chorus playback in a semi-anechoic chamber (40 x 40 x 40 cm) using a Sony ECM-T6
directional microphone connected to digital recorders (Roland R-44 or Fostex FR-2LE; Fe
44.1 kHz, Thomann, France) over a 4-hour period beginning at 8.00 pm on the nights of DO,
D10 and D20. Using Avisoft SASLab Pro© (Avisoft Bioacoustics, Germany), we extracted
the main acoustic parameters: the average bout duration (in s), the within-bout call rate, which
corresponds to the rhythm of call emission during each bout (WCR, in calls/s), and the call
duration (in s). In addition, the first harmonic, which is usually the frequency with the highest
energetic content of the call (named dominant frequency), was measured using a Fast Fourier

Transform analysis (FFT windows size: 1024 pts; accuracy: 21.5 Hz).

Measures of trunk muscle contractile properties

The anuran trunk muscles originate on the vertebral spines and are inserted near the middle of
the ventral surface (Girgenrath and Marsh, 2003). The whole right trunk muscle was isolated
from the vertebral column to the breastbone and completely immersed vertically in a
polypropylene cylindrical chamber (@ x h: 4.5 cm x 6 cm) with Ringer solution (110 mM
NaCl, 2.5 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 2 mM MgCl,-6H,0, 10 mM Hepes, pH 7.4) at 25°C
(Allard and Rougier, 1994) and a constant supply of oxygen. The trunk muscle was allowed
to recover from the dissection for approximately 30-45 min before any -contractile

measurements were collected. The trunk muscle was clamped to the bottom of the chamber
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by the breastbone conjunctive tissues as an attachment point and by the vertebral column to
the non-fixed part of the single column universal testing system (Instron 5940, Canton, MA,
USA). Stimuli were produced by a stimulator (model 6002, Harvard apparatus, UK). Muscle
lengths were adjusted to tend the muscle enough to measure contractions. Maximum twitch
contractions were estimated by finding a threshold at an increasing voltage until no further
increase was observed (between 25 V and 40 V). The muscle was supra-maximally stimulated
using two copper electrodes placed along the chamber (d x L: 0.1 cm x 6 cm) with a square
wave stimulus of 0.5 ms at 20 Hz until exhaustion. From this tetanus (Fig. 1), we calculated
the following variables : the maximal force relative to muscle dry mass (PO/M, in mN/mg),
the time to a decrease of 90% of PO (T90, in s), the force relative to muscle dry mass

corresponding to the beginning of the plateau (Pt/M, in N/mg) and the plateau duration (in s).

Measures of mitochondrial functioning
o Permeabilized muscle fibers preparation and respiration

Muscle fibers’bioenergetics was investigated using a method previously described by Pesta
and Gnaiger (2012). Immediately after euthanasia, half of the left trunk muscle was frozen,
and the rest was immersed and dissected in BIOPS solution (10 mM Ca-EGTA buffer, 0.1 uM
free calcium, 20 mM imidazole, 20 mM taurine, 50 mM K-MES, 0.5 mM DTT, 6.56 mM
MgCl2, 5.77 mM ATP, 15 mM phosphocreatine, pH 7.1). Muscle strips were dissected to
separate muscle fibers. Fiber bundles were transferred in a BIOPS solution containing saponin
(50 pg/ml) for permeabilization and were shook gently at 4°C for 30 min. Then,
permeabilized fibers were washed for 10 min at 4°C in the Mir0O5 buffer (0.5 mM EGTA, 3
mM MgCl12.6H20, 60 mM K-lactobionate, 20 mM taurine, 10 mM KH2PO4, 20 mM Hepes,
110 mM sucrose, free fatty acid BSA (1 g/L), pH 7.1). Muscle fibers were weighed, and their
respiration rate was monitored with an Oroboros® oximeter at 20°C, in the Mir05 solution
using either Pyruvate/Malate/Succinate (PMS: 5/2.5/5 mM) or Palmitoyl-carnitine/Malate
(PCM : 40/2.5 mM) as a substrate to initiate a non-phosphorylating state (VO2 basal, see
table 4). The phosphorylating state (VO2 max) was determined in the presence of ADP (1
mM). The difference between the two states (VO2 ATP) corresponds to the estimated part
(without leaks) of the respiration allocated to the ATP production. In addition we calculated
the respiratory control ratio (RCR) as « VO2 max/VO?2 basal ». The integrity of mitochondria
within permeabilized fibers was systematically verified by the absence of the stimulation of
respiration by cytochrome c (10 uM) addition. The results are expressed in pmol oxygen/s/mg

tissue.
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o Cytochrome c oxidase (COX) activity
The COX activity was used as a proxy of the mitochondrial quantity in the tissue. Fragments
of the frozen left trunk muscle of each frog (10-20 mg) were homogenized in 1 mL of
modified Chappel and Perry medium (I mM ATP, 50 mM Hepes, 100 mM KCI, 5 mM
MgCI2, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA, pH 7.4). The homogenate was then diluted 1:2 (v/v) in
the same medium with lubrol (10 mg/ml) to unmask tissue enzyme activity. Samples were
incubated on ice for 30 min. Then, the COX activity was measured polarographically at 20 °C
using an Oroboros® oximeter. Tissue homogenate was added to 2 ml of reaction medium (30
uM cytochrome c, 4 uM rotenone, 0.5 mM dinitrophenol, 10 mM Na-malonate, 75 mM
Hepes, pH 7.4). The reactions were initiated by the addition of substrates (4 mM sodium
ascorbate with 0.3 mM N, N-N'N'-tetramethyl-p-phenylene-diamine). The Cox activity is

expressed in pmol/s/mg tissue.

Statistics

The data are expressed as the means + s.e.m in all figures. The T90 data were log-transformed
to meet model requirements (normality and homoscedasticity variance structure). ANOVA
was performed on C-males without T-males to evaluate the day effect throughout the
experiment (D0/D10/D20). The treatment effect on time was evaluated with a two-way
ANOVA with two fixed variables, « day » (2 modalities: D10 and D20) and « treatment » (2
modalities: C-males and T-males). It should be noted that one of the C-males at D20
presented outlier testosterone levels (65.82 pg/mg, Chi-squared = 6.10, P =0.01). This value
was excluded from the dataset.

We checked that the initial tension of the trunk muscle before the stimulation was not
dependent on the day throughout the experimentation (Im, day effect, df =2, F =2.22,
P =0.12). This allowed us to compare measures between days.

To understand the underlying mechanism of the males’ calling performances, links among the
variables of mitochondrial respiration, contractile properties and acoustic performance of
males were performed with a Pearson correlation coefficient. One of C-males at DO presented
an outlier bout duration (6.7 s, Chi-squared = 8.46, P = 0.004), which was excluded from the
dataset.

The data were analyzed using the statistical software package R.3.2.1 (R Development Core

Team, 2013).
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RESULTS

Testosterone levels in saliva

At the beginning of the experiment, the testosterone level of H. arborea males was 6.18 +
0.82 pg/mg of saliva (mean + s.e.m). Over the 20 days of experimentation, the testosterone
level did not vary in the control group (C-males, Im, day, df =2, ' =3.60, P =0.08; 7.01 +
2.12 pg/mg and 3.22 + 0.56 pg/mg at D10 and D20, respectively). On the contrary, the saliva
testosterone level of testosterone-supplied males (T-males) increased significantly — from
2.4-fold at D10 to 8.6-fold at D20 — compared to C-males (Im, treatment, df = 1, F = 19.03,
P <0.001 and 17.03 £ 1.73 pg/mg and 27.69 + 8.78 pg/mg of T-males’ saliva at D10 and
D20, respectively).

Body mass and caloric restriction

All frog males’ body masses decreased significantly during the experimentation (Im, day,
df =2, F=27.13, P < 107). On the first day, the mean body mass of frogs was 7.05 + 0.22 g.
Supplementation with testosterone did not have significant effect on body mass loss (Im,
treatment, df = 1, £ =0.33, P =0.57). Pooled, C-males and T-males reached 6.39 + 0.23 g and
4.84 + 0.17 g at D10 and D20, respectively. Over the 20 days of experimentation, body mass
loss due to caloric restriction increased significantly, from ~10% at D10 to ~30% at D20 (Fig.
2). Muscle mass, strongly correlated to body mass (Pearson, df =26, ¢ = 6.57, r* = 0.62, P
<10, dropped 42%.

Call parameters of H. arborea males

As described in a previous study (Desprat et al., 2015), 96 calling males were individually
recorded over 4 hours. In the present study, 40 males were randomly sampled in this group for
physiological experiments. However, although an effect of testosterone on the dominant
frequency and the bout duration was found for the whole group (Desprat et al., 2015), no
effect of testosterone supply was detected in our subsample, likely due to the smaller size of

the group sampled (Im, treatment, df = 1, all P> 0.05).

Muscle contractile properties

Measures of contractile properties of the trunk muscle were effectuated with tetanus
stimulation. Force and fatigue parameters were calculated as described in the Fig. 1.
According to table 1, the recorded maximal forces PO (in mN) and force during the plateau Pt
(in mN) were similar in time. However, PO/M (PO divided by the dry muscle mass in mN/mg)

and Pt/M (Pt divided by the dry muscle mass in mN/mg) increased between D10 and D20
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(+94% for PO/M and +113% for Pt/M). The elevated force of the PO/M and the Pt/M was
explained primarily by the muscle-mass reduction between D10 and D20 (table 1, Fig. 2).

The fatigue indices (i.e., the plateau duration and T90, which represents the time of 10% PO0)
seemed to decrease between D10 and D20 (table 1). The plateau duration is affected by time
and by treatment (table 2). T-males presented a plateau duration shorter than C-males (-19%
and -36% at D10 and D20, respectively, table 1). Because there was no effect of the treatment
on the time corresponding to the beginning of the plateau (Im, treatment, df =1, F =0.75, P
=0.39), the reduction of the plateau duration between treatments may be explained by an
early end of the plateau for T-males (Im, treatment, df =1, F =2.99, P =0.09), even if the
decrease of the second parameter T90 between D10 and D20 was not significant (table 2).

We also associated the muscle fatigue indices and call parameters that represent the calling
effort of males. Indeed, animals with the least fatigable trunk muscles (i.e., a high T90) were

able to emit bouts with long durations (Pearson, df =29, t=2.62, P =0.01; Fig. 3).

Mitochondrial functioning

Cytochrome c oxidase (COX) activity gives an estimation of a number of viable mitochondria
consuming oxygen during measurement. The COX activity did not vary, regardless of the
groups (tables 3-4).

To mimic different metabolic pathways, muscle fiber respiration rates were induced using
carbohydrate- (PMS) or lipid-derived (PCM) energetic substrates. According to table 4,
testosterone significantly reduced the VO2 max (ADP-induced respiration, corresponding to
the phosphorylation state) when respirations were induced by palmitoyl-carnitine + malate
(PCM) or by pyruvate/malate + succinate (PMS; -19% and -16% for PCM and PMS,
respectively; table 3). Testosterone also negatively affected the VO2 basal (mitochondrial
oxygen consumption due to membrane leak) with a lipid substrate (table 4). Hence, with this
substrate, the respiration rate allocated to ATP phosphorylation (VO2 ATP, calculated as
« VO2 max minus VO2 basal ») was significantly lower in T-males than in C-males (-16%,
Im, treatment, df = 1, F = 5.15, P = 0.03).

However, the respiratory control ratio (RCR, calculated as « VO2 max/VO2 basal »)
increased significantly — by 40% — between D10 and D20, regardless of the substrate used.
This discrepancy is more likely explained by a variation in VO2 basal than in VO2 max.
Indeed, for both substrates, VO2 basal significantly decreased within 10 days (from -26% to -
50% for PMS and PCM, respectively; tables 3 and 4), whereas only the VO2 max induced by
PCM of C-males did vary with time (-18%, table 3).
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This last parameter, VO2 max, was positively correlated to fatigue indices (Fig. 4). Indeed,
when muscle fiber respiration was induced with PCM, a muscle with a high VO2 max was
less fatigable (T90 increased) than a muscle with a lower VO2 max (Pearson, df =31,
t=2.37, P=0.02, Fig. 4A). When muscle fiber respiration was induced with PMS, a muscle
with a high VO2 max had a longer plateau duration than a muscle with a lower VO2 max
(Pearson, df =24, t =2.09, P =0.05, Fig. 4B). Notably, the VO2 ATP from PCM was
positively correlated to force indices, i.e., PO/M (Pearson, df = 28, t =2.33, P =0.03, Fig. 5A)
and Pt/M (Pearson, df =26,t=2.11, P = 0.04, Fig. 5B).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study to investigate simultaneously the effects of both
caloric restriction and testosterone at three integrative levels, allowing for the connection of
call performances, muscle contractile properties and mitochondrial functioning. Combined,
these two experimental conditions increased the realism of our study. Both caloric restriction
and testosterone improved mitochondrial efficiency. This metabolic flexibility likely allows
males to handle the constraints linked to the reproduction period, such as high energetic

demand for calls and low nutritional levels.

Caloric restriction effect

In this study, we focused primarily on characterizing muscle fatigue, which is coherent with
endurance-type exercise, sustained by trunk muscles, to produce mating calls in hylids. In H.
arborea, some individuals may produce as many as 32000 calls per night, but producing
11500 calls is more typical (Brepson et al., 2013). Because the frogs maintain this level of
vocal activity over several nights during the breeding season, the cost is elevated. We
therefore used a tetanic stimulation to observe the decreasing pattern of muscle contractions.
A pioneer study conducted on Xenopus laevis and Rana pipiens (Putnam, 1979) revealed two
different patterns of tetanus tracings, depending on the fatigue state of individuals. We
obtained a similar pattern in tree frogs (Fig. 1), which surprisingly overlapped with fatigued
ones of X. laevis. This finding could be explained by the caloric restriction undergone by male
tree frogs in our study. Fed with 2 crickets per day in our study, the frogs lost body mass
during the experimental period, up to 30% at D20, which is consistent with a previous study
conducted on the same model (Meuche and Grafe, 2009).

The trunk muscle mass of male tree frogs also massively decreased by 42% between D10 and
D20. Girgenrath and Marsh (2003) also observed a decrease of 50% of the trunk muscles of

postbreeding-season males compared to the trunk muscles of breeding-season males. This
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finding may reflect the energetic cost of calling and the reduced opportunities for foraging
during the breeding season (Pough et al., 1992). Surprisingly, however, in our study, the
maximal force developed by the trunk muscle (PO in mN) was not affected by the caloric
restriction, suggesting that frogs were able to maintain some contractile properties (force),
even with only half their muscle mass. The increase of PO/M, expressed in mN/mg, is
therefore explained by the decrease in muscle mass.

The effects of caloric restriction are well described for mitochondria throughout the literature;
for example, it increases mitochondria biogenesis (Lopez-Lluch et al., 2006). In our study,
there was no difference in COX activity, suggesting an invariable level of mitochondrial
biogenesis throughout the experiment. However, focusing on other mitochondria
characteristics, such as the coupling level indicated by the respiratory control ratio (RCR;
VO2 max/VO2 basal), the caloric restriction significantly and positively affected the
efficiency of the mitochondria. Indeed, as the RCR increases, the mitochondria become better
coupled. Because of its calculation, the RCR may increase due to either a higher VO2 max or
a lower VO2 basal. In our case, at D20, males had a higher RCR (see table 3) than males at
D10, and this discrepancy was explained primarily by a lower basal respiration rate. VO2
basal was actually lower at D20 than at D10, whereas VO2 max did not change. This result
was clearly in accordance with the fact that caloric restriction limits membrane proton leaks to
enhance mitochondrial efficiency, in other words, to limit wasted energy. This type of saving
mechanism was commonly described in amphibian coping with fasting (Trzcionka et al.,
2008), cold hibernating (Boutilier and St Pierre, 2002) or burrowing aestivation periods
(Kayes et al., 2009). Indeed, amphibians seem to be able to modulate their mitochondrial

efficiency to cope with ecological constraints.

Testosterone effect

The 8.6-fold increase in testosterone due to exogenous supplementation at D20 was in the
natural range of the field hormone levels measured during the breeding season (Desprat et al.,
2015). Although several H. arborea call parameters were testosterone dependent (Desprat et
al., 2015), our results failed to show a testosterone effect on call parameters, likely due to a
subsampling effect. In addition, because of the caloric restriction, our results did not show any
testosterone effect on body mass or muscle mass. Only with testosterone supplementation,
Girgenrath and Marsh (2003) showed a 2.2-fold increase in trunk muscle mass between
control and treated H. chrysoscelis, and they highlighted a positive testosterone effect on

muscle contractile properties.
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We, however, detected an effect of testosterone on the plateau duration of muscle contraction,
a fatigue index, which was significantly shorter for T-males than C-males. This result was
unexpected, according to the large amount of studies that show that testosterone enhances
muscles’ aerobic capacities (reviewed in Traish et al.,, 2011). The plateau duration could
represent the contractile capacity of different fiber isoforms. Indeed, many studies have
related the three classic isoforms of muscle fibers in anurans, i.e. fast glycolytic (FG), fast
oxidative glycolytic (FOG) and slow oxidative (SO) fibers (Lutz and Lieber, 2000; Nagesser
et al., 1992; Putnam and Bennett, 1983). The trunk muscle seems to be exclusively composed
of FOG fibers (Marsh and Taigen, 1987), which can explain the limited effect of testosterone
only on plateau duration. Testosterone actually modifies SO to FOG fibers but also modifies
FG to FOG fibers in rat muscle (Egginton, 1987, see also in anoles, Holmes et al., 2007).

In addition, testosterone significantly reduced the mitochondrial oxygen consumption of the
phosphorylation state when respirations were induced by lipid-derived or glucid-derived
substrates. Testosterone also negatively affected mitochondrial oxygen consumption due to a
membrane leak with a lipid substrate. Reduced oxygen consumption may imply a reduced
reactive oxygen species production by mitochondria. Indeed, androgens regulate fuel
metabolism through mitochondrial function and modulate mitochondrial biogenesis, the
expression of mitochondrial enzymes, and oxidative phosphorylation (see review in Traish et
al., 2011). As a consequence, the increased testosterone levels in male frogs during breeding

season may allow for better mitochondrial efficiency.

Integrative study

One of the main interests of this study is its integrative character, which allowed it 1) to show
the positive effect of mitochondrial efficiency on muscle contractile properties and 2) to
highlight the relationship between muscle contraction and emitted calls, independently of
testosterone and caloric restriction. Indeed, the positive relationship between the bout
duration, which is a valuable proxy of the global calling effort, and fatigue clue T90 gave a
direct link between acoustic signal production ability and trunk-muscle properties. Males with
the least fatigable muscles presented long bout durations. This correlation was also found by
several previous studies (e.g. Martin, 1971; Mclister et al., 1995; Girgenrath and Marsh, 1997;
Girgenrath and Marsh, 1999; Marsh, 1999). It is also important to note that the fatigue indices
(T90 and plateau duration) were also positively correlated to the mitochondrial
phosphorylation respiration rate (VO2 max, Fig. 4). Together, our results suggest that a higher
capacity to produce cellular energy enhances muscle fatigue resistance to allow male tree

frogs to emit better mating calls. It is well known that producing calls is extremely costly for
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anurans (Taigen et al., 1985; Ryan, 1986), leading to a 18-fold increase in the metabolic rate
for H. arborea (Grafe and Thein, 2001; Voituron et al., 2012). A functional link between
mitochondria volume and levels of sustained contractile activity was associated with species-
specific calling effort (Ressel, 1996).

Although the whole-organism metabolic rate was not assessed in this study, fatigue resistance
is undoubtedly linked to better aerobic capacities. Usually, aerobic capacities are improved by
training. This is the reason why we used lipid-derived substrates to mimic the main energetic
pathways, fueling an endurance exercise (Bevier et al., 1997). In vitro, muscle fibers’
respiration rates were in the same scale range, suggesting an equal capacity to oxidize lipids
and carbohydrates. By contrast, the in vivo results based on the respiratory quotient showed a
preference for carbohydrate utilization in calling H. arborea (Grafe and Thein, 2001). The
difference could be explained by the relative mass of trunk muscle compared to locomotion
muscles. Indeed, even though trunk muscles have a better aerobic capacity (as shown by a 6-
fold higher citrate synthase activity) than leg muscles (Taigen et al., 1985), they represent
only ~10% of the total body mass of the tree frog (our data).

The link between muscle capacity and cell energy production is reinforced by the positive
relationship between force indices (PO/M and Pt/M) and the mitochondrial respiration strictly
allocated to ATP production (VO2 ATP, Fig. 5). Hence, the force of the contraction depended
on the energy production of the muscle cells. Indeed, myofibrillar ATPase activities in the
flexor carpi of Rana temporaria have been reported to be altered along with contractile

properties (Melichna et al., 1972).

Conclusions

Because anurans are small vertebrates that can be studied in a laboratory and in the field, they
allow us the possibility to integrate behavioral, morphological and physiological studies into
an interdisciplinary approach. Our study highlighted the physiological relationships between
the mitochondrial respiration and contractile properties of the trunk muscle involved in call
production. In addition, our results show a concomitant effect of testosterone and caloric
restriction on the mitochondrial bioenergetics and contractile properties of trunk muscle in H.
arborea males during breeding season. Further studies will be necessary to discriminate both

testosterone and caloric restriction effects.
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Fig. 1: Representative tetanus trunk-muscle contraction of H. arborea at 20 Hz. Force-
time curves were used to define the following points : A, the initial stimuli ; B, the maximal
force of the tetanus, C and D, the beginning and end of plateau respectively, and E,
corresponding to a force of 10% of the maximal force. These points were used to calculate:
PO: force at B, Pt: force at C; plateau duration (time at D minus time at C, indicated by an

arrow) and T90, time at E.
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Fig. 2: Mean body mass loss in 10 (D10) and 20 (D20) days for C-males (in white) and T-
males (in black). The body mass loss is expressed in percentage of initial body mass. During

the experiment, males were feed with 2 crickets per days. Bars indicate s.e.m.
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Fig. 3: Linear regression of the indices fatigue of trunk-muscle contraction properties
versus acoustic parameters of H. arborea males. T90 is the time to decrease 90% the
maximal force of contraction; the equation of line A is y = 1.42x -2.52, 1* = 0.44. Each point
represents a single male. C-males are represented in grey, T-males in black. Open circles for

DO, squares for D10 and triangles for D20.
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Fig. 4: Linear regressions of mitochondrial oxygen consumption of fiber muscle versus
the fatigue indices of trunk-muscle contractile properties of H. arborea males. The VO2
max (ADP-induced respiration) corresponds to the phosphorylation state induced by lipid-
derived (A) or carbohydrate (B) energetic substrates. The equation of lines are A: y = 0.56x
+32.46, = 0.39 and B: y = 0.20x + 3.16, > = 0.39. Each point represents a single male. C-
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triangles for D20.
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Fig. 5: Linear regressions of mitochondrial oxygen consumption allocated to ATP
production versus the force indices of trunk-muscle contractile properties of H. arborea
males. The VO2 ATP corresponds to the oxygen consumption allocated to ATP production
(VO2 max minus VO2 basal) induced by carbohydrate energetic substrates. PO/M is the
maximal force of tetanus contraction (in mN/mg). Pt/M is the force at the beginning of
plateau contraction (in mN/mg). The equation of lines are A: y =11.40x + 0.19, = 0.55 and
B: y =21.65x +0.20, 2 = 0.52. Each point represents a single male. C-males are represented

in grey, T-males in black. Open circles for D0, squares for D10 and triangles for D20.
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TABLES

Table 1: Mean of muscle tetanus characteristics = s.e.m for C-males and T-males at D10

and D20.

D10 D20

C-males T-males C-males T-males
Muscle mass (mg)  79.7£5.6 85.9+5.0 51.0+4.5 454 +£84
PO (mN) 0.41 +0.06 0.50 +£0.08 0.49 +0.05 0.43 £0.04
PO/M (mN/mg) 5.37+0.82 546+0.95 10.22 +1.58 10.83 +1.40
Pt/M (mN/mg) 2.22+£0.54 2.23+0.77 3.93+0.74 5.61+0.97
Plateau duration (s) 163+ 1.2 13.1+£2.8 11.2+1.6 7.1£1.0
T90 (s) 63.1+4.5 63.6 +8.0 53.7+4.7 452+3.6

Table 2: Linear model analyze of trunk-muscle contractile properties after tetanus
stimulation. PO/M is the maximal force (in mN/mg) ; Pt/M is the force corresponding at the
beginning of plateau (in mN/mg) ; the plateau duration (in s) and T90 represents the muscle
fatigability (in s). The independent variables tested were day (D10 and D20) and treatment
(C-males and T-males). (N = 32). Df = degree of freedom. The arrows show the direction of

significant variations.

PO/M Pt/M Plateau duration log (T90)

Df x2 P -value x2 P -value x2 P -value x2 P -value

Day 1 16.16 410* 7 1092 0.003 7 1537 6.10* N  7.15 0.01 N
Treatment 1 0.09 0.77 1.33 0.26 544 0.03 N 1.16 0.29
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Rapport 4 : Couleur du sac vocal et effet de la testostérone sur les flux de caroténoides

Desprat J.L., Bellvert F., Lengagne T., et Mondy N.

Problématique :

Les signaux sexuels colorés sont utilisés par de nombreuses espeéces dans la
communication inter-sexuelle au moment de la reproduction. Dans de nombreux cas, la
couleur rouge orangé¢ des ornements est liée a la présence en pigments caroténoides dans les
téguments ou les phanéres. D’un autre c6té, 1’expression des signaux sexuels peut aussi étre
testostérone-dépendante. De par son effet immunosuppresseur, la testostérone peut étre vue
comme le médiateur de [I’honnéteté des signaux sexuels selon 1’hypothése
d’immunocompétence handicap proposé par Folstad et Karter (1992). Les pigments
caroténoides, non synthétisable de novo par 1’organisme, sont également connus pour leurs
propriétés antioxydantes dans le systéme immunitaire. Blas et al. (2006) supposent que la
réallocation des caroténoides dans le plasma permettrait de tamponner [’effet
immunosuppresseur de la testostérone. De fait, les males les plus colorés seraient ceux
capables de continuer d’allouer des caroténoides a la fonction d’ornementation plutét qu’a la
fonction immunitaire.

Objectifs :

Le premier objectif de cette étude est d’identifier les caroténoides présents dans 3
compartiments d’intérét : le foie (formes de stockage), le plasma (formes circulantes) et le sac
vocal (fonction ornementation). Le second objectif est de comprendre le mécanisme par
lequel la testostérone permet de maintenir une coloration du sac vocal foncé dans 1’étude de
I’article 2.

Hypothéses :

- HI1: le foie est ’organe de stockage des caroténoides avec la plus grande quantité de
caroténoides ;

- H2: la testostérone augmente la couleur du sac vocal et la quantité de caroténoides dans le
plasma ;

- H3:la quantité de caroténoides dans le plasma est responsable de la couleur du sac vocal.

Méthodes :

Nous avons expérimentalement manipulé le taux de testostérone chez 40 males H.
arborea par application topique d’une solution avec ou sans testostérone a une concentration
de 3 mg/ml. Aprés que la couleur de leur sac vocal ait été mesurée, les individus sont

euthanasiés. Les caroténoides sont extraits du plasma, du sac vocal et du foie avant d’étre
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analysés par UHPLC-ACPI-MS. Les caroténoides sont séparés sur une colonne C30 et

détectés a 450 nm par le détecteur a UV.

Résultats :

- Parmi les 53 composés biochimiques enregistrés, 13 ont été identifiés comme étant des
caroténoides par leur spectre UV. Le caroténoide majoritaire est la all-frans-lutéine dans
les 3 compartiments. Les 3 compartiments physiologiques ont une composition en
caroténoides spécifique ;

- Le foie contient 12 fois plus de caroténoides que le sac vocal et 53 fois plus que le plasma ;

- La testostérone n’a pas d’effet significatif sur les variations de caroténoides entre les
compartiments ;

- La couleur du sac vocal est corrélée avec la quantité de caroténoides dans le plasma.

Conclusion :

Pour la premicre fois chez H. arborea, les caroténoides du foie, du plasma et du sac
vocal ont été identifiés. La composition en caroténoides est spécifique a chaque compartiment
physiologique ce qui suggere une répartition selon la fonction, le foie pour le stockage, le
plasma pour les formes circulantes et le sac vocal pour une fonction d’ornementation. La
couleur du sac vocal est également liée a quantité relative de caroténoide dans le plasma ce
qui suggere une forte mobilité en caroténoide entre les deux compartiments. Dans notre étude,
la testostérone ne semble pas influencer la répartition des caroténoides entre les différents
compartiments physiologiques. Peut-étre la testostérone limiterait-elle la dégradation des
caroténoides du sac vocal plutot que de favoriser la réallocation des caroténoides du foie vers
le sac vocal pour maintenir la coloration des males dans I’article 2. Des analyses

complémentaires seraient nécessaires pour tester cette hypothése.
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Couleur du sac vocal et effet de la testostérone sur les flux de

caroténoides

Desprat J.L., Bellvert F., Lengagne T., et Mondy N.

INTRODUCTION

Chez de nombreuses especes, les signaux sexuels colorés émis par les males sont des
criteres de sélection du partenaire par la femelle (par exemple, les crabes : Todd et al., 2011 ;
les mantes religieuses : Barry et al., 2015 ; les grenouilles : Starnberger et al., 2014 ; les
poissons : Kodric-Brown et Nicoletto, 2001 ; les oiseaux : Karubian et al., 2011). La couleur
rouge orangé des ornements est principalement liée a la présence de pigments de type
caroténoide dans les téguments ou les phanéres (Alonso-Alvarez et al., 2004 ; Baeta et al.,
2008 ; Juola et al., 2008). Les caroténoides représentent un trés grand groupe de composés
naturels avec une grande diversité de structures, toujours sur la base d’une chaine de 40
atomes de carbone (Olson et Owens, 1998). Selon leur composition chimique, ils sont classés
comme étant des caroténes ou des xanthophylles. Le B-caroténe, a- caroténe et le lycopene
font partie du groupe des caroténes qui comprend des caroténoides composés uniquement de
carbone et d’atomes d’hydrogéne. Les xanthophylles sont composées d’au moins un atome
d’oxygéne. La zeaxanthine, la lutéine, la B-cryptoxanthine, la canthaxanthine et I’astaxanthine
sont des xanthophylles importantes avec des groupes hydroxy et cétone comme éléments de
structure (Stahl et Sies, 2005). Les caroténoides peuvent étre synthétisés par les plantes, les
levures, les algues, les champignons et les bactéries mais ne sont pas synthétisables de novo
par les vertébrés qui doivent les acquérir par leur alimentation (Olson et Owens, 1998). Au-
dela de leur role pigmentaire évident, ces molécules sont des précurseurs de la vitamine A
nécessaire a la vision et au fonctionnement des photorécepteurs. De plus, il a été prouvé que
les caroténoides circulants minimisent le stress oxydatif par leurs propriétés antioxydantes et
immuno-stimulantes (Chew et Park, 2004). Ainsi, plusieurs études ont-elles mis en évidence
I’existence d’un compromis pour 1’allocation de ces molécules entre la fonction ornementale
et le systeme immunitaire et/ou les défenses antioxydantes (McGraw et Ardia, 2003 ; Alonso-
Alvarez et al., 2004 ; Blas et al., 2006). Les signaux caroténoides-dépendants émis par les
males pourraient donc étre utilisés par les femelles comme des indicateurs fiables de 1’état
sanitaire des individus (Hill 1991 ; Grether 2000 ; Velando et al., 2006).

Le role de la testostérone dans I’expression des signaux sexuels a été suggéré pour
expliquer le mécanisme de I’honnéteté¢ des signaux sexuels dans 1’hypothése du handicap

immunitaire proposé par Folstad et Karter (1992). D’un c6té, la testostérone augmente

87



I’expression des signaux sexuels (exemple les signaux colorés, Taff et Freeman-Gallant,
2014) ; d’un autre, du fait que cette hormone ait des propriétés immunosuppressives, seuls les
meilleurs males sont capables de développer des signaux sexuels attractifs tout en résistant, ou
tolérant, les attaques de parasites et/ou de pathogenes. Par ailleurs, la testostérone peut
générer des colts en termes de stress oxydatif (Alonso-Alvarez et al., 2007). Le stress
oxydatif est habituellement observé lorsque le taux des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS)
altére les défenses antioxydantes. La testostérone est connue pour augmenter le métabolisme
de base et donc augmenter la production de ROS (Buchanan et al., 2001 ; Oppliger et al.,
2004). Cependant, I’é¢tude de Blas et al., (2006) argumente le fait que les effets des
caroténoides et de la testostérone sur les fonctions d’ornementation et immunitaires doivent
étre étudiés ensemble et en interaction. En effet, ces auteurs ont montré qu’une
supplémentation en testostérone augmentait la biodisponibilité en caroténoides dans le plasma
responsable du signal coloré chez la perdrix rouge (Alectoris rufa). De ce fait, 1’effet
immunosuppresseur de la testostérone pourrait étre tamponné par la capacité des caroténoides
a stimuler le systéme immunitaire.

Chez la rainette arboricole européenne (Hyla arborea), les femelles choisissent leur
partenaire en partie sur la base des signaux colorés émis par le méale (Gomez et al., 2009). En
effet, a qualité de chant égale, la femelle préfere un male présentant un sac vocal a la fois plus
rouge et plus foncé (Gomez et al., 2009, 2010). Il a également ét¢ montré que le sac vocal de
cette espece contenait plusieurs composés, dont trois caroténoides (Richardson et al., 2009).
Cependant, cette é¢tude présente des résultats incomplets et des analyses complémentaires sont
nécessaires pour approfondir la détermination des composés présents, d’autant plus que la
colonne utilisée alors (C18) n’était pas la plus performante pour séparer I’ensemble des
caroténoides ; une colonne en C30 étant plus appropriée (Li et al., 2007).

Une récente étude a permis de mettre en évidence que le signal sexuel visuel chez cette
espece est testostérone-dépendant (Desprat et al., 2015). Dans cette méme étude, ou les males
recevaient une alimentation ne contenant aucun caroténoide, ceux supplémentés en
testostérone ont maintenu la couleur de leur sac vocal foncé alors que la couleur du sac vocal
des males contrdles s’est éclaircie au cours du temps. Deux hypothéses pourraient expliquer
un tel résultat: soit la testostérone permet la réallocation des caroténoides stockés
probablement dans le foie vers le sac vocal, soit la testostérone empéche la dégradation des
caroténoides du sac vocal au cours du temps.

Le but de cette étude est, dans un premier temps, d’identifier et de quantifier les
caroténoides présents dans les 3 compartiments physiologiques d’intérét, a savoir : le foie

pour les formes de stockages, le plasma pour les formes circulantes et le sac vocal pour la
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fonction d’ornementation. Dans un second temps, nous avons mesuré les flux de caroténoides

entre les différents compartiments afin de tester les hypothéses déja évoquées.

MATERIEL ET METHODE

Nous avons déja mené une expérience axée sur la relation entre la testostérone, la
signalisation et I’immunité sexuelle sur 96 H. arborea males matures (Desprat et al., 2015).
Afin de réduire I’impact de nos expérimentations sur la population de rainette arboricole
testée et en conformité avec le protocole d’éthique BH2012-15, les 40 males utilisés dans

cette étude sont un sous-échantillonnage aléatoire de 1’étude précédente.

Capture et condition de stabulation

Les 40 rainettes males (H. arborea) ont été capturées a la main dans les nuits du
13 avril au 19 avril 2013 dans I’étang Riquet de la fondation Vérots a Monthieux
(45°56°33.34°N, 4°55°1.96"’E) prés de Lyon. Chaque male a été identifié et installé dans un
terrarium (25 x 17 X 15 cm) muni d’une bassine d’eau, d’une branche et de quatre alvéoles de
boite d’ceuf placées dans une salle de stabulation de 1I’Université Claude Bernard Lyon 1,
Villeurbanne (animalerie humide EcoAquatron agrée par la DSV). En plus de I’éclairage
naturel de la piece, les terrariums ont été éclairés 12 heures par jour (de 7h a 19h) avec des
néons a UVB (Exo Terra-Neon repti Glo 5.0, 40 Watts, 30% UVA, 5% UVB, Hagen France,
Comb la Ville). Les amphibiens étant ectothermes, des lampes diurnes a infrarouges (Exo
Terra, 75 Watts, efficacité thermale : 93%, rayonnement : 65°, Hagen France, Comb la Ville)
ont ¢été allumées de 14 h a 16 h. Au cours de I’expérimentation, les individus ont été¢ nourris
tous les deux jours avec un grillon (Acheta domesticus) ne contenant pas de caroténoides

(Bellvert F. com. pers.).

Protocole expérimental

Une période d’acclimatation de 24 h a été mise en place aprés la capture pour
I’ensemble des individus. Les individus sont répartis aléatoirement en 2 groupes : C-males
(males contrles, N =24), et T-males (males supplémentés en testostérone, N =16). La
testostérone a été administrée par voie transdermique a chaque grenouille suivant la méthode
utilisée par Desprat et al. (2015). En bref, la testostérone (numéro 86500, FLUKA analytique,
Sigma-Aldrich) a été diluée dans de I’huile commerciale de sésame pour obtenir une
concentration de 3 mg/ml d’hormone. Les T-males ont recu 4,5 pl de solution d’hormone sur
le dos tous les jours de I’expérimentation, tandis que C-males ont re¢u une quantité identique

d’huile de sésame pure. Le premier jour de I’expérience (JO), 8 males ont été sélectionnés
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aléatoirement parmi les C-males. IlIs ont été pesés et la couleur de leur sac vocal a été
mesurée. Un échantillon de salive a été prélevé pour estimer les niveaux de testostérone. A la
suite de ces mesures, les individus ont été euthanasiés afin d’effectuer les différents
préléevements de tissus. Les mémes mesures ont été refaites a dix jours (D10) sur 8 C-males et
8 T-males et a vingt jours (D20) sur 8 C-males et 8 T-males. Chaque individu a été tué par

décérébration avec une aiguille.

Analyse hormonale

Un échantillon de salive a été obtenu avec une boule de coton, préalablement pesée,
directement introduite dans la bouche de la grenouille pendant 20 secondes. La salive a été
extraite a partir du coton par centrifugation (10 000 rpm pendant 10 min) aprés addition de
120 pl d’un tampon de phosphate (une solution de phosphate 1 M contenant 1% de SAB, le
chlorure de sodium 4 M, 10 mM d’EDTA et 0,1% d’acide de sodium). La mesure de la teneur
en testostérone a été réalisée par une mesure immuno-enzymatique déja validée sur cette

espece (Cayman Chemical®, ref. 582 701) (Desprat et al., 2015).

Mesure de la couleur

La coloration du sac vocal de chaque male a été mesurée au repos, a 1’aide d’un crayon
optique reli¢ a un spectrophotometre (JAZ-Ocean Optics Inc.). La fibre du crayon optique
émet une lumiére blanche au xénon contre une surface et les photons non absorbés par cette
surface sont comptés et analysés entre 300 nm et 700 nm et comparés a un blanc de synthese.
Dans les faits, le spectrophotométre effectue des prises de mesures toutes les 10 ms, et fait la
moyenne sur 5 mesures. Les spectres ainsi obtenus sont ensuite analysés a 1’aide du logiciel
Avicol® (Gomez, 2006) afin d’extraire les données caractéristiques de la couleur du sac vocal
des rainettes, telles que la clarté et le chroma. La clarté se mesure en comparant le nombre de
photons captés en 150 ms par rapport au nombre de photon émis par le blanc en 150 ms. Le

chroma est un parametre de saturation de la couleur qui est sans unité.

Prélevement des organes et extraction des caroténoides

Le sang est prélevé le plus rapidement possible par insertion d’un capillaire chirurgical
directement dans le cceur, puis centrifugé a 10 000 rpm a 4°C pour récupérer 50 ul de
surnageant correspondant au plasma. Le sac vocal de chaque male est découpé en longeant le
bord de la machoire inférieure et jusqu’a la limite de coloration au niveau du plastron. Les

lobes du foie de chaque individu sont prélevés dans des tubes séparés. Les différents
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prélévements sont pesés pour obtenir la masse fraiche puis plongés dans 1’azote liquide et
conserveés a -80°C jusqu’a I’extraction.

Le foie et le sac vocal sont lyophilisés pendant 48 h et réduit en poudre (broyeur a
bille pendant 1 min a une vitesse de 30 Hz). Le plasma est directement extrait. L’extraction se
fait dans la glace et en condition lumineuse réduite pour limiter la dégradation des
caroténoides. Aux broyats de foie et de sac vocal sont ajoutés 500 pl d’éthanol pur, puis le
mélange subit une sonisation de 5 min et une centrifugation pendant 10 min a 15000 rpm. En
ce qui concerne 1’échantillon de plasma, 400 pl d’éthanol (100%) et 200 pl d’éther
diéthylique sont additionnés au 50 pl de plasma avant que le mélange ne subisse une
sonisation de 5 min puis soit centrifugé (10 min a 15000 rpm). Le protocole d’extraction des
caroténoides est ensuite le méme quelle que soit la nature de I’échantillon. Le surnageant est
récupéré dans un tube opaque et conservé dans la glace. L opération est répétée une fois sur le
culot. Les surnageants des deux étapes sont mélangés dans le méme tube puis subissent une
sonisation pendant 5 min et sont centrifugés 10 min & 15000 rpm. A la suite de cette derniére
centrifugation, le surnageant est prélevé dans un nouveau tube propre et taré a 0,0001 g pres
avec une balance électronique (AG204 Delta Range, Mettler Toledo, Suisse) puis concentré a
sec pendant 2 h a froid dans un évaporateur rotatif type speedvac. Les échantillons récupérés
et pesés avec la méme balance peuvent étre stockés a -80°C en attendant 1’analyse. Le jour de
I’analyse, les échantillons sont dilués a concentration de 10 mg/ml avec une solution de
MeOH/ACN/H,O (84/14/4, v/v/v) puis le mélange subit une sonisation de 5 min a et une
centrifugation pendant 10 min a 15000 rpm. Le surnageant est récupéré et conservé dans la

glace pour I’analyse par chromatographie.

Méthodes analytiques

Les caroténoides présents dans les 3 compartiments (le foie, le sac vocal et le plasma)
ont ét¢ quantifiés et identifiés par ultrachromatographie liquide a haute performance
(UHPLC) couplée a de la spectrométric de masse a ionisation chimique a pression
atmosphérique (ACPI-MS). Pour chaque échantillon, 20 pl sont injectés dans 'UHPLC série
1290 Infinity (Agilent technologies, Santa Clara, Californie, USA) contenant un module de
pompe, un module d’échantillonnage et un module de séparation au spectre UV. Le systeme

d’¢lution utilise une phase mobile constituée de deux solvants. Le solvant A
(MeOH/ACN/H20 ; 84/14/4, v/v/v) et le solvant B (CH,Cl,). La précipitation de la phase

mobile se fait sur 50 min a un débit de 1 ml/min selon le gradient présenté dans le tableau 1.
Les caroténoides sont séparés sur une colonne YMC Carotenoid RP30 (5 um ; 250 x 4.6 mm,

Agilent technologies) maintenue a 25°C. Les caroténoides sont détectés a 450 nm par le
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détecteur a UV. Les spectres de masse des caroténoides contenus dans les résidus
d’évaporation des fractions recueillies en UHPLC sont obtenus aprés ionisation en mode
positif (température de gaz de 300°C ; débit 6 L/min, 40 psig, tension capillaire 2500 Volt, et
le fragmenteur réglé a 70 Volt). L appareil utilisé¢ est un spectrométre Agilent technologies,
6530 Accurate-Mass Q-TOF.

Un échantillon témoin ne contenant pas de caroténoides (800 pl éthanol +400 ul
d’¢ther diéthylique) a suivi le méme processus d’analyse et a été soustrait a 1’ensemble des
intensités mesurées sur les échantillons de foie, de sac vocal et de plasma. De plus, 3 contrdles
qualité ont été réalisés a partir de 5 pl de tous les échantillons d’un méme compartiment. Leur
analyse a permis de vérifier que le calibrage de ’'UHPLC ne varie pas au cours du temps
(temps de rétention et intensité des pics). L’identification des caroténoides est effectuée sur
les contrdles qualités des 3 compartiments en comparaison avec des spectres déja publiés

(Hsu et al., 2012).

Tableau 1 : gradient d’¢élution de la phase mobile au cours du temps en pourcentage du solvant B.

temps (min) % solvant B
0 0
4 10
12 18
17 21
20 30
25 30
28 39
40 60
45 0
50 0

Statistiques

Les chromatogrammes UV de tous les échantillons sont récupérés et 1’aire sous la
courbe de tous les pics est intégrée par le logiciel Mass-Hunter Quantitative Analysis B.05.00
(Agilent Technologies). Les temps de rétention de chaque pic des chromatogrammes sont
alignés. Les intensités des pics, relatives a la masse de 1’échantillon avant 1’extraction pour le
foie et le sac vocal, sont compilées dans une matrice (40 échantillons de chaque
compartiment, foie, sac vocal et plasma et 13 composants) de manicre a effectuer des analyses
en composante principale (ACP) entre les compartiments et les différents traitements. La
quantité relative de chaque type de caroténoides a été calculée en comparant leurs proportions
relatives, comme en témoignent les surfaces de pic UHPLC, a la teneur totale en caroténoides

déterminée par spectrophotométrie. Elle est exprimée en Unité Arbitraire (UA).
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Les relations entre les concentrations des différents caroténoides dans le sac vocal et la

couleur de celui-ci sont analysées par corrélation de Pearson. Les différences de concentration

de caroténoides pour chaque compartiment entre les traitements sont analysées par ANOVA 2

avec le jour (2 modalités, J10 et J20) et le traitement (2 modalités, C-male et T-male) en

variables explicatives apreés avoir vérifié la normalité de chaque groupe et 1’égalité¢ des

variances.

Les analyses statistiques sont effectuées grace au logiciel de statistique R.3.2.1 2013.

RESULTATS

Profils des caroténoides dans les différents tissus

Au total, 53 composés ont été détectés dans nos échantillons, dont 20 composés sont

spécifiques d’un compartiment : 5 sont spécifiques du plasma, 7 spécifiques du foie, et 12

spécifiques du sac vocal (les plus apolaires). Au total, le plasma compte 25 composés, le foie

36 et le sac vocal présente la plus grande diversité avec 41 composés dénombrés (Figure 1).
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Figure 1 : Chromatogrammes a 450 nm effectués sur les contrdles qualité du plasma (a) du foie (b) et
du sac vocal (c). La présence de caroténoide identifié¢ dans chaque compartiment physiologique est notifiée par le
numéro du caroténoide dont la correspondance est affichée dans le tableau 2.

Parmi les 53 composés biochimiques enregistrés, 13 ont été¢ identifiés comme étant des

caroténoides car leur spectre UV présente la structure caractéristique des caroténoides (3
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longueurs d’onde maximale, voir exemple Figure 2). Parmi ces caroténoides, 7 ont été

identifiés par comparaison de leur masse a la littérature (Cf. tableau 2).

Figure 2 : Spectrogramme UV de la
all-trans-lutéine, caroténoide majoritaire dans
le foie, le sac vocal et le plasma chez les males
H. arborea et sa configuration chimique. Le
spectre UV des caroténoides est caractéristique
par 3 pics, dans cet exemple : & 422 nm, 446
nm et 474 nm.
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200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
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Tableau 2 : Identification des caroténoides présents dans le foie, le plasma et le sac vocal. TR :
temps de rétention ; lambda max : longueur d’onde maximale d’absorption, m/z : rapport masse/charge ; ND :
non déterminé.

N° | TR A max (nm) m/z nom site
(min) sac |foie |plasma
vocal

1 |12.86 |332, 417, 440, 467,|551.4233 [M + H-18] | cis-lutein X X X
2 [13.67 |332, 417, 440, 467,|551.4299 [M + H-18] |cis-lutein X X X
3 [14.22 425, 450, 467,|567.4177 [M +H] ND X X X
4 |15.07 422, 446, 474,|569.4341 [M +H] All-trans-lutein X X X
5 116.93 430, 453, 480,|569.4339 [M +H] All-trans-zeaxanthin X X X
6 (17.40 420, 440, 472,|551.424 [M + H-18] |9 ou 9'-cis-lutein X
7 |23.74 428, 454, 480,|553.439 [M +H] All-trans-B-cryptoxanthin X X X
8 [31.15 432, 457, 485,|537.4467 [M +H] All-trans-B-carotene X

9 [32.24 |270, 425, 450, 477,|551.4237 [M +H] ND X X

10 |32.68 425, 450, 477, ND ND X X

11 |37.56 430, 457, 483, ND ND X

12 |39.36 425, 457, 483, ND ND X

13 |40.16 427, 455, 483, ND ND X

Note : les caroténoides sont les seuls métabolites connus pour étre plus sensible aux UV qu’a la masse.
C’est pourquoi certains composés ont pu étre identifiés comme appartenant a la famille des caroténoides sans
connaitre leur masse.

Six caroténoides sont communs aux trois compartiments physiologiques, ils font partis
des caroténoides les plus polaires (avec un temps de rétention plus court). La lutéine, sous sa
forme all-trans-lutéine est le caroténoide majoritairement présent dans les trois tissus (Figure
1 composé 4, Figure 2). Il représente 66.3%, 64.6% et 56.7%, des caroténoides présents dans
le foie, le plasma et le sac vocal respectivement. Les caroténoides spécifiques des
compartiments représentent une faible proportion de la quantité totale en caroténoides : 1.4%
pour le all-trans-B-caroténe dans le foie, 2.5% pour la 9 ou 9’-cis-lutein dans le plasma, et

2.0% pour les caroténoides 12 et 13 dans le sac vocal. Malgré ces faibles proportions, la

94




composition en caroténoides permet de discriminer les trois compartiments étudiés a 1’aide
d’une analyse en composante principale (Figure 3).

D’un point de vue quantitatif, la teneur relative en caroténoides trouvée dans le foie est
significativement plus importante que celle trouvée dans le sac vocal (Student, t =-4.32, ddl
=39, P <10, moyenne + écart type, 56186 + 7531 Unité Arbitraire (UA) de caroténoides/mg
de foie et 4771 + 1623 UA caroténoides/mg de sac vocal) et dans le plasma (Student, t = -
4.63, ddl =39, P <10™ 1057 + 885 UA caroténoides/ul). La quantité relative totale de
caroténoides dans le foie est 12 fois supérieure a celle du sac vocal et 53 fois supérieure a
celle du plasma. En revanche, il n’y a pas de corrélation entre la quantité relative de

caroténoides observée dans le foie et celles du sac vocal ou du plasma (toutes les P > 0.05).

Axe2

Figure 3 : Analyse en composante principale (ACP) des 3 compartiments physiologiques sur 2 axes
principaux permettant d’expliquer 61.6% de la variabilité. L’axe 1 porte 41.1% de la variabilité et ’axe 2 20.5%.
L’ACP permet de discriminer le foie (F), le sac vocal (SV) et le plasma (P), a partir de leur composition
biochimique en caroténoides en pourcentage. Chaque point par compartiment physiologique représente un
individu.

Effet de la testostérone sur les teneurs en des caroténoides

La quantité relative de caroténoides mesurée dans le foie ne varie ni entre les
traitements ni au cours du temps (ANOVA, F =1.34; ddl =29, 3; P =0.28, Figure 4A).
D’autre part, dans le sac vocal, il n’y a pas de différence significative entre les groupes
(ANOVA, F=0.68,ddl =31,3; P=0.57, Figure 4B).

Tous traitements confondus, une augmentation de la quantité relative de caroténoides
dans le plasma est observée entre J10 et J20 (Im, jour, F =4.75;ddl=1; P =0.03; 810 +
697 et 1445 £ 966 UA a J10 et J20 respectivement, Figure 4C). En revanche, dans ce
compartiment physiologique, il n’y a pas de différence significative entre les individus

supplémentés en testostérone et les contrdles (Im, traitement, F =0.08 ; ddl =1; P =0.77,

Figure 4C).
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Figure 4 : Moyenne = sd de la quantité relative de caroténoides (a) dans le foie, (b) dans le sac vocal
et (c) dans le plasma a J10 et J20 pour les individus controles (C-males, en blanc) et supplémentés en
testostérone (T-males, en noir), N =40. Les quantités de caroténoides sont exprimées en unité arbitraire par
masse seche de tissus ou par pl de plasma.

Couleur et caroténoides

Contrairement aux résultats de Desprat et al. (2015), nous n’observons pas d’effet
significatif de la testostérone sur la couleur du sac vocal, probablement en raison de la petite
taille du groupe échantillonné (ANOVA, dd1 =29,3; F=1.63, P=0.20et F=2.07, P=0.13
pour le chroma et la clarté du sac vocal respectivement). Cependant, d’aprés I’ACP réalisée
sur les 11 caroténoides identifiés dans le sac vocal (Figure 5), les caroténoides les plus
apolaires (composés 11, 12 et 13) spécifiques du sac vocal sont les plus proches de 1’axe

expliqué par la couleur.

Figure 5 : Analyse en composante principale
(ACP) des caroténoides présents dans le sac vocal et
les paramétres de couleur sur 2 axes principaux
permettant d’expliquer 59.6% de la variabilité. L’axe 1
porte 41.5% de la variabilité et I’axe 2 18.1%. L’ACP
permet d’associer ’axe 1 au gradient de couleur des
sacs vocaux des individus, des plus clairs aux plus
saturés en couleur. Les variables présentées sont les 11 o
différents caroténoides identifiés dans le sac vocal. L

Axe 2 18.1%

C13

Statistiquement, nous n’observons pas

Axel 41.5%
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de corrélation entre les différents caroténoides du sac vocal et couleur (Pearson, toutes les P
>0.05). En revanche, il existe un lien entre la quantit¢ de caroténoides présents dans le
plasma et la saturation en couleur du sac vocal (le chroma) mesurée sur le male avant son

euthanasie (Pearson, P = 0.01, ddl =33, r>=0.17, Figure 6).
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Figure 6 : Régression linéaire entre la quantité relative (UA) de caroténoides par pl de plasma et le
chroma, paramétre de couleur du sac vocal. Equation de la droite : 2.10 x + 1.43, N = 35.

DISCUSSION

Identification des caroténoides dans le foie, le plasma et le sac vocal

L’utilisation d’un UHPLC-DAD permet de séparer efficacement les différents
isomeres de caroténoides en employant une colonne en phase réverse C30 et un gradient de
phase mobile. Au total, nous avons identifié 13 caroténoides. Parmi eux, 6 sont communs aux
trois comportements physiologiques et comptent parmi les plus polaires et les plus abondants.
Leur structure biochimique pourrait leur permettre de passer les barriéres des membranes afin
de circuler librement entre les compartiments. L’identification des caroténoides présents dans
chaque compartiment physiologique a aussi permis de mettre en évidence une spécificité de la
composition en caroténoides pour le foie, le sac vocal et le plasma.

Dans le foie, la quantité totale de caroténoides est 8,4 fois supérieure a celle du sac
vocal. En accord avec des études sur les oiseaux (McGraw et al., 2006b ; Isaksson et
Andersson, 2008), ce résultat nous permet d’appuyer 1’hypothese selon laquelle le foie serait
I’organe de stockage des caroténoides dans 1’organisme. Parmi les 9 caroténoides identifiés
dans le foie, le all-trans-p-caroténe est spécifique du foie. D’apres la revue de Sthal et Sies
(2005), une attention particuliere a été accordée aux effets stimulateurs exercés par les
caroténes sur les jonctions communicantes (GJC) entre les cellules. Les GJC sont des pores
remplis d’eau connectant le cytosol de deux cellules voisines et permettant 1’échange de

composés a faible masse moléculaire. Parmi les caroténoides, le B-caroténe est un stimulateur
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efficace des GJC. En culture cellulaire, les caroténoides inhibent de maniére réversible la
progression des fibroblastes. Cet effet inhibiteur est 1i¢ a une augmentation de GJC induite par
ces composés. Les GJC sont impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire, la
différenciation et I’apoptose (Sthal et al., 1997). Le fait que les caroténes soient impliqués
dans la régulation de fonctions cellulaires permettant ou pas la croissance d’un épithélium
pourrait expliquer pourquoi les caroténes identifiés dans notre étude ne se retrouvent pas dans
le plasma. La régulation des GJC est complexe et les mécanismes liés a D’activité des
caroténoides ne sont pas encore pleinement compris (Sthal et Sies, 2005).

Dans le plasma, les 7 caroténoides identifiés sont parmi les plus polaires. Le 9 ou 9°-
cis-lutéine appartenant aux xanthophylles est spécifique du plasma. La lutéine est connue pour
son rdle dans le fonctionnement des photorécepteurs au niveau de la rétine chez 1’homme
(Hammond, 2008) mais une étude plus ancienne avait déja démontré ce role en utilisant des
yeux de grenouille intacts (Rana pipiens, Bernstein et al., 1998). Pour pouvoir agir au niveau
des yeux, la lutéine ingérée et assimilée doit étre transportée par le plasma. Ce transport se fait
a I’aide des lipoprotéines (McGraw et al., 2006a ; Connor et al., 2007). La faible variabilité
des caroténoides présents dans le plasma pourrait s’expliquer par le fait que seules certaines
structures biochimiques pourraient étre transportées par les lipoprotéines. En outre, les
propriétés antioxydantes des caroténoides oxygénés, tels que la lutéine, ont été trés étudiées
(Peronne et al., 2010; Du et al.,, 2015; Fatani et al., 2015). Aussi, les caroténoides
plasmatiques sont aussi connus pour stimuler la production de cellules du systéme
immunitaire (Martin et al., 2000). Etant donné leur composition moléculaire spécifique
conjuguée a leur structure a doubles liaisons, les caroténoides comme la lutéine peuvent servir
comme capteurs efficaces des €lectrons non appariés nocifs (exemple, les oxygenes singulets,
les radicaux libres) produits par les processus normaux du métabolisme et qui endommages
les tissus (exemple par péroxydation des lipides, Krinsky, 1992).

La plus grande diversité¢ de caroténoides se trouve dans le sac vocal. Parmi eux, les
plus apolaires sont spécifiques de cet organe portant le signal visuel. L’ ACP réalisée suggere
un role plus important de ces caroténoides pour expliquer une partie la couleur du sac vocal
d’un point de vue qualitatif. En 2009, Richardson et al. avaient déja identifié 3 caroténoides
dans les tissus du sac vocal des males H. arborea. Nos résultats confirment ces premiers
résultats et les techniques utilisées dans notre ¢étude ont permis d’identifier 9 autres
caroténoides dans I’organe portant le signal sexuel visuel. En revanche, nos résultats montrent
une corrélation positive entre la quantité de caroténoides présente dans le plasma et la
saturation en couleur (le chroma) du sac vocal. Ce résultat nous conforte dans 1’idée que la

couleur du sac vocal est caroténoide-dépendant, méme si le lien entre le plasma et le sac vocal
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n’est pas clairement établi. D’apres Blas et al. (2006), parmi les caroténoides circulants dans
le plasma, une partie de la fraction non utilisée pour la fonction immunitaire pourrait étre

allouée a la fonction d’ornementation.

Effet de la testostérone sur la biodisponibilité des caroténoides.

Dans notre étude expérimentale, nous avons essayé de comprendre le role de la
testostérone dans la variation de la couleur observée dans 1’étude de Desprat et al. (2015). En
effet, les individus supplémentés en testostérone avaient un sac vocal qui ne s’éclaircissait pas
autant que celui des individus controles, alors que 1’alimentation était dépourvue de
caroténoides. Deux mécanismes non-exclusifs avaient été¢ avancés pour expliquer ce résultat :
1) la testostérone empéche la dégradation des caroténoides dans le sac vocal et/ou 2) elle
favorise la redistribution des caroténoides entre le foie et le sac vocal via le plasma (Blas et
al., 2006).

D’apres nos résultats, les variations de la quantité de caroténoides du foie, du sac vocal
et du plasma ne sont pas expliquées par I’effet de la supplémentation en testostérone chez les
males. Ces résultats ne permettent pas de valider I’hypothése selon laquelle la testostérone
augmente la quantité de caroténoides circulants dans le plasma. Contrairement aux études
précédentes, la couleur du sac vocal chez nos individus ne varie pas en fonction de la
testostérone. Et puisque la couleur du sac vocal est liée a la quantité de caroténoides dans le
sac vocal, ce résultat peut expliquer le fait que nous n’observions pas non plus d’effet du
traitement a la testostérone sur la quantité de caroténoides dans le sac vocal. Ces résultats sont
probablement dus au manque de puissance du test li¢ a un faible échantillonnage alors que
nous sommes exactement dans les mémes conditions expérimentales que 1’étude de Desprat et
al. (2015) a partir de laquelle les individus ont été prélevés.

Cependant, les variations de caroténoides dans le sac vocal et le plasma peuvent en
partie s’expliquer par ’effet temps. Bien que non significative, nous observons une
diminution de la quantité de caroténoides dans le sac vocal entre J10 et J20 au profit de la
quantit¢ de caroténoides dans le plasma dans ce méme laps de temps quel que soit le
traitement. En condition expérimentale, dans un laboratoire et sans apport de caroténoides via
I’alimentation, nos résultats suggérent que les caroténoides du sac vocal seraient réalloués
dans le plasma. Blas et al. (2006) suggerent que ce mécanisme de réallocation des
caroténoides entre les compartiments physiologiques soit modulé par la testostérone - de par
son action sur la régulation des lipoprotéines chargées du transport des caroténoides dans le
plasma (McGraw et al., 2006a). Ainsi, ’augmentation des caroténoides dans le plasma

permettrait de tamponner 1’effet immunosuppresseur de la testostérone. Cependant, compte
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tenu de la grande quantité de caroténoides stockée dans le foie, il parait peu probable que
I’augmentation de la quantit¢ de caroténoides dans le plasma soit expliquée par une
diminution de la quantité de caroténoides dans le sac vocal, puisque les caroténoides fixés
dans le tégument du sac vocal ne sont pas les caroténoides les plus accessibles pour une
réallocation rapide et efficace. Par contre, nous pensons qu’il est plus probable que la
diminution de la couleur du sac vocal soit expliquée par une dégradation des caroténoides
dans le tégument. En effet, les caroténoides sont des molécules plutdt fragiles et sujettes a des

mécanismes de dégradation (exemple : la température, la lumicre).

Pour conclure, nos résultats ont mis en évidence la relation directe qui existe entre la
quantité¢ de caroténoides dans le plasma et la couleur du sac vocal. Le signal sexuel visuel
chez les males H. arborea est donc caroténoide-dépendant. Cette relation suggere un role des
caroténoides dans I’honnéteté du signal, de par la dualité¢ de leur allocation pour la fonction
immunitaire ou la fonction ornementale. En revanche, nos résultats ne nous permettent pas
d’expliquer le mécanisme sous-jacent de la variation de la couleur du sac vocal chez les
individus supplémentés en testostérone dans 1’é¢tude de Desprat et al. (2015). En effet, nous
n’observons pas d’effet de la testostérone sur la variation de la quantité de caroténoides entre

le foie, le plasma et le sac vocal.

REFERENCES

Alonso-Alvarez, C., S. Bertrand, G. Devevey, M. Gaillard, J. Prost, B. Faivre, and G. Sorci.
2004a. An experimental test of the dose-dependent effect of carotenoids and immune

activation on sexual signals and antioxidant activity. American Naturalist 164 : 651-
659.

Alonso-Alvarez, C., S. Bertrand, G. Devevey, J. Prost, B. Faivre, and G. Sorci. 2004.
Increased susceptibility to oxidative stress as a proximate cost of reproduction.
Ecology Letters 7 : 363-368.

Alonso-Alvarez, C., S. Bertrand, B. Faivre, O. Chastel, and G. Sorci. 2007. Testosterone and
oxidative stress : The oxidation handicap hypothesis. Proceedings of the Royal Society
of London. Series B 274 : 819-825.

Baeta, R., B. Faivre, S. Motreuil, M. Gaillard, and J. Moreau. 2008. Carotenoid trade-off
between parasitic resistance and sexual display: an experimental study in the
blackbird (Turdus merula). Proceedings of the Royal Society of London. Series B
275 : 427-434.

Barry, K. L., T. E. White, D. N. Rathnayake, S. A. Fabricant, and M. E. Herberstein. 2015.
Sexual signals for the colour-blind : Cryptic female mantids signal quality through
brightness. Functional Ecology 29 : 531-539.

100



Blas, J., L. Perez-Rodriguez, G. R. Bortolotti, J. Vinuela, and T. A. Marchant. 2006.
Testosterone increases bioavailability of carotenoids : Insights into the honesty of
sexual signaling. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 103 : 18633-18637.

Buchanan, K. L., M. R. Evans, A. R. Goldsmith, D. M. Bryant, and L. V. Rowe. 2001.
Testosterone influences basal metabolic rate in male house sparrows : a new cost of
dominance signalling ? Proceedings of the Royal Society of London. Series B 268 :
1337-1344.

Chew, B. P. and J. S. Park. 2004. Carotenoid action on the immune response. Journal of
Nutrition 134 : 257S-2618S.

Connor, W. E., P. B. Duell, R. Kean, and Y. Wang. 2007. The prime role of HDL to transport
lutein into the retina : Evidence from HDL-Deficient WHAM chicks having a mutant
ABCALI transporter. Investigative Ophthalmology & Visual Science 48 : 4226-4231.

Desprat, J.L., T. Lengagne, A. Dumet, E. Desouhant, and N. Mondy. 2015.
Immunocompetence handicap hypothesis in tree frog: Trade-off between sexual
signals and immunity ? Behavioral Ecology 26 : 1138-1146.

Du, S.-Y., Y.-L. Zhang, R.-X. Bai, Z.-L. Ai, B.-S. Xie, and H.-Y. Yang. 2015. Lutein
prevents alcohol-induced liver disease in rats by modulating oxidative stress and
inflammation. International Journal of Clinical and Experimental Medicine 8 : 8785-
8793.

Fatani, A. J., S. S. Al-Rejaie, H. M. Abuohashish, A. Al-Assaf, M. Y. Parmar, and M. M.
Ahmed. 2015. Lutein dietary supplementation attenuates streptozotocin-induced

testicular damage and oxidative stress in diabetic rats. Bmc Complementary and
Alternative Medicine 15. doi : 10.1186/5s12906-015-0693-5

Folstad, I. and A. J. Karter. 1992. Parasites, Bright Males, and the Immunocompetence
Handicap. American Naturalist 139 : 603-622.

Gomez, D. 2006. AVICOL, a program to analyse spectrometric data. Available from the
author upon request at dodogomez@yahoo.fr.

Gomez, D., C. Richardson, T. Lengagne, M. Derex, S. Plenet, P. Joly, J. P. Lena, and M.
Thery. 2010. Support for a role of colour vision in mate choice in the nocturnal
European treefrog (Hyla arborea). Behaviour 147 : 1753-1768.

Gomez, D., C. Richardson, T. Lengagne, S. Plenet, P. Joly, J. P. Lena, and M. Thery. 2009.
The role of nocturnal vision in mate choice : Females prefer conspicuous males in the

European tree frog (Hyla arborea). Proceedings of the Royal Society of London.
Series B 276 : 2351-2358.

Grether, G. F. 2000. Carotenoid limitation and mate preference evolution: A test of the
indicator hypothesis in guppies (Poecilia reticulata). Evolution 54 : 1712-1724.

Hammond, B. R., Jr. 2008. Possible role for dietary lutein and zeaxanthin in visual
development. Nutrition Reviews 66 : 695-702.

Hill, G. E. 1991. Plumage coloration is a sexually selected indicator of male quality. Nature
350 : 337-339.

101



Isaksson, C. and S. Andersson. 2008. Oxidative stress does not influence carotenoid
mobilization and plumage pigmentation. Proceedings of the Royal Society of London.
Series B 275 : 309-314.

Juola, F. A., K. McGraw, and D. C. Dearborn. 2008. Carotenoids and throat pouch coloration

in the great frigatebird (Fregata minor). Comparative Biochemistry and Physiology B
149 : 370-377.

Karubian, J., W. R. Lindsay, H. Schwabl, and M. S. Webster. 2011. Bill coloration, a flexible
signal in a tropical passerine bird, is regulated by social environment and androgens.
Animal Behaviour 81 : 795-800.

Kodric-Brown, A. and P. F. Nicoletto. 2001. Female choice in the guppy (Poecilia
reticulata) : the interaction between male color and display. Behavioral Ecology and
Sociobiology 50 : 346-351.

Krinsky, N. I. 1992. Mechanism of action of biological antioxidants. Proceedings of the
Society for Experimental Biology and Medicine 200 : 248-254.

Li, L., J. Qin, S.-a. Yin, and G. Tang. 2007. Effects of mobile phase ratios on the separation of
plant carotenoids by HPLC with a C30 column. Chromatographia 65 : 91-94.

Martin, K. R., D. Wu, and M. Meydani. 2000. The effect of carotenoids on the expression of
cell surface adhesion molecules and binding of monocytes to human aortic endothelial
cells. Atherosclerosis 150 : 265-274.

McGraw, K. J. and D. R. Ardia. 2003. Carotenoids, immunocompetence, and the information
content of sexual colors : An experimental test. American Naturalist 162 : 704-712.

McGraw, K. J., S. M. Correa, and E. Adkins-Regan. 2006a. Testosterone upregulates
lipoprotein status to control sexual attractiveness in a colorful songbird. Behavioral
Ecology and Sociobiology 60 : 117-122.

McGraw, K. J., P. M. Nolan, and O. L. Crino. 2006b. Carotenoid accumulation strategies for
becoming a colourful House Finch : analyses of plasma and liver pigments in wild
moulting birds. Functional Ecology 20 : 678-688.

Olson, V. A. and L. P. F. Owens. 1998. Costly sexual signals : Are carotenoids rare, risky or
required ? Trends in Ecology & Evolution 13 : 510-514.

Oppliger, A., M. S. Giorgi, A. Conelli, M. Nembrini, and H. B. John-Alder. 2004. Effect of
testosterone on immunocompetence, parasite load, and metabolism in the common
wall lizard (Podarcis muralis). Canadian Journal of Zoology-Revue Canadienne De
Zoologie 82 : 1713-1719.

Perrone, S., M. Longini, B. Marzocchi, A. Picardi, C. V. Bellieni, F. Proietti, A. Rodriguez,
G. Turrisi, and G. Buonocore. 2010. Effects of lutein on oxidative stress in the term
newborn : A pilot study. Neonatology 97 : 36-40.

Richardson, C., J. Popovici, F. Bellvert, and T. Lengagne. 2009. Conspicuous colouration of
the vocal sac of a nocturnal chorusing treefrog : carotenoid-based ? Amphibia-Reptilia
30 : 576-580.

102



Stahl, W., S. Nicolai, K. Briviba, M. Hanusch, G. Broszeit, M. Peters, H. D. Martin, and H.
Sies. 1997. Biological activities of natural and synthetic carotenoids : Induction of gap
junctional communication and singlet oxygen quenching. Carcinogenesis 18 : 89-92.

Stahl, W. and H. Sies. 2005. Bioactivity and protective effects of natural carotenoids.
Biochimica Et Biophysica Acta-Molecular Basis of Disease 1740:101-107.

Starnberger, 1., D. Preininger, and W. Hodl. 2014. The anuran vocal sac: A tool for
multimodal signalling. Animal Behaviour 97 : 281-288.

Taff, C. C. and C. R. Freeman-Gallant. 2014. An experimental test of the testosterone
mediated oxidation handicap hypothesis in a wild bird. Hormones and Behavior 66 :
276-282.

Todd, P. A., W. Y. Wang, H. Huang, C. C. Belle, M. L. M. Lim, and D. C. J. Yeo. 2011. The
function of colourful facial bands in mangrove crab (Perisesarma) communication.
Journal of Experimental Marine Biology and Ecology 407 : 26-33.

Velando, A., R. Beamonte-Barrientos, and R. Torres. 2006. Pigment-based skin colour in the
blue-footed booby : An honest signal of current condition used by females to adjust
reproductive investment. Oecologia 149 : 535-542.

103



Article 5 : Foraging behavior and testosterone: supplemented males are better hunters

Desprat J.L., Lengagne T., and Mondy N.
Animal Behaviour, soumission prévue novembre 2015.

Problématique :

Chez de nombreuses especes, le choix des femelles pour leur partenaire sexuel se base
sur les signaux sexuels émis par les males et qui sont supposés refléter honnétement leur
qualité génétique. L honnéteté des signaux repose en partie sur le colit associé a la production
et au maintien de ces signaux. Le chant des males chez les grenouilles est un signal acoustique
connu pour étre coliteux en terme d’énergie, puisque la contraction rapide et puissante des
muscles responsables du chant entraine une augmentation du métabolisme. D’un autre coté,
les signaux visuels, comme la coloration du sac vocal, sont liés a la présence de pigments
caroténoides qui ne sont pas synthétisables de novo par les vertébrés. Par conséquence, les
colits associés a I’expression des signaux sexuels imposent aux males de bonnes capacités
d’approvisionnement alimentaire pour obtenir de 1’énergie mais également des nutriments
non-synthétisables nécessaires a la production de signaux de bonne qualité. La testostérone,
connue pour améliorer les performances cognitives et musculaires pourrait augmenter les
capacités d’approvisionnement des males et jouer un role indirect dans I’expression des
signaux sexuels.

Objectifs :

L’objectif de cette étude est de tester expérimentalement 1’effet de la testostérone sur
les performances de chasse chez H. arborea.

Hypothéses :

- H1 : la testostérone améliore la vigilance des males en diminuant le temps de latence avant
la premicre attaque ;

- H2: la testostérone permet aux males d’avoir des attaques plus rapides ;

- H3: la testostérone augmente le succes d’attaque des males.

Méthodes :

Nous avons expérimentalement manipulé le taux de testostérone chez 60 males H.
arborea par application topique de solution avec ou sans testostérone a une concentration de
3mg/ml. Le test comportemental consiste en I’enregistrement d’une session de 10 min ou le
male est placé dans une aréne face a un grillon virtuel se déplagant sur un écran. Le temps de

latence, la durée moyenne des attaques et le succes moyen des attaques sont mesurés.
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Résultats :

- La testostérone réduit de moiti¢ le temps de latence avant la premiere attaque.

- L’effet de la testostérone sur la durée moyenne d’une attaque dépend de la masse des
individus. Chez les individus témoins, les petits males ont une attaque plus rapide que les
gros. La supplémentation en testostérone augmente la durée de 1’attaque des petits males
mais pas des plus gros.

- La testostérone n’a pas d’effet sur le succes d’attaque mesuré.

Conclusion :

Nos résultats montrent que la testostérone peut modifier le comportement
d’approvisionnement alimentaire chez H. arborea. En effet, ils suggérent que la testostérone
améliore la vigilance des males a leur environnement par rapport aux individus témoins.
D’autre part, la durée de I’attaque dépend de la masse de I’individu. Chez les individus
témoins, le petits males ont un temps d’attaque est plus rapide que les gros, suggérant une
motivation a la chasse plus importante probablement liée a la quantité¢ de leurs réserves
énergétiques. Chez les individus supplémentés en testostérone, la motivation a chasser est
réduite les males les plus petits par rapport aux individus témoins mais ce résultat ne se
retrouve pas chez les plus gros males. Chez H. arborea, le temps des males passé a chanter
sur la mare augmente leur succeés reproducteur. Il existerait alors un compromis dans
’allocation du temps passé a chanter et la recherche alimentaire. Ce compromis pourrait

dépendre de la teneur en testostérone des males.
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Foraging behavior and testosterone: supplemented males are better
hunters

Desprat J.L., Mondy N. and Lengagne T.
Université de Lyon, UMR 5023 Ecologie des Hydrosystémes Naturels et Anthropisés,
Université Lyon 1, ENTPE, CNRS, F - 69622 Villeurbanne, France

Key words : alertness, attack duration, attack success, Hyla arborea, sexual selection.

INTRODUCTION

During the breeding season, females do not choose their mate at random because they
differ in their quality. The female mate preferences largely depend of direct and/or indirect
benefits obtained. Direct benefits could be defined as the direct contribution from males to
female fecundity such as the territory quality or parental care. Indirect benefits are defined as
the male’s genetic contribution to their offspring (Anderson 1994). In this case a direct
assessment of male quality is often impossible. Therefore, females rely on males to honestly
advertise their quality as potential mates through honest sexual signals.

An honest signal was first defined by Zahavi in 1977 as a costly signal to produce and
maintain in terms of both energy and survival. Signal honesty can be achieved through several
main types of signals, such as cost-added signals and index signals (Maynard Smith and
Harper 1995). Because the immune system competes for resources with sexually selected
ornaments, the mechanism proposed by the immunocompetence handicap hypothesis (ICHH)
is another way to consider signal honesty in the mate choice context (Folstad and Karter
1992). Indeed, the mechanism proposed by the ICHH suggests that testosterone has a
handicapping effect in males by both promoting the development of sexual signals and
suppressing immune function (Folstad and Karter 1992).

It is known that in numerous vertebrate species, females choose their mate on a
carotenoid-based coloration of males (Setchell 2005; Karino et al. 2005; Hill and McGraw
2004; Gomez et al. 2009; Cote et al. 2010). Beyond the obvious pigmentary role of
carotenoids in the teguments, it has been proved that circulating carotenoids minimize
oxidative stress and influence immune system activity (Chew and Park 2004). Since
vertebrates cannot synthesize carotenoids de novo, they have to find carotenoids via their food
(Olson and Owens 1998). Ultimately, carotenoid intake limits ornament expression (Karino
and Shinjo 2007; Karino et al. 2007). In a pioneer study, Blas et al. (2006) have demonstrated

that testosterone increases the bioavailability of the carotenoid pigments in plasma and liver
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of red partridge, Alectoris rufa. Plasma carotenoids were in turn responsible for individual
differences in coloration and immune response.

Female preferences for costly calls (e.g. with high amplitude and elevated speed) and
size indicator (e.g. low frequency) could result in a selection of males with high foraging
capacity, those able to quickly renew their energetic reserves. In endotherms, metabolic costs
have primarily function to regulate and maintaining the body temperature, while in ectotherm
such as anuran these costs are reduced. Moreover, the metabolism of the muscles used in
calling is the main responsible of the energetic cost of sound production. In anurans,
metabolic fuel for muscle contraction during calling activity comes from carbohydrates and
lipids that are stored in the trunk muscles and provided by food (Pough et al. 1992; Bevier
1997; Grafe and Thein 2001).

As a consequence, the expression of sexual signal is costly and their expressions are
linked to metabolic fuel input but also non synthesizable compound such as pigments for
visual signals. Testosterone is known to play an important role in several behaviors such as
aggressive behavior (Carré and McCormick 2008), territorial behavior (Mougeot et al. 2005),
or foraging behavior (Chavez-Zichinelli et al. 2014). In this last case testosterone can
increases cognition capacity (Lacreuse et al. 2012) and muscular performance (Huyghe 2010)
which may increase the food intake success.

The European tree frog (Hyla arborea) is a lekking species and previous experiments
clearly established that females choose their mate based on acoustic signals and vocal sac
coloration (Gomez et al. 2009; Richardson and Lengagne, 2010). Moreover, the expressions
of both the acoustic and visual sexual signals of H. arborea males are testosterone dependent
(Desprat et al. 2015): males bearing the more attractive signals are those with the highest
testosterone rate. H. arborea is an income breeder with alternation between foraging periods
outside the pond and calling periods to attract females, probably corresponding to a fasting
period of ten days (Frield and Klump 2005). The shorter hunting period is, the longer calling
period is. In the present study, we experimentally investigated the testosterone effect on the
foraging capacity of H. arborea. Levels of testosterone due to exogenous supplementation are
in the natural range of field hormone levels measured during the breeding season (Desprat et
al. 2015). Foraging capacities are experienced on males placed in an arena with a virtual
cricket moving on a computer screen. We hypothesized that testosterone may challenge
hunting behavior by 1) improving the alertness and reducing the latency of the first attack, 2)

decreasing the attack duration, and 3) improving the score success of attacks.
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MATERIAL AND METHODS

Animals capture

Fifty nine sexually mature H. arborea males were collected during nightly choruses in
mid-April, corresponding to the beginning of the breeding season. Males come from a French
population located around Lyon called ‘Mepieu’ (N 45° 43'47", E 5° 27' 18"). The individuals
were housed in the laboratory (EcoAquatron University of Lyon, approved by the Veterinary
Services; approval number 692661201) in individual terrariums (25 x 17 x 15 cm) with a
water-filled basin and a tree branch. The terrariums were placed under a neon light (Exo
Terra-Neon reptile Glo 5.0; 40 Watts; 30% UVA; 5% UVB) with timers set to guarantee 12
hours of light per days.

Experimental design and hormone manipulation

At their arrival at the laboratory, the body mass of males was measured (balance DL-
501, 0.01g, Denver Instrument, Sartorius). Males were distributed in 2 groups: C-males
(control males, N =29), and T-males (testosterone-supplemented males, N =30) with
attention to the equal mass distribution in the two groups. Testosterone was delivered
transdermally to each T-male following the method used by Desprat et al. (2015). Briefly, the
testosterone (number 86500, FLUKA analytical, Sigma-Aldrich) was diluted in commercial-
grade sesame oil to obtain a 3 mg/ml hormone solution. T-males received 4.5 pl of hormone
solution dorsally each day during the experiment, whereas C-males received an identical
amount of sesame oil.

The first ten days of the experiment all males (C-males and T-males) were fed with 2
crickets (Acheta domesticus) to guarantee a similar energetic state for all males. The
following ten days males were fasting in order to increase hunting motivation. The 20" day
after the beginning of the experiment, a foraging behavior test was done on each males as
describe below.

After experiments, all males were powered with 5 crickets during 3 days before being

released at their originate pound.

Hormone analysis

A saliva sample was obtained to determine the testosterone levels on each male before
and after 20 days of hormonal manipulation. A cotton ball was directly introduced into a
frog’s mouth for 20 seconds. Cotton balls were weighed before and after sampling saliva, to
deduct the amount of saliva. Then saliva was extracted from the cotton ball with the addition

of 120 pL of a phosphate buffer (1 M phosphate solution containing 1% BSA, 4 M sodium
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chloride, 10 mM EDTA and 0.1% sodium azide) and centrifugation. Testosterone analysis
was performed in duplicate with a colorimetric 96-well testosterone Enzymo-Immuno Assay
(ETA) kit (number 582701, Cayman Chemical). The coloration was evaluated using a
spectrophotometer (Absorbance Microplate Reader ELx808, Biotek, France) at 405 nm
wavelength. The concentration of testosterone in pg/mg of saliva was calculated using a
standard curve for each plate. The EIA used to measure testosterone in the saliva was

validated for use with H. arborea saliva (Desprat et al., 2015).

Foraging behavior test

Each male was tested individually in arena (70 x 70 x 35 cm) whose floor was covered
with a moist burlap cloth. We placed a screen computer (31 x 17.4 cm) on one side on the
arena. The background was plain green and a virtual cricket moved on it. The program was
coded in JavaScript and HTMLS. The cricket’s path is made in vector format (SVG) which is
then transformed into an array used in JavaScript. Speed of the virtual cricket was stable at
120 cm per min. The path of the virtual cricket was determined by a random trajectory with
restrains: the initial point has identical coordinates than the ending point, one loop lasts 20 sec
and was repeated, no linear trajectory was allowed and the virtual cricket has to move in the
inferior half part of the screen. At the beginning of the test, male was placed into a half
opaque box (10cm diameter x 4 cm height). The box was placed at 30 cm perpendicularly
front the screen in the middle of the arena.

The test occurred after 6 pm in a room with a reduced lighting (mimicking dusk
ambience), virtual cricket program running on the screen. The male was maintained for 2 min
inside the box. The box door was opened pulling a long line to avoid any interaction of the
experimenter with the tested frog. Males were free of their movements in the arena. The
behavioral sequence of attack is described as follow. Firstly the male orients his head in
direction of the prey. Secondly, depending to the distance of the prey, male gets closer
keeping head orientation on the moving prey. Thirdly, frog jumps on the prey. Fourthly male
sticks his tongue out. The success of attack is defined as the tong touches the virtual prey on
the screen computer. We stopped the test after 5 attacks against the virtual cricket or after 10
min from the opening of the box. The test was video filmed and watched with Windows Live
Media Player to control the time of each item of the behavioral sequence. We measured 1) the
detection time (in s) — i.e. the time from the opening of the box and the head orientation, 2)
the mean time of the attack latency over the 5 attacks — i.e. from the head orientation to the
first sticking tongue out and 3) the attack success, i.e. the percentage of success over the 5

attacks.
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Males who did not go out the central box during 10 min were discarded to the

experimentation. Seventeen C-males and 16 T-males were successfully experimented.

Statistics

The comparison of testosterone levels between groups (T-males and C-males) was
performed using a Student test.

Because of the non-normality of the data distribution of the detection time and the
attack duration, these two variables were log transformed. After that, the comparison of
between groups (T-males and C-males) was performed using a Student test.

In addition the body mass, a morphological indicator, was added as another
explanatory variable in linear models. For the linear models, residual normality,
independence, and variance homogeneity were checked. For all of the statistical models, all
the main effects and the interaction terms for each data set were fitted.

Data were analyzed using the statistical software package R 3.2.1 (R Development

Core Team 2013).

RESULTS

When males were captured on the pound at the beginning of the breeding season, both
C- and T-males presented the same low testosterone levels in saliva (Student test, day 0,
t=-0.93, P =0.37; Fig. 1). After 20 days of daily hormonal manipulation, T-males presented
a testosterone levels in saliva 8.7 fold upper than C-males (Student, day 20, t =-8.71,
P= 3.10'7; Fig. 1). Hence, when males performed the hunting behavior test, T-males and C-
males have testosterone levels significantly different.

There was any correlation between measured variables: the first detection time, the
attack latency and the score of success of attacks (Pearson, all P> 0.05).

We found a significant effect of the testosterone on the detection time. Indeed, T-
males first attacked more than two times faster than C-males (Student, log transformed values,
t =2.15, P =0.04; Fig. 2A). However, there was no difference between the attack latency of
T-males and C-males from the moment frog orients its head to its tong touches the screen
(Student, log transformed values, t =-0.66, P = 0.52; Fig. 2B). In addition, the score success
attack of T-males and C-males was similar (Student, t =-0.45, P = 0.65; Fig. 2C).

Nevertheless, our results shown a significant interaction between the body mass at day
20 and the treatment on the attack duration of frogs (Im, log transformed values, body mass x
treatment, F =9.41, P = 0.005; Fig. 3). For C-males, there was a significant effect of body

mass on the attack latency ; small C-males attacked faster than bigger one (Pearson, »? = 0.56,
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t =2.6, P =0.02). However, there was no correlations between the body mass and the attack
latency on T-males (Pearson, »*=-0.41,t=-1.68, P =0.11). Hence, testosterone increased the
attack duration on small males (< 4.0 g). C-males and T-males with a high body mass had
similar attack duration. The body mass at the 20" day was independent of the treatment
(Student, t =-1.49, P =0.15; 3.91 g £ 0.66 and 4.36 g = 1.03 for C-males and T-males

respectively).

DISCUSSION

Our results show a significant effect of testosterone on the hunting behavior of the
European tree frog H. arborea. Although there was no difference of the hunting success
between groups, T-males first attacked faster than C-males. The behavioral sequence of attack
was related to the body mass of frog: testosterone enhanced the attack duration on small males

but have no effect on big ones.

Testosterone improves the alertness

In our study males were placed in an arena front of a screen with a virtual cricket
moved on it. The hunting test began at the moment frog was released. We found that the time
corresponding to the difference between the first attack and the opening box was testosterone
dependent. T-males seemed more watchful and the first detection time was shorter than C-
males. Indeed, sexual hormone steroids have been found to have diverse effects on
perception, attention and visuospatial processes involved during foraging behavior (Neave
2008). Testosterone effects on cognitive function have been largely studies principally in rats
and birds (see the meta-analysis Pfannkuche et al. 2009). In non-human primates Macaca
mulatta, Lacreuse et al. (2012) found that testosterone modulated visual recognition memory
independently of the delay duration of the stimuli, suggesting that testosterone increases
vigilance and alertness. Among Pan troglodytes males, higher levels of testosterone correlated
with higher levels of performance in the physical cognition division on the whole, as well as
with the space and causality scales (Wobber and Herrmann 2014). To our knowledge, our
study is the first one on the testosterone effects on frog cognition and it could be interesting to

generalize our results on other species.

Testosterone decreases foraging motivation on small males
In our study, we found that C-males’ attack duration was shorter in small males than in
males with higher body mass. Energetic reserves seem be one of the triggering factors for

foraging behavior. Before to be tested, males fasted during 10 days in order to increase their
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motivation to hunt. In tree frogs, the breeding season is often associated with spontaneous
fasting during the calling nights (Frield and Klump 2005). Below a threshold in body
reserves, hormonal and metabolic shift characteristics of a switch from lipid to protein
utilization occur. We found that fasting more improves the hunting motivation in small males
than in big males probably because there are less energetic reserves in small males than big
ones. This could affect the reproductive behavior of males. Brepson et al. (2012) have shown
that the use of a parasitic reproductive tactic is often determined by male condition; low
condition males using more often this kind of tactic than high condition ones. Brepson et al.
(2013) have investigated display trade-offs in H. arborea manipulating their energetic
constraint through starvation/feeding experiments. When focusing on individual responses, it
appeared that males cannot maintain both calling activity and within-bout call rate. Big and
high-condition males mainly decrease this call property along the experiment, whereas small
and low-condition males mainly decrease calling activity. These results suggest that calling
activity is costlier to maintain than call properties but may confer a greater advantage in
mating success, leading to different allocation strategies among males of different conditions.
In addition, our results showed an interaction of the treatment and the body mass of
males on the attack duration. That means that the testosterone effect was not similar on small
and big males. Indeed, testosterone increased the attack duration (like decreasing the attack
motivation) on males with small body mass compared to C-males, but had no effect on big
ones. This result could be explained in two ways. Corticosterone is a stress hormone which
increases during the time spent on the pound (Burmeister and Wilczynski 2000). When
energetic reserves are impacted with calling activity, this hormone could enhance the
motivation of males to looking for food outside the pound. Hence, first, testosterone might
attenuate the corticosterone effect on stimulation on the foraging behavior because of their
competition for the same humoral receptor on cells (Owen-Ashley et al. 2004). Secondly,
testosterone stimulates the calling behavior during the breeding season (Desprat et al. 2015).
As, the acoustic signals on frog are very costly on term of energy (Marler 1996 ; Desprat et al.
unpublished data) and investing energy in foraging reduces the amount of energy immediately
available for growth or reproduction ; males have to trade of between these two behaviors
(Blanckenhorn et al. 1995). If foraging is successful, more energy is ultimately available for
increasing biomass and sexual signal expression. Hence, leaving the pound is a risk behavior
because of the unknown foraging success; although staying on the pound could increase the
individual fitness. In Hylocharis leucotis, a recent study shows that males with higher

testosterone levels behave as risk-prone foragers (Chavez-Zichinelli et al. 2014).
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Testosterone and attack success

Contrary to what is expected, T-males did not increase their success attack compared
to C-males (approximatively 35% of success). This low level of success is surprising;
especially because frogs are usually good hunters in low lighting conditions due to their speed
retinal ganglion cell responses (Aho et al., 1993).

Foraging theory’s central premise assumes that behavioral actions that affect the
acquisition of food also ultimately affect fitness (Blanckenhorn 1991). In insects,
males’spermatophore is directly linked to their foraging ability and contributes to increase the
reproduction success of males (Belowsky et al., 1996). In Anthus sp. spinoletta, reproductive
success increased with biomass in food patches chosen (Frey-Ross et al. 1995). As suggested
by Frey-Ross et al. (1995), with food having such strong influence on fitness related traits, we
can assume that selection has produced phenotypes which forage in a way that guarantees the
best achievable balance between cost and benefits. Moreover, in some species, female mate
choice is based on carotenoid-based coloration of males and because carotenoids were
exclusively obtained through food intake, the coloration could be regarded as a reliable
indicator of the individual foraging ability for carotenoid richest foods (Karino et al. 2005). In
H.arborea, males contribute nothing beyond their sperm and females are expected to choose
males based on « indirect benefits » (Andersson 1994). Hunting success of males may permit
them to increase carotenoid intake used for visual sexual signal and energetic supply to

support the cost of vocal sexual signal.

Conclusion

To conclude, 20 days of hormonal supplementation permitted to highlight testosterone
implications in foraging behavior of H. arborea. Indeed, testosterone enhanced alertness and
reduced latency to first attack of male in a virtual hunting behavior test. On the other hand, in
our experimental condition, there was no difference between the foraging success of T-males
and C-males or big males and small males were similar. While our experiment allows
ensuring the same motivation for all tested males, it is far from the natura hunting conditions.
Tree frogs are «sit and wait » predator eating moving insects and larvae. Whereas in our
experiment the target prey always remain closed to the tested males, in natura the moving
prey probably disappeared promptly and hence the alertness is a key compound of foraging

efficiency.
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Figure 1: Testosterone levels in saliva in pg/mg before and after 20 days of male testosterone level manipulation
by daily application of 13.5ug of testosterone on the back of the H. arborea (N = 33). C-males are represented in
white, T-males in black. Bars indicate s.e.m. * P < 0.05 on log transformed value.
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Figure 2: Boxplot representing the measured variables during the hunting behavior test : the detection time (A),
the attack duration (B) and the score success attack (C) for C-males (in white) and T-males (in black). N = 33.
(Horizontal line: median value, box ends: upper and lower quartiles, whiskers : maximum and minimum
values). * P < 0.05 on log transformed value.
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Figure 3: Effect of the interaction between treatment and male body mass at day 20 on the log transformed
values of the attack duration (in s) of H. arborea. N = 33. Predictions of the linear model for the significant
interaction between the 2 explanatory variables (body mass and testosterone treatment) are represented in dotted
and full lines for C-males (white squares) and T-males (black squares) and, respectively. The equations of the
lines are y = 0.6 x +-1.1 and y =-0.3 x + 2.6 for C-males and T-males respectively. Only the slope of C-males
was significantly different to zero (see main text).
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DISCUSSION
I/ Les hormones, outils idéal pour une approche intégrative

Mon travail s’inscrit dans le domaine de 1’écologie évolutive qui a pour but de
comprendre comment les traits biologiques sont controlés par la sélection naturelle et la
sélection sexuelle. Dans ce domaine, les mécanismes physiologiques sous-jacents a la
modulation de ces traits sont souvent ignorés. Bien que fréquemment évoquées, les approches
évolutives en €cologie et mécaniques en physiologie sont rarement examinées dans une méme
étude. Or, comprendre les mécanismes proximaux des variations inter-individuelles, inter-
populationnelles et inter-spécifiques va permettre de prédire la nature adaptative de ces traits
et les contraintes qui en ont limité I’évolution (Rose et Bradley, 1998).

Le systeme endocrinien (et neuroendocrinien) permet a 1’organisme de collecter
I’ensemble des informations de I’environnement, d’intégrer ces informations et enfin, de
signaler au tissu concerné la valeur du trait a produire. Au sein de ce systéme, la majorité des
informations sont véhiculées par le biais des hormones sécrétées et la réception des messages
au niveau des tissus est due a la présence de récepteurs hormonaux. Les hormones
apparaissent donc comme 1’outil idéal pour comprendre les variations des traits d’histoire de
vie et leurs conséquences sur la valeur sélective des individus. Ainsi est apparue récemment
une nouvelle discipline, « I’endocrinologie environnementale » (Bradshaw, 2007 ; Wingfield,
2008) qui consiste a mesurer les niveaux hormonaux in natura afin de nous aider a
comprendre la nature des réponses des animaux aux exigences de leur environnement. Ces
développements ont été possibles grace a la mise au point de différents dosages non invasifs
et au développement de I’ingénierie phénotypique. Mes travaux de thése s’inscrivent
clairement dans cette voie.

Dans un contexte de sélection sexuelle, je me suis focalisée sur 1’é¢tude de la
testostérone chez les males. Cette hormone stéroide, en plus de stimuler la gamétogenese
(exemple Amory et Bremner, 2003 ; Miiller et al., 2014), est connue pour avoir de nombreux
effets sur le comportement (agressions inter-males, sollicitation du partenaire) et I’expression

des signaux sexuels.

II/ Implications physiologiques de la testostérone sur la production de signaux

acoustiques

Nos résultats montrent que le chant des males Hyla arborea est testostérone-dépendant
(Desprat et al., 2015, article 2). En effet, aprés 20 jours de supplémentation en testostérone,

les males chantent plus grave avec des séquences de chant plus longues que celles des
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individus témoins. Il est connu que le chant des males durant la période de reproduction est
une activité treés coliteuse en termes d’énergie et de temps (Ilany et al., 2013), en particulier
chez la rainette arboricole (Grafe et Thein, 2001). La contrainte énergétique est d’autant plus
importante chez les individus qui doivent faire un compromis entre le temps passé sur la mare
a chanter pour attirer des femelles et celui de quitter le lieu de reproduction pour aller chasser
(To eat or to mate, Blanckenhorn et al., 1995). En effet, le male qui chante ne peut allouer que
trés peu de temps a la recherche et a 1’acquisition de nourriture. Selon leur réserve
énergétique, les males H. arborea peuvent continuer a chanter durant une dizaine de jours en
moyenne sur la mare sans nouvel apport alimentaire (Frield et Klump, 2005). La production
d’un signal acoustique chez H. arborea est majoritairement due a la contraction trés rapide
des muscles du tronc qui permettent d’expulser I’air contenu dans les poumons a travers les
cordes vocales jusqu’au sac vocal (Pough et al., 1992). Afin de comprendre les mécanismes
d’action de la testostérone sur les muscles du chant d’H. arborea dans un contexte réaliste,
nous avons pour la premicre fois étudi¢ D’effet de cette hormone couplé a la restriction
calorique, a la fois sur les caractéristiques biomécaniques des muscles (force de contraction,
fatigabilité¢) mais aussi sur le fonctionnement mitochondrial afin de savoir comment le
rendement énergétique mitochondrial s’ajuste a des contraintes nutritionnelles et hormonales.
Nous avons mené une approche intégrative puisque ces différents parameétres (chant,
biomécanique des muscles et physiologie de la mitochondrie) ont ét¢é mesurés sur le méme
individu qui nous a permis de montrer que le fonctionnement mitochondrial était directement
lié aux caractéristiques contractiles des muscles et aux caractéristiques acoustiques du chant.
La restriction calorique que nous avons imposée a nos animaux a induit une perte de
masse comparable a celle observée dans la nature (Cherry, 1993). Cette perte de masse a été
observée de fagon similaire sur I’individu entier et sur les muscles du tronc. En 2003,
Girgenrath et Marsh ont montré que des males H. chrysoscelis nourris ad libitum et
supplémentés en testostérone présentaient une augmentation de la masse musculaire associée
a des propriétés contractiles €élevées (durée de contraction plus rapide de 30% par rapport aux
individus témoins). Dans notre étude nous ne retrouvons pas ce type de résultats - I’effet de la
restriction calorique masquant probablement ’effet de la supplémentation en testostérone. Par
contre, nos résultats montrent une réduction de la durée du plateau de la courbe enregistrée
lors d’un tétanos chez les males supplémentés en testostérone (Figure 1, article 3). Cela
suggere que les isoformes des fibres sollicitées ne sont pas les mémes que chez les individus
témoins. En effet, il existe plusieurs types de fibres musculaires qui n’ont pas les mémes
propriétés contractiles (Putnam et Bennett, 1983 ; Nagesser et al., 1992 ; Lutz et Lieber,

2000). Les FG, fast glycolytic, sont capables de se contracter rapidement et fortement sur une
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courte période (métabolisme anaérobie). Les SO, slow oxydative, sont capables de se
contracter sur une longue période a une faible intensité (métabolisme aérobie). Il existe aussi
des fibres intermédiaires (FOG, fast oxydative glycolytic) capables de se contracter longtemps
a une forte intensité. Le phénotype musculaire est plastique : il peut s’adapter face a une
contrainte environnementale, a des toxines ou avec 1’entrainement (Holmes et al., 2007). La
testostérone pourrait induire des modifications au niveau du phénotype des fibres musculaires
des muscles du tronc. La testostérone augmenterait le nombre de fibres type FOG (fibres trés
présentes chez H. versicolor en période de reproduction par exemple, Marsh et Taigen, 1987)
par rapport aux individus ayant un faible taux de testostérone. De telles modifications du
phénotype ont ét¢ montrées dans les muscles cardiaques, soléaires et de la patte postérieure
chez le rat (Egginton, 1987) et sur les muscles de I’axe caudal chez le 1ézard (Holmes et al.,
2007). Chez le Xénope (Xenopus laevis), il a été montré que la testostérone affecte le nombre
et la distribution des fibres musculaires dans le membre antérieur mis a contribution lors de
I’amplexus entre le male et la femelle (Rubistein et al., 1983). Ces études suggerent que les
hormones stéroides peuvent jouer un role important dans la détermination phénotypique des
fibres musculaires notamment des muscles dimorphiques (différents entre les males et les
femelles). Des études de typage des muscles apres supplémentation en testostérone pourraient
permettre de tester cette hypothése. Il serait alors possible que des changements de
concentration en hormones androgénes au moment de la saison de reproduction entrainent un
changement d’activité de certains motoneurones permettant d’augmenter les performances
acoustiques des males (Schultz et Schlinger, 1999). Ces modifications phénotypiques
conferent indubitablement un avantage évolutif aux animaux.

Pour fonctionner, les muscles ont besoin d’énergie (ATP) qui provient essentiellement
des mitochondries. Afin d’étudier le fonctionnement des mitochondries des muscles du chant,
nous avons utilisé directement des fibres perméabilisées, et non pas des mitochondries isolées,
de manicére a se rapprocher le plus possible des conditions normales dans lesquelles les
mitochondries fonctionnent (organisation en réseau, Fongy et al., 2013). Les résultats obtenus
montrent que les mitochondries provenant des muscles de males en restriction calorique
(comparaison des méales en début et des méales en fin d’expérimentation) ont mis en place des
mécanismes permettant d’améliorer le fonctionnement mitochondrial. En effet, une plus
grande proportion de la consommation d’oxygene est allouée a la production d’ATP. Ce
mécanisme permet d’augmenter I’énergie utile disponible pour ’animal. De la méme fagon,
les mitochondries des males supplémentés en testostérone ont une part de l’oxygéne
consommeée pour la production d’ATP plus importante que celles issues des males témoins.

La fuite des protons de la chalne respiratoire mitochondriale représente une part d’énergie qui
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ne pourra pas étre allouée a la production d’ATP par I’ATP synthase. Il existe plusieurs
mécanismes pouvant limiter les fuites de protons soit en modifiant la fluidité¢ de la membrane
soit en diminuant 1’expression de protéines telle que I’adénosine nucléotide translocase (Ash
et Merry, 2011). De telles modifications sont réalisables en 20 jours voire moins (Kayes et al.,
2009). Pour une production d’ATP équivalente, il est généralement accepté qu’elle augmente
le métabolisme basal. Chez le rat, la fuite de protons peut représenter jusqu’a 20% de la
consommation d’oxygeéne qui ne sera pas transformée en ATP (Rodrigues et al., 2010).
Lorsque le métabolisme est bas (animal au repos), la modulation des fuites de protons entraine
une augmentation de la production de ROS (Rodrigues et al., 2010). La testostérone, en
limitant les fuites de protons, permet aux mitochondries des males chanteurs d’améliorer leur
efficacité et pour une méme consommation d’oxygene de pouvoir produire plus d’ATP. Chez
H. arborea, 11 a d’ailleurs déja ét¢ montré que les males les plus gros avaient besoin de
consommer moins d’oxygene que les petits pour produire des chants de qualité équivalente
(Voituron et al.,, 2012). Ce mécanisme permettrait aux males ayant de forts taux de
testostérone d’améliorer leur activité musculaire responsable du chant et de produire un signal

acoustique de meilleure qualité.
III/ La testostérone, médiatrice du signal visuel chez Hyla arborea?

La couleur jaune orangé du sac vocal d’H. arborea semble indiquer que ce signal est
lié a la présence de caroténoides dans le tégument. Dans une précédente étude, Richardson et
al. (2009) ont analysé la composition du sac vocal par HPLC et ont mis en évidence la
présence de 3 pigments caroténoides. Nous avons complété ce travail a I’aide d’'un UHPLC-
DAD qui permet de séparer efficacement les différents isomeéres de caroténoides (Li et al.,
2007 ; Hsu et al., 2012). Onze caroténoides ont ainsi pu étre détectés dans le sac vocal dont
certains treés apolaires. Néanmoins, de manicre surprenante, nous n’avons pas pu mettre en
évidence un lien entre la quantité de caroténoides dans le sac vocal et sa couleur mais plutot
une corrélation entre la quantité de caroténoides circulant (plasma) et la couleur du sac vocal.
Le compromis d’allocation des caroténoides entre la fonction ornementale et immunitaire
impose que la partie des caroténoides non associée a I’immunité puisse étre expliquée par la
coloration (Blas et al., 2006). De ce fait, une fraction des caroténoides circulants peut étre
responsable de la couleur du sac vocal. D’autre part, la couleur du sac vocal n’est peut-tre
pas expliquée par la totalité des caroténoides présents dans le sac vocal mais, probablement,
que seulement certains caroténoides ont cette fonction, comme les caroténoides les plus
apolaires spécifiques du sac vocal. Cependant, les caroténoides ne sont pas les seuls types de

pigments responsables de la couleur chez les animaux. D’autres pigments comme les ptérines,
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avec des propriétés spectrales similaires aux caroténoides, sont présents dans les exosquelettes
et les ailes des insectes, 1’iris des oiseaux ou sur les téguments des poissons, des 1ézards et des
amphibiens. Par exemple, la couleur orange des guppys (P. reticulata) ne dépend pas
uniquement des pigments caroténoides mais également de la présence de ptérines dans le
tégument (Grether et al., 2001). Contrairement aux caroténoides, les ptérines sont
synthétisables de novo par 1’organisme. Les ptérines sont relativement riches en atomes
d’azote et considérées comme étant peu cotiteuses a produire (Grether et al., 2001 ; McGraw,
2005). Puisqu’il s’agit principalement de sous-produits métaboliques, les ptérines sont
considérées comme des substances du systeme excréteur qui ont ensuite été utilisées pour la
coloration (revue par Kemp et al., 2011). Jusqu’alors, peu d’études ont porté sur I’interaction
des deux pigments sur la teinte observée, hormis chez les guppys (P. reticulata, Grether et al.,
2005). II serait intéressant de déterminer le role des ptérines pour la couleur du sac vocal des
males chez H. arborea, si ces pigments sont présents.

Par ailleurs, le travail mené au cours de cette thése nous a permis de confirmer que la
coloration du sac vocal est, comme le signal acoustique, dépendante de la teneur en
testostérone des males (Desprat et al., 2015, article 2). En effet, les individus ayant
expérimenté une supplémentation en testostérone pendant 20 jours ont un sac vocal plus foncé
que les individus témoins qui ont vu la couleur de leur sac vocal palir au cours de
I’expérimentation. En revanche, contrairement a 1’étude de Blas et al. (2006), nous n’avons
pas observé d’effet de la testostérone sur la variation des quantités de caroténoide dans le foie
(organe de stockage), le plasma et le sac vocal. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que
c’est le chroma (paramétre de saturation de la couleur n’étant pas affecté par la teneur en
testostérone des males) qui est lié a la présence de caroténoides dans le plasma. Nous pouvons
¢galement supposer que 1’effet de la testostérone sur la couleur soit le résultat de I’effet de la
testostérone sur d’autres pigments que les caroténoides, comme les ptérines. De plus, dans
notre expérimentation sur I’effet de la testostérone sur les caroténoides, les individus sont
issus d’un sous-échantillonnage aléatoire de I’expérimentation sur 1’effet de la testostérone sur
les signaux sexuels (Desprat et al., 2015, article 2). Le nombre d’individu pris en compte dans
nos expérimentations est limité par le comité d’éthique puisqu’elles nécessitent la mise a mort
d’individus issus d’une espece protégée. Avec 8 individus par groupes, la puissance de notre
test statistique ayant permis de mettre en évidence I’effet de la testostérone sur la couleur du

sac vocal avec 20 individus est peut-&tre trop faible.
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IV/ Testostérone et comportement de chasse : effet indirect sur la production des

signaux sexuels ?

La production de ces signaux sexuels secondaires chez H. arborea est fortement
dépendante des capacités d’approvisionnement des males puisque c’est ’apport alimentaire
qui va permettre aux males de supporter les colits énergétiques du chant et assurer un apport
en caroténoides en partie nécessaires a I’expression du signal sexuel visuel. Les rainettes
arboricoles sont des prédateurs dont le régime alimentaire se compose principalement
d’aranéides et de coléoptéres toute 1’année mais les débris stomacaux analysés ont également
montré la présence d’isopodes, d’hétéroptéres, d’homopteres, de larves de coléoptéres et de
Iépidoptéres, d’imago de trichopteres, de brachycéres et de nématoceres et d’hyménoptére en
fonction des périodes de 1’année (Kovacs et al., 2007). Les rainettes ont un mode de chasse a
I’afftt (type sit-and-wait) principalement perchées dans les arbres.

Connaissant les effets positifs de la testostérone sur les comportements reproducteurs
(Fusani, 2008), les comportements d’agression (Gould et Ziegler, 2007), la défense de
territoire (Mougeot et al., 2005 ; Edler et al., 2011), nous avons étudié les effets d’une
supplémentation en testostérone sur le comportement de chasse des males qui pourrait, ainsi,
agir indirectement sur les signaux sexuels. Contrairement a nos prédictions, le taux de succes
des attaques des males n’est pas dépendant de leur teneur en testostérone. Dans le cadre de
nos expérimentations, le succeés d’une attaque est déterminé par le fait que la langue du male
se superpose avec la surface du grillon virtuel sur I’écran. Nous avons obtenu un succes
d’attaque moyen de 35% pour I’ensemble des individus. Cependant, en milieu naturel, lorsque
la projection de la langue ne touche pas directement le corps de la proie, elle pourrait
néanmoins perturber le support ou le vol de la proie et mener a un succes de I’attaque.

Une fois introduis dans le systéme de test, les males supplémentés en testostérone
attaquent deux fois plus vite que les males témoins. D’un point de vue comportemental, ce
résultat suggere une vigilance accrue de ces males qui en milieu naturel pourrait aboutir a un
succeés d’attaque plus élevé. Etant donné leur mode de chasse plutét opportuniste, la
variabilité du succes d’approvisionnement alimentaire des individus tient principalement des
capacités d’attention et de vigilance de I’animal a détecter une proie dans un environnement.
Puisque les rainettes ne poursuivent pas leurs proies, une attaque qui n’atteint pas la cible du
premier coup laisse 1I’opportunité¢ a la proie de s’échapper. Cette proie en mouvement peut
rapidement disparaitre du champ visuel du prédateur. Une meilleure vigilance réduisant le
temps de latence de 1’attaque augmenterait alors les probabilités de succes. Le role de la
testostérone sur les capacités cognitives, la mémoire, 1’apprentissage et 1’orientation spatiale,

principalement étudié chez les primates non-humains (Lacreuse et al., 2012), peut en partie
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expliquer nos résultats. L’effet de la testostérone sur les capacités d’approvisionnement
alimentaire permet d’augmenter la masse et la qualit¢ des signaux sexuels. Ces effets se
répercutant sur le choix des femelles, les meilleurs chasseurs devraient donc avoir une
meilleure fitness (Bailey et al., 2010). En choisissant un male sur la base de signaux sexuels
colteux en énergie ou en pigments non-synthétisables, la femelle s’assure de la capacité du
male a rechercher de la nourriture de maniere efficace. Dans I’hypothése ou cette performance
d’approvisionnement alimentaire serait héréditaire (Karino et al., 2005), la femelle obtiendrait
des bénéfices indirects pour sa descendance.

Dans notre expérimentation, pour motiver les individus a répondre au stimulus visuel
du grillon virtuel, les males ont jetiné durant 10 jours. Cette période de jeline est compatible
avec I’histoire de vie de H. arborea (Frield et Klump, 1997). L’effet de la testostérone sur la
motivation a chanter (Desprat et al. 2015, article 2), peut expliquer la diminution de la
motivation a chasser durant la période de reproduction. En effet, il y a un compromis
d’allocation du temps entre manger ou se reproduire (Blanckenhorn et al., 1995). En
revanche, la motivation a chasser augmente lorsque les réserves énergétiques de 1’animal
diminuent (Blanckenhorn et al., 1995). C’est également ce que suggerent nos résultats car
nous observons un effet de la masse sur la durée de ’attaque une fois la proie détectée chez
les individus témoins ; les petits males témoins ont un temps d’attaque plus court que les gros.
Nous pouvons traduire ce comportement par une motivation accrue des individus les plus
maigres a acquérir de la ressource alimentaire. La durée de D’attaque des individus
supplémentés en testostérone n’est pas différente de celle des individus témoins. En revanche,
parmi les males les plus petits (i.e. avec des réserves énergétiques faibles) les males
supplémentés en testostérone ont une durée d’attaque augmentée (i.e. une motivation a
chasser réduite), alors que la durée d’attaque des gros males n’est pas affectée par la
testostérone. Ces résultats sont inattendus, ils vont a I’encontre de notre hypothése initiale et
leur interprétation est confuse.

Notre expérimentation a €té menée au milieu de la saison de reproduction et tous les
soirs, les males étaient stimulés par un enregistrement d’un cheeur diffusé dans la salle
d’¢levage afin de conserver leurs comportements reproducteurs et de mimer I’environnement
acoustique naturel. Au moment de la reproduction, la testostérone est connue pour amplifier
les comportements reproducteurs, dont le chant des méales chez cette espece (Desprat et al.,
2015, article 2). L’augmentation de la testostérone et ses effets sur le comportement de chant
pourraient masquer les effets d’autres hormones sur I’expression du comportement de chasse.

En effet, le comportement de recherche alimentaire pourrait également étre motivé par les
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variations d’un cocktail d’autres hormones, comme I’augmentation de la corticostérone ou la

diminution de I’arginine vasopressine (Spée et al., 2010 ; Voituron et al., 2012).
V/ Testostérone et immunité

L’une des hypotheses de I'ICHH est que I’augmentation de la testostérone nécessaire a
la mise en place des caracteres sexuels secondaires entraine une immunodéficience, traduisant
le cotit associ¢ a la testostérone. L’effet de la testostérone sur le systéme immunitaire a ét¢ de
nombreuses fois testé, a la fois lors d’études cliniques sur I’homme, mais également au cours
d’expérimentations animales (revue par Trigunaite et al., 2015). Ces études ont clairement
montré un réle immunosuppresseur de la testostérone sur différents composants du systeme
immunitaire (revue dans Munoz-Cruz et al., 2011). Cependant, lors de notre expérimentation,
les individus supplémentés en testostérone ayant regu une dose de PHA (antigéne provoquant
une réponse inflammatoire localisée et mesurable, Josserand et al., 2015, article 1) ne
présentent pas un gonflement de la patte moins important que celui des individus témoins. La
testostérone ne semble donc pas avoir d’effet immunosuppresseur sur la réaction
inflammatoire de la rainette arboricole. Nous ne sommes pas les seuls a obtenir de tels
résultats. Par exemple, dans une expérimentation sur des mouettes rieuses (Larus ridibundus)
captives, Ros et al. (1997) n’ont pas trouvé d’effet de la testostérone sur la production
d’anticorps. Par ailleurs, alors que la testostérone est sensée diminuer les capacités de réponse
immunitaire et augmenter les risques d’infection des individus, les infections par les parasites
ne sont pas systématiquement testostérone-dépendantes (Oppliger et al., 2004 ; Fuxjager et
al., 2011).

Cependant, 1’absence d’une réponse mesurée de I’effet immunosuppresseur de la
testostérone ne signifie pas 1’absence de toute réponse. Les études ne sont pas toutes
comparables étant donné le fait que certaines utilisent des mesures indirectes de la fonction
immunitaire comme la charge parasitaire alors que d’autres sont des mesures directes comme
le nombre de lymphocytes ou la réponse inflammatoire. Martin et al. (2008) critiquent la
grande majorité des études qui reposent généralement sur un ou quelques tests pour évaluer la
fonction immunitaire. En effet, chez les vertébrés, le systtme immunitaire est complexe et
consiste en de nombreuses et diverses interactions entre les cellules, les tissus et les protéines
circulantes. Dans notre cas, nous n’avons test¢ que la réponse inflammatoire du systeme
immunitaire chez H. arborea. Martin et al. (2008) recommandent aux immunologistes
¢cologiques de conceptualiser la fonction immunitaire comme étant séparable en plusieurs
composantes de défenses disponibles pour les animaux. Cela permettrait de mieux ¢€lucider le

type particulier de la fonction immunitaire sur laquelle la testostérone pourrait agir. Une
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hypothése alternative pouvant expliquer le fait que nous ne trouvons pas d’effet
immunosuppresseur de la testostérone est 1’hypothese de redistribution proposée par Braude
et al. en 1999. Les compromis entre la fonction de reproduction et la fonction du systéme
immunitaire peuvent étre dus a une réallocation des acteurs du systéme immunitaire lui-
meéme. Selon cette hypothése, les leucocytes seraient temporairement détournés en périphérie
des ganglions lymphatiques ou de la moelle osseuse en réponse a la testostérone (Braude et
al., 1999). Cela permettrait aux acteurs du systéme immunitaire de continuer leurs actions
malgré D'effet immunosuppresseur de la testostérone. Selon ces auteurs, cette immuno-
redistribution se confondrait facilement avec un effet immunosuppresseur si les capacités
immunitaires sont mesurées par un comptage cellulaire ou si la mesure de I’'immunité est faite
seulement une fois dans un seul tissu. Afin de tester cette hypothése, il faudrait pouvoir
accéder a plusieurs types de réponses du systéme immunitaire chez H. arborea alors que nous
sommes limités par les méthodes invasives et dangereuses pour un animal de petite taille
(Josserand et al., 2015).

Par ailleurs, il est connu que les variations de testostérone peuvent entrainer des
variations sur d’autres niveaux hormonaux. En effet, des résultats non-publiés au laboratoire
(Josserand M2R) les taux de testostérone et de corticostérone sont positivement corrélés chez
H. arborea. Cette corrélation est également retrouvée dans d’autres études ((Ketterson et al.,
1996 ; Evans et al., 2000; Owen-Ashley et al., 2004 ; Klukowski et al., 2011). La
corticostérone est une hormone glucocorticoide sécrétée en réponse a un stress par la
stimulation de 1’axe adréno-hypothalamo-hypophysaire. Les effets immunosuppresseurs de la
corticostérone ont été testé de nombreuses fois (Fowles et al., 1993 ; Evans et al., 2000 ;
Buchanan et al., 2003b; Berger et al., 2005 ). En effet, bien que les glucocorticoides peuvent
avoir un effet positif a court terme en favorisant I’approvisionnement en glucose afin de
répondre aux besoins des muscles, du cerveau et du cceur en réponse a une situation de stress,
a plus long terme, les capacités énergétiques de 1’organisme s’épuisent et la fonction
immunitaire est diminuée. Il est connu qu’une exposition chronique a la corticostérone
entraine une diminution de la fonction immunitaire et de la réponse inflammatoire chez les
vertébrés (Roberts et al., 2009b). Plusieurs études employant des bloqueurs moléculaires
pharmacologiques ont montré que la corticostérone et la testostérone pouvaient utiliser les
mémes récepteurs hormonaux (Breuner et al., 2000 ; Deviche et al., 2001). Plusieurs études
ont alors supposé que I’effet immunosuppresseur de la testostérone s’expliquerait de fagon
indirecte par I’action immunosuppressive de la corticostérone (Meller, 1995 ; Owen-Ashley et
al., 2004 ; Roberts et al., 2009a; Roberts et al., 2009b ; Moore et al., 2011). L’effet

immunosuppresseur lié a I’¢lévation de la testostérone pourrait s’expliquer de fagon indirecte
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par ’augmentation des taux de corticostérone. Or, dans notre expérimentation, nous n’avons
pas manipulé ou contrdlé les taux de corticostérone pour pouvoir répondre a cette hypothese.
De plus, nos résultats montrent de maniere surprenante un effet immuno-stimulant de
la testostérone chez les gros males qui, contrairement aux individus témoins ou aux petits
males supplémentés, présentent un gonflement de la patte plus important pouvant étre traduit
comme une réponse immunitaire inflammatoire plus efficace. Cet effet immuno-stimulant de
la testostérone se retrouve également chez le hamster de Sibérie (Phodopus sungorus) lors
d’une expérimentation in vitro (Bilbo et Nelson, 2001). Plusieurs études observent ce
phénomene lors d’expérimentations sur la manipulation hormonale chez les oiseaux (Evans et
al., 2000 ; McGraw et Ardia, 2007). Evans et al. (2000) ont montré que la testostérone pouvait
augmenter la capacité des oiseaux a produire des anticorps. La principale explication donnée
par Evans et al. (2000) pour expliquer I’immuno-stimulation de la testostérone était son role
dans I’augmentation du comportement agressif et de dominance des individus. De ce fait, elle
permettait d’augmenter 1’accés a la nourriture et par conséquent, a plus de ressources
utilisables pour améliorer le systéme immunitaire. Dans notre expérimentation, nous
observons une immuno-stimulation uniquement chez les males les plus gros. L’hypothése
proposée par Evans et al., pourrait étre recevable dans notre cas si nous supposons que les
gros males de notre expérimentation le sont grace a une meilleure acquisition des ressources
sur le terrain. Cependant, nous n’avons pas de moyen de le vérifier et au cours de notre
expérimentation tous les individus ont été nourris de maniere controlée et n’ont pas la
possibilité d’adapter leur régime alimentaire. En revanche, nos résultats montrent qu’avec un
apport nutritionnel équivalent, les males supplémentés en testostérone ont un meilleur
fonctionnement mitochondrial permettant de réduire les pertes énergétiques inutiles.
L’énergie produite peut alors étre allouée a différentes fonctions comme I’immunité

augmentant la fitness ou la survie des individus.
VI/ Communication multimodale et étude multimodale

Dans cette theése je me suis appliquée a étudier les deux signaux sexuels émis par le
male de maniére concomitante pour étudier 'ICHH dans un contexte de multimodalité. Lors
de I’énoncé de I’hypothese de I'ICHH en 1992, Folstad et Karter proposent un mécanisme
universel modulé par la testostérone pour expliquer I’honnéteté des signaux sexuels émis par
les males au moment de la saison de reproduction. La premiére hypothése tient a ce que les
signaux sexuels secondaires émit par les males soient testostérone-dépendants. Cependant les
¢tudes traitant I’effet de la testostérone dans le cadre de I’'ICHH ne testent souvent qu’une

seule modalité sensorielle. Nos résultats montrent que les deux modalités sensorielles
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(acoustique et visuelle) des signaux sexuels sont sous la méme influence hormonale. Ce qui
nous améne a nous interroger sur le role de multimodalité¢ dans la communication chez cette
espece. Afin de comprendre 1’évolution de la communication multimodale, les chercheurs ont
dG comparer les réponses des animaux a un seul composant d’un signal complexe par rapport
aux réponses observées face a un mélange aléatoire des autres composants du signal
(Candolin, 2003 ; Hebets et Papaj, 2005 ; Partan et Marler, 2005). En fonction de la réponse
du récepteur obtenue pour chaque signal, les chercheurs ont pu analyser deux types de
signaux. Ceux dont I’expression varie en fonction de la qualit¢ du male indiqueraient une
redondance alors que les autres transporteraient une information complémentaire (Candolin,
2003 ; Partan et Marler, 2005). La force évolutive de ces signaux peut étre affectée par
I’environnement dans lequel se propage le signal - altérant le signal et sa valeur pour le
récepteur - ou par les comportements de triche de certains individus. Les théoriciens de
I’évolution ont souligné plusieurs conditions selon lesquelles la communication multimodale
est plus susceptible d’évoluer. Premiérement, les signaux portant des informations similaires
(backup signal hypothesis) sont plus susceptibles de persister dans le temps quand
I’information portée entre I’émetteur et le récepteur est légerement différente (exemple : les
différents aspects de la qualité des males, Johnstone, 1996). Par conséquent, la transmission
d’informations similaires par des modalités différentes permet de réduire les interférences de
I’environnement et le risque d’un partenariat non avantageux. Deuxiémement, les signaux
multiples sont évolutivement stables lorsque le colit de production ou de perception de
I’ensemble des signaux est faible (Iwasa et Pomiankowski, 1994).

Chez H. arborea, bien que l’expression des signaux sexuels soit modulée par la
testostérone quelle que soit la modalité sensorielle, I’information portée par chaque
composante des signaux n’est pas tout a fait la méme. Les paramétres de chant et de
coloration sont faiblement corrélés au sein d’un individu (Gomez et al., 2011). Cela implique
que ces traits sont susceptibles de véhiculer différentes informations sur I’identité ou la qualité
de I’émetteur, soutenant ainsi 1’hypothése de complémentarité des messages. Tout d’abord,
d’aprés 1I’hypothése du compromis d’efficacité des signaux (Hebets et Papaj, 2005) nous
pouvons supposer que les signaux ne sont pas utilisés de la méme fagcon selon 1’échelle
spatiale, les chants étant détectables a plus longue distance que la couleur. De plus, I’age et la
condition corporelle des males sont portés par la fréquence principale d’émission des chants
(Richardson et al., 2010b ; Gomez et al., 2011) alors que la couleur du sac vocal, li¢e a la
présence de caroténoides (Richardson et al., 2010 ; rapport 4) pourrait étre un indicateur de la

condition sanitaire des males.
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En revanche, nos résultats ne nous permettent pas de savoir si les deux modalités
traduisent le potentiel immunitaire global de 1’animal et sont I’information commune
véhiculée par les deux types de signaux, acoustique et visuel. En effet, bien que nos résultats
soient en mesure de valider la premicre hypothése de I'ICHH (les signaux sexuels sont
testostérone-dépendants), nous n’observons pas d’effet immunosuppresseur de la testostérone
pouvant valider I'ICHH. L’ensemble de nos résultats ne coincident pas avec I’hypothese selon
laquelle la testostérone est le médiateur de I’honnéteté du signal, puisque nous n’avons pas
mesuré de colit immunitaire associé a I’utilisation de la testostérone pour I’expression des

signaux sexuels.
PERSPECTIVES
I/ L’ICHH modulée par le stress ?

En testant les différentes hypothéses de I’ICHH, nous avons mis en évidence que la
testostérone n’a pas d’effet immunosuppresseur sur la réponse immunitaire inflammatoire
chez H. arborea. Tel que nous I’avons testé, nous ne pouvons pas valider I'ICHH sur notre
modele biologique. Plusieurs études arrivent a la méme conclusion chez d’autres especes
(Buchanan et al., 2003a ; Huyghe et al., 2009). Quand Folstad et Karter (1992) ont suggéré
que la testostérone était immunosuppressive, ils ont aussi conclu que d’autres substances
biologiques actives pouvaient moduler ’ICHH de maniére indirecte. Comme présenté dans la
partie V de la discussion de cette thése, sachant que les taux de testostérone sont corrélés avec
les taux circulants de corticostérone et que les deux hormones sont capables de se fixer sur le
méme récepteur cellulaire, I’effet immunosuppresseur de la testostérone pourrait-étre une
conséquence indirecte de I’augmentation de la corticostérone (Moller, 1995).

Chez H. arborea, il serait intéressant de tester I’immunosuppression de la
corticostérone chez les males au moment de la saison de reproduction afin de comprendre
I’interaction des deux hormones sur la réponse immunitaire. Pour ce faire, il faudrait dans un
premier temps vérifier in natura que les individus ayant les plus forts taux de testostérone
présentent également un niveau élevé de corticostérone. Ensuite, nous pourrions mettre en
place des expérimentations permettant de controler les effets des variations de corticostérone
en fonction des taux de testostérone sur la réponse immunitaire.

Bien qu’il existe de plus en plus d’évidences pour expliquer le rdle de la corticostérone
en relation avec la testostérone et la réponse immunitaire, elle ne peut cependant
complétement valider le mécanisme proposé¢ par I’ICHH. Par exemple, les deux hormones
améliorent la réponse des anticorps quand les taux de 1’une ou I’autre sont hauts chez le

diamant mandarin (7. guttata, Roberts et al., 2009a) mais aucune des deux n’influence la
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fonction immunitaire chez la caille japonaise (Coturnix japonica, Roberts et al., 2007). Ce qui
suggere que le mécanisme par lequel les deux hormones interagissent pour modifier la
réponse immunitaire est plus complexe que la simple covariance entre les espéces (Moore et
al., 2011). Les mod¢les des relations entre la corticostérone, la testostérone, la réponse
immunitaire et I’expression des traits sexuels laissent penser qu’ils représentent des réponses
adaptatives aux histoires de vie spécifiques a chaque espece (Evans, 2010). La recherche de
ces relations chez différentes espeéces et dans différents contextes est nécessaire pour
déterminer le mécanisme par lequel les hormones de stress influencent la réponse immunitaire
et I’expression des traits sexuels de manicre a développer un modéle plus vraisemblable de la

sélection sexuelle affectée par les hormones.
11/ La coloration du sac vocal, indice fiable de I’état sanitaire du male ?

La couleur du sac vocal des males H. arborea est en partie liée a la présence de
caroténoides. De par la fonction des caroténoides dans le systtme immunitaire, de
nombreuses études suggerent un compromis d’allocation des caroténoides avec la fonction
ornementale (Alonzo-Alvarez et al.,, 2008 ; Baeta et al., 2008 ; Bonato et al., 2009).
L’information portée par le signal visuel serait relative a la condition sanitaire des males.
Dr’ailleurs, certaines études ont observé des relations entre le signal visuel et la réponse
immunitaire ou la charge parasitaire (Faivre et al., 2003 ; revue par Simons et al., 2012).

En revanche, chez H. arborea la couleur du sac vocal n’est pas un indicateur de la
capacité de réponse immunitaire du male (données non publiées). De plus, lors de la mesure
de la réponse immunitaire chez males H. arborea en 2013 (Desprat et al., 2015, article 2),
nous avons remarqué une diminution de la couleur du sac vocal aprés 3 jours (données non
publiées). Ce résultat pourrait exprimer la réallocation des caroténoides du sac vocal au profit
de la fonction immunitaire pour permettre aux males de répondre au challenge immunitaire.
Cependant, il nous est impossible de conclure avec certitude si la diminution de la couleur du
sac vocal observée ¢tait due uniquement a I’injection de PHA et non a d’autres facteurs
extérieurs comme la condition du male ou le stress du maintien en captivité.

Dans une future expérimentation il serait possible de répondre a cette question en
¢tudiant les variations de la couleur du sac vocal suite & un choc immunitaire en tenant
compte du régime alimentaire. En effet, 'immuno-stimulation des males supplémentés en
testostérone n’a été observé que chez les plus gros, supposant un lien avec la condition
corporelle des individus dans la capacit¢ de réponse immunitaire. Au moment de la
reproduction, la femelle peut étre exposée a un risque de contamination parasitaire au moment

de I’amplexus (Able, 1996). Le choix d’un partenaire en bonne santé peut alors lui apporter
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des bénéfices directs méme dans un systeme de type lek ou la contribution des males ne
consiste qu’en leur sperme. Dans ce contexte, nous pouvons faire I’hypothése que la couleur
du sac vocal - signal sexuel utilisé par les femelles pour sélectionner leur partenaire (Gomez
et al., 2009) - serait un indicateur fiable de 1’état sanitaire du male au moment présent ou

d’une infection relativement récente.
I11/ La variabilité du choix femelle, quel est le role des hormones ?

Tout le travail de cette theése porte sur I’effet des stéroides, principalement la
testostérone, sur la production des signaux sexuels chez les males H. arborea, i.e. sur
I’émetteur du signal dans la communication intra-spécifique. Il serait maintenant intéressant
d’étudier I’effet des hormones stéroides sur la femelle, c¢’est-a-dire le récepteur du signal dans
la communication inter-sexuelle. Les femelles H. arborea ont montré une préférence
significative pour des chants émis avec une forte amplitude, une vitesse €¢levée, une fréquence
dominante faible et de fagon plus marginale pour des bouts de chant plus long (Richardson et
al., 2010b). Le choix de la femelle est aussi basé sur un sac vocal sombre et saturé en couleur
(parametres de clarté et de chroma, Gomez et al., 2009). Lorsqu’il est proposé aux femelles
des choix entre les combinaisons acoustiques et visuelles de qualité variable (Richardson et
al., 2010a), les femelles choisissent préférentiellement 1’association « bons chants » et
«bonne couleur » (chants graves, rapides et forts, associés a un sac vocal d’une couleur
intense et foncée) par rapport a un signal peu attractif pour les deux types de composante. En
revanche, face a des informations acoustiques et visuelles conflictuelles, les préférences des
femelles sont partagées a égale proportion (Richardson et al., 2010a). Ce résultat indique que
la prise compte d’une modalité sensorielle supplémentaire dans le choix du partenaire peut
totalement modifier 1’issue de la sélection sexuelle prédite par des tests uni-modaux. Ce
résultat souligne également 1’existence potentielle d’une variabilité individuelle des femelles
dans la priorisation des signaux acoustiques et visuels émis par le male (Richardson et al.,
2010a).

Dans la plupart des études, les variations inter-individuelles dans le choix des femelles
ont souvent été attribuées a du bruit de fond inhérent aux expérimentations (Gomez et al.,
2010 ; Richardson et al., 2010b; Troianowski et al., 2014). Or ces différences peuvent
résulter d’une modification des régles de choix de la femelle au cours du temps. La femelle
deviendrait moins sélective avec I’approche du moment de la ponte (« trouver un male »
plutdt que « sélectionner le meilleur male »). A ce titre, la prise en compte des profils

hormonaux de la femelle au moment du choix du partenaire pourrait étre un €¢lément clef.
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Quelques rares études ont commencé a travailler sur le role des hormones sur le
comportement de la femelle lors du choix du partenaire au moment de la saison de
reproduction chez les anoures. Par exemple, les études sur la femelle tungara (Physalaemus
pustulosus) ont démontré que la réceptivité maximale (i.e. une réponse phonotactique positive
a n’importe quel male) et la permissivité (sélectivité phonotactique évaluée par la réponse a
un chant synthétique connu pour étre de moins bonne qualité que le chant d’un bon male)
correspondent aux pics de teneur en cestrogéne et progestérone circulante (Lynch et
Wilczynski, 2005). Ces résultats suggérent que les fluctuations d’cestradiol sont responsables
des principaux changements de comportement reproducteurs chez la femelle au cours d’un
cycle hormonal.

Si la variation de la sélectivité des femelles réceptives en fonction du cycle hormonal
est mise en évidence, alors ce mécanisme permettrait aux males de moins bonne qualité¢ de
pouvoir accéder a la reproduction et aussi de transmettre une partie de leur génome a leur
descendance. Ce phénomeéne permettrait ainsi d’augmenter la variabilité génétique de la

population regroupée en lek.
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La testostérone, médiateur de ’honnéteté des signaux sexuels chez Hyla arborea ?

Chez les males, la testostérone joue un role important dans I’expression des signaux sexuels
attractifs pour la femelle. Cependant, de nombreuses études mettent en évidence 1’effet négatif de la
testostérone sur les défenses immunitaires ou la résistance aux parasites. Selon I’hypotheése du
handicap immunitaire (ICHH, Folstad et Karter, 1992), ce compromis permettrait d’assurer
I’honnéteté du signal sexuel ; les mauvais males ne pouvant pas exprimer de signaux sexuels de
bonne qualité tout en gérant I’immunosuppression due a la testostérone. Ma thése a pour objectif de
définir le role de la testostérone dans ’honnéteté des signaux sexuels dans un contexte de
communication multimodale. Elle permet également de comprendre les mécanismes physiologiques
par lesquels la testostérone module les signaux sexuels acoustiques et visuels chez les males Hyla
arborea, un amphibien connu pour utiliser ces deux types de signaux pour attirer les femelles. Nos
résultats montrent que les signaux sexuels acoustiques et visuels chez cette espece sont testostérone-
dépendants. En revanche, puisque la testostérone n’a pas d’effet immunosuppresseur dans notre
¢étude, elle ne serait pas le médiateur direct de I’honnéteté des signaux chez cette espéce. D’un point
de vue physiologique, I’effet de la testostérone sur le chant s’explique par 1’amélioration des
propriétés contractiles des muscles du tronc responsables du chant 1i¢ a une augmentation de
I’efficacité mitochondriale. D’autre part, les analyses biochimiques montrent que la couleur du sac
vocal varie linéairement avec la quantit¢ de pigments caroténoides présents dans le plasma, qui
pourrait tre testostérone-dépendant. Enfin, cette thése montre également que la testostérone agit sur
le comportement de chasse permettant 1’acquisition de ressources énergétiques et de caroténoides
pour le chant et la couleur des males.

Mots-clefs : anoures, bioénergétique, caroténoide, contraction musculaire, hypothése du
handicap immunitaire, testostérone.

Is testosterone the mediator of sexual signal honesty in Hyla arborea?

In males, testosterone plays an important role on attractive sexual signal expression.
However, numerous studies highlighted that testosterone also has negative effects on immunity
defenses and parasite resistance capacity. According to the immunocompetence handicap
hypothesis (ICHH, Folstad and Karter, 1 992), this trade-off assures signal honesty because only
good males could express powerful signals while managing the immunosuppression of testosterone.
My thesis aims to define the role of testosterone on the signal honesty in a multimodal
communication context. Moreover it allows us to understand some physiological mechanisms
involved in the modulation of acoustic and visual signals in males Hyla arborea, an amphibian
known to use both acoustic and visual signals to attract females. Our results show that acoustic and
visual signals are testosterone-dependent. In contrast, since testosterone has no immunosuppression
effect in our study, it would not be the direct mediator of the signal honesty in this species. From a
physiological point of view, the testosterone effects on calls could be explained through the positive
effect of testosterone on trunk muscle mitochondrial efficacy and their contractile properties.
Besides, biochemical analyses show that vocal sac coloration varies with the amount of carotenoid
pigments present in the plasma that could be testosterone-dependent. Finally, this thesis also
assumes that testosterone acts on the hunting behavior permitting the acquisition of energy
resources and carotenoids for singing and coloration of males.

Key words: anurans, bioenergetic, carotenoid, immunocompetence handicap hypothesis,
muscular contraction, testosterone.
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