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Résumé

La forme de I’otolithe sacculaire (sagitta) des téléostéens présente des variations
génétiques et environnementales ayant ét¢ bien documentées. Cependant, les études
¢comorphologiques ont formulé¢ des hypothéses sur l'influence de spécificités
environnementales (habitat dans la colonne d’eau, paramétres physico-chimiques, mode de vie
du poisson), sans tester expérimentalement de facteur susceptible de modifier la forme des
sagittae. L’ objectif de ce mémoire est de quantifier I’'impact d’un environnement plus ou moins
complexe sur la morphologie de la sagitta du tilapia du Nil (Oreochromis niloticus). Etant
donné la double fonction de I’oreille interne (auditive et vestibulaire), les capacités auditives
des poissons ont été testées pour déterminer si une variation de forme des sagittae était liée a la
fonction auditive. Le dispositif expérimental consistait en 1’¢levage de 160 males juvéniles issus
de la méme fratrie, durant 5 mois dans 4 aquariums (n=40/aquarium) ou seule la complexité
structurale de I’environnement variait. La complexité, modélisée par des chaines suspendues
dans P’aquarium d’¢levage, variait de 0 chaines/m? (condition controle) a 120 chalnes/m?
(condition complexe), deux extrémes sur lesquels nous avons finalement focalisé les analyses.
Au terme de 1’élevage, des poissons ont été soumis a des tests auditifs par la technique de
I’auditory evoked potential ; les autres poissons ont été euthanasiés et disséqués pour récupérer
leurs sagittae. Chaque sagitta gauche a été photographiée et mesurée par microscopie optique
numérique de haute résolution (Keyence© VHX-7000) pour des analyses 2D et des calculs
d’indices de forme; ces sagittae ont ¢galement €t¢ scannées et modélisées en 3D pour étre
analysées par la géométrie morphométrique classique - utilisant un nombre restreint de
landmarks et semilandmarks - et de haute densité de semilandmarks de surface. Nos résultats
ont montré, pour une taille de corps €quivalente, une augmentation de la taille (longueur,
largeur, surface, périmétre et volume) des sagittae des individus issus de la condition complexe,
sans modification des capacités auditives. L’analyse des indices de forme et la géométrie
morphométrique n’a pas mis en évidence de variation de forme des sagittae selon la condition
expérimentale dont les poissons étaient issus. Si ’on pouvait suspecter 1’influence
d’environnements plus complexe (littoraux, fonds, etc.) sur la taille des sagittae, cette étude a
permis d’en poser les bases expérimentales, et suggere I’importance de la fonction vestibulaire

comme contrainte de forme des otolithes.



Abstract

The shape of the saccular otolith (sagitta) in teleosts is subject to well-documented genetic
and environmental variations. However, ecomorphological studies have hypothesized the
influence of the specifics of the environment (water depth, physico-chemical parameters, etc.),
without experimentally testing any factors likely to modify sagitta shape. The objective of this
master thesis is to quantify the impact of a more or less complex environment on the
morphology of the sagitta of the Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Given the dual function
of the inner ear (auditory and vestibular), the auditory capabilities of the fish have been tested
to determine if a variation in sagitta shape is linked to auditory function.. The experimental set-
up involved rearing 160 juvenile male Nile tilapia from the same sibling for 5 months in 4
aquariums (n=40/aquarium) where only the structural complexity of the environment varied.
Complexity, modeled by chains suspended in the rearing aquarium, ranged from 0 chains/m?
(control condition) to 120 chains/m? (complex condition), two extremes on which we ultimately
focused our analyses. At the end of the rearing period, some fish were subjected to auditory
tests using the auditory evoked potential technique; the remaining fish were euthanized and
dissected to recover their sagittae. Each left sagitta was photographed and measured by high-
resolution digital optical microscopy (Keyence© VHX-7000) for 2D analysis and shape index
calculations; these sagittae were also scanned and modeled in 3D for analysis by classical
morphometric geometry - using a limited number of landmarks and semilandmarks - and high-
density surface semilandmarks. Our results showed, for an equivalent body size, an increase in
the size (length, width, surface area, perimeter and volume) of the sagitfae of individuals from
the complex condition, with no change in hearing ability. Analysis of shape indices and
morphometric geometry revealed no variation in sagittae shape according to the experimental
condition from which the fish were derived. While we might have suspected the influence of
more complex environments (coastline, seabed, etc.) on sagittae size, this study has laid the
experimental foundations, and suggests the importance of vestibular function as a constraint on

otolith shape.



Table des matiéres

B R 110 0T LT (1) 1 R pl
1.1. Anatomie de D’oreille interne des tél€ostéens.........ccevvvieiiniiiiiieiiiiiieiiniennnnes pl
1.1.1.  Le labyrinthe membraneuX.......cccccvveiieiineiieiiniineiierinrnnn. pl

1.1.2.  Lesotolithes.....ccoceiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniineiinnienee p4

1.1.3.  Connectivité de I’oreille interne..........ccccceveiininiiniinininninnnn. p5

1.2. Intégration sensorielle de I’appareil stato-acoustique...........ccccoevuevuiniininnnne p6
1.3. Diversité de I’oreille interne.........o.cooeveiiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneiean p7
1.4. La sagitta : utilisation, morphologie et écomorphologie..........c.ccceiernninnnnnnn. p7
1.4.1. Morphologie de la sagitta........ccccccvvieiieiiniiiiiiniiieineiinnnnn. p7

1.4.2. Intérét de I’étude de la sagitta......c.cocevevniiniieiniininenniiacnennn p9

1.43. Ecomorphologie de la sagitta.........ccccovvvveiiniinrnnecinnennen. p10

1.5. Quantification de la forme de la sagitta et gé¢ométrie morphométrique.......... pll
1.6. L0 1] 1T 2 1N p13
2. Matériel et MEthOeS.....ccvvuiiniiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt rieetetateseetataeas pl4
2.1. Elevage et condition expérimentales..........ccceveiuiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinnnn pl4
2.2. ) LT3 () p1S
2.3. Test des capacités auditives des poissons expérimentauX.........ccocevuvenrenernnnn p16
2.3.1.  Auditory evoked potential...........cceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnn pl6

2.3.2.  Bruit ambiant dans les aquariums expérimentaux.............. p18

2.4. Mesures linéaire 2D et indices de forme .........c.ccovvieiriiiiniieiiiiiiiniiiininnnee. p18
2.5. Géométrie morphomeétrique 3D......ccceevviiniininiiniiniiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiiieneee, p20
2.5.1.  Acquisition des scans et modélisation.............ccccvvieinnnnen. p20

2.5.2. Géométrie morphométrique........coeevviveiiiiiiniiiiiiiniiinnnn p20

2.6. Traitement des données et analyses statistiques........c.ccoeeveiieiiniiiiiniiniinnn. p23
2.6.1.  Auditory evoked potential.........cccoeeviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininnn p23

2.6.2.  Analyse des mesures lin€aires.........ccoeevveiiiiieniniinicinnnnnns p23

2.6.3.  Analyses des données 3D.......ccceveiiniiniiiiiiiiiiiiiniiiiiiniinnes p24

TR 2 L P26
3.1. Test des capacités auditives des poissons expérimentaux ..........cceevvevuinennnn p26
3.2 Analyse des mesures linéaires 2D et indices de forme.........ccccccoeveieinininnenn p28
3.2.1.  Tests statistiques sur les mesures linéaire et le volume......... p28

3.2.2.  Tests statistiques sur les indices de forme............cccevvneenn. p33

3.3. Géomeétrie morphométrique 3D.....c.ccciiuiiieiiniiiiieiinieieiieiiniisntearsnsssnsnns p34
3.3.1.  Epaisseur des sagittae........ccovviiuiiiniiniiiiiniiiiiniiiicinisnnes p34

3.32.  Géométrie morphométrique classique.........ccoeeveieinininennn. p34

3.33.  Géométrie morphométrique de haute densité de semilandmarks

de Surface.....cooeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e p36



I ) )T 0] (1) 1 p39

5. Conclusion

Bibliographie

Annexes

4.1. La condition expérimentale influence la taille des sagittae.............c.cccuveeeen. p39
4.2. La condition expérimentale n’influence pas la forme des sagittae................. p41
4.3. Les capacités auditives des tilapias sont similaires entre les conditions
EXPErimentales.....ccoeiuiiuiiniiiiiiieiieiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteeeeraeeaa p42

4.4. Croissance et allométrie des sagittae........ccoevviiiniieiiiiniiiiiiiiiiiiiiieinenn p43
4.5. Méthodes de quantification de la sagitta..........ccoovveiniiniiniiiiiiiiiiiiiieinn.. p44
................................................................................................................ p45



1. Introduction

Les téléostéens forment une sous-classe au sein des Actinoptérygiens (Betancur-R et al.,
2017) et constituent le groupe de vertébrés le plus diversifié avec environ 27 000 especes
(Glasauer & Neuhauss, 2014). Ils dominent largement les écosystémes aquatiques actuels,
qu’ils soient marins ou dulcicoles, grace a leur diversité morphologique et physiologique (Price
et al., 2019). Au sein de cette pluralité de formes, 1’oreille interne est un organe ayant connu
une diversification morphologique particulierement importante (Ladich & Schulz-Mirbach,

2016).

1.1 Anatomie de P’oreille interne des téléostéens

1.1.1 Le labyrinthe membraneux

L’oreille interne est constituée de deux “labyrinthes membraneux”, remplis de
I’endolymphe, un liquide similaire au plasma sanguin et riche en ions potassium. Ils sont
disposés symétriquement de part et d’autre de la medulla oblongata (région caudale du
cerveau). Chaque labyrinthe est constitué de trois canaux semi-circulaires et trois organes
otolithiques (fig. 1). On distingue généralement la partie supérieure de 1’oreille interne (pars
superior), comprenant les trois canaux semi-circulaires et un des organes otolithiques,
I’utricule, de sa partie inférieure (pars inferior) qui comprend les deux autres organes
otolithiques : le saccule et la lagena. Les canaux semi-circulaires trouvent leur origine au niveau
de I'utricule et sont positionnés perpendiculairement les uns par rapport aux autres dans les 3
plans de I’espace, le canal latéral étant disposé horizontalement par rapport aux plans définis
par le canal vertical antérieur et le canal vertical postérieur qui sont unis au niveau du canal

commun (Kasumyan, 2004).
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Figure 1. Anatomie du cerveau et de Ioreille interne de téléostéen. A) Oreille interne droite d 'Antimora rostrata

(Moridae) montrant les trois canaux semi-circulaires ainsi que les trois sacs otolithiques, chacun contenant son
otolithe respectif visible par transparence. As = asteriscus, Sa = saccule, La = lapillus (modifié¢ de Deng et al
(2011)) ; B) Vue dorsale du cerveau et des oreilles internes de Poecilia mexicana (Poecilidae). TE = télencéphale,
TO = tectum optique, C = cervelet, MO = medulla oblongata, SC = corde spinale (modifi¢ de Schulz-Mirbach et
al., 2011).

Les ampoules situées a la base des canaux semi-circulaires et les organes otolithiques
présentent chacun un épithélium sensoriel constitué de cellules ciliées. Les ampoules ont un
¢pithélium appelé crista, tandis que les organes otolithiques ont une macula (Edds-Walton,
2008). Le plateau ciliaire formé a la face apicale de chacune des cellules de la macula présente
un unique kinocil excentré et de nombreux stéréocils recouvrant le reste de la face cellulaire
(fig. 2). Les cellules sensorielles de chaque macula sont organisées en différents groupes
régionaux dont les cils sont orientés dans la méme direction. Ensemble, ces groupes de cellules
sensorielles se combinent pour former un pattern d’orientation des cils au sein de la macula
(fig. 3) (Popper & Coombs, 1982). La morphologie de la macula ainsi que le pattern
d’orientation des cils des cellules sensorielles est propre a chaque organe otolithique. Plus
particulierement, la macula sacculi (1’épithélium sensoriel du saccule) posséde une région

rostrale élargie et une région caudale étroite caractéristique (Ladich & Schulz-Mirbach, 2016).

L’utricule, le saccule et la lagena (organes otolithiques), forment des sacs dans lesquels se
trouvent un otolithe : le lapillus, la sagitta et [’astericus, respectivement. Ces otolithes
recouvrent entierement ou partiellement la macula par ’intermédiaire de la “membrane
otolithique” (fig. 2) (Schulz-Mirbach et al., 2014). Cette derniére ne possede pas les propriétés

histologiques d’une membrane mais plutot celle d’une matrice gélatineuse se trouvant en



contact avec les stéréocils, faisant ainsi le lien entre 1’épithélium sensoriel et I’otolithe (Webb

et al., 2008).

.\lembnlne
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Figure 2. Les différents composants d’un organe otolithique. A : schéma général de I’organe otolithique
montrant les interactions de ses composants ; B : photographie d’une sagitta gauche d’Oreochromis niloticus ; C :
plateau ciliaire d’une cellule de la macula en microscopie électronique ; D : membrane otolithique en microscopie

optique (modifié de Schulz-Mirbach et al., 2019 ; Schulz-Mirbach et al., 2014).

Teleostei F Antimora rostrata
A Gnathonemus sp. B Sardinella marquesensis

180 pm

C Carassius auratus

H Bairdiella chrysoura | Micropogonias undulatus J Cynoscion nebulosus

a 250 pm

E Chitala chitala

Figure 3. Représentation schématique d’exemples de patterns d’orientation des cils de la macula sacculi de

diverses espéces de téléostéens montrant la diversité de ces patterns, d’aprés Ladich & Schulz-Mirbach (2016).

Les fléches noires représentent le sens dans lequel un groupe de cils de la macula est orienté.



1.1.2 Les otolithes

Les otolithes sont des structures calcifiées constituées d’une alternance de couches de
cristaux de carbonate de calcium et de matrice organique acellulaire, se déposant graduellement
durant toute la vie du poisson, dés le dernier stade de développement dans I’ceuf. Ils se
développent a partir d’un (ou plusieurs) primordia(e) partiellement calcifié et exocyté depuis
les cellules épithéliales de 1’oreille interne. Le(s) primordia(e) constitue(nt) le(s) noyau(x)
(nucleus) que 1’on distingue au centre des otolithes (Lecomte-Finiger, 1999). Les otolithes ont
une masse allant de quelques milligrammes a grammes (Deges et al., 1969 ; Dunkelberger et
al., 1980) et mesurent, selon les espéces, entre 0.4 et 31.4 mm (Paxton, 2000). Les otolithes
des téléostéens actuels sont composés d’aragonite (excepté ’asteriscus qui est en vatérite la
plupart du temps) ce qui constituerait une adaptation au milieu aquatique, par rapport aux
tétrapodes dont la composition des otolithes est en calcite (Schulz-Mirbach et al., 2014). Le
dépot des couches minérales et organiques qui composent les otolithes est caractérisé par une
rythmicité saisonniére, mensuelle mais aussi journaliére, donnant aux otolithes leur aspect stri¢
avec I’alternance de bandes transparentes et opaques (Campana & Thorrold, 2001; Morales-
Nin, 2000; Pannella, 1971). La périodicité journaliere du dépdt est par ailleurs liée aux
variations métaboliques inhérentes au rythme nycthéméral de 1’animal (Tohse & Mugiya,

2002).

La membrane otolithique est composée de deux couches : une couche fibreuse étendue et
une couche gélatineuse (fig. 2) restreinte a un large sillon situé sur la face mésiale de 1’otolithe
au niveau de la macula. Ce sillon porte un nom différent en fonction de 1’otolithe ; dans le cas
de la sagitta, il est nommé sulcus acusticus. Le développement de la macula et du sillon des
otolithes, en particulier ceux de la sagitta et de [ ’astericus, est interdépendant, de telle sorte que
la morphologie du sillon épouse parfaitement les irrégularités de la structure de la macula

(Dunkelberger et al., 1980; Schulz-Mirbach et al., 2011).



1.1.3 Connectivité de ’oreille interne

En Dl’absence de cavité gazeuse entourée d’une membrane, les poissons détectent
uniquement les mouvements particulaires associés au son. De nombreux téléostéens possédent
des organes qualifiés de “structures auditives accessoires” en lien avec 1’oreille interne et qui
permettent I’amélioration de la fonction auditive en étant capables de détecter les variations de
pression (Ladich & Schulz-Mirbach, 2016). Ces structures impliquent généralement des cavités
remplies de gaz, comme la vessie natatoire, et se trouvent a proximité ou en contact plus ou
moins direct avec le labyrinthe membraneux (Kasumyan, 2005). Avec la présence de telles
structures, ’oreille interne peut indirectement étre sensible a la composante de pression
associée aux sons. Dans ce cas, I’alternance de compressions et décompressions du gaz contenu
dans la vessie natatoire peut créer un deuxiéme champ de mouvements particulaires qui peut

alors étre aussi détecté au niveau de I’oreille interne (Rogers et al., 1988).

Popper & Fay (2011) ont proposé d’envisager les capacités auditives des poissons sous
forme d’un continuum caractérisé par la sensibilité a la pression (fig. 4), plutét que comme une
dichotomie entre les poissons « spécialistes de I’audition » et les poissons « généralistes ». A la
base de ce continuum se trouvent les poissons otophysiens (Otophysi) qui possédent une
connexion particuliére (« otophysique ») de Doreille interne avec leur vessie natatoire,
I’appareil de Weber (Weber, 1820). Cet appareil de Weber consiste en une chaine d’osselets
transmettant les vibrations de la vessie natatoire a I’oreille interne (Ladich & Schulz-Mirbach,
2016). Les Mormyridae quant a eux, possedent une extension antérieure de la vessie natatoire
qui s’est completement détachée de cette derniére et agit comme membrane tympanique
localisée directement sur le systeme vestibulaire (Stipetic, 1939). A Dautre extrémité du
continuum se trouvent les poissons sans vessie natatoire (ex. : les requins et poissons plats) et
donc insensibles a la pression. Au sein de ce continuum, les poissons peuvent avoir une
extension antérieure de la vessie natatoire atteignant et entrant en contact avec la capsule
otique ; ils peuvent également avoir une vessie natatoire se trouvant a proximité de la capsule

otique mais sans contact direct avec celle-ci (Nelson, 1955).
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Figure 4. Illustration de la connectivité de Ioreille interne et du continuum de la sensibilité a la pression des

poissons (inspiré de Popper & Fay, 2011) avec schéma illustrant le lien entre la vessie natatoire et 1’oreille interne
(Ladich & Schulz-Mirbach, 2016) et un exemple d’espéce de poisson pour chacun des schémas (images de :

Marinewise, s.d. ; Definitive guide to elephantnoses, 2016).
1.2 Intégration sensorielle de I’appareil stato-acoustique

Les organes otolithiques sont impliqués dans la détection d’accélération linéaire, dans
le contrdle et la régulation de la position statique du poisson et dans la détection de sons
(Campana & Thorrold, 2001). Les organes otolithiques seraient impliqués différemment dans
leur contribution aux fonction auditive ou vestibulaire (Schulz-Mirbach et al., 2019). D’aprées
une ¢étude de Von Frisch (1938), I’ablation de 1’oreille interne supérieure provoque une perte
totale du sens de I’équilibre. L utricule serait donc davantage impliquée dans 1’équilibre alors
que le saccule et la lagena seraient principalement responsables de 1’audition. Selon I’hypothése
de la « fonction mixte », il est communément admis que chaque organe otolithique contribue a

la fois a la fonction vestibulaire et la fonction auditive (Schulz-Mirbach et al., 2019).

Le mécanisme physiologique qui sous-tend le fonctionnement de 1’organe otolithique
repose sur une différence de densité ou de viscosité d’une structure par rapport a I’endolymphe
dans laquelle I’ensemble est immergé (Popper & Lu, 2000). Lorsqu’un mouvement particulaire
(dG a un son) a lieu, ou lorsque le poisson se met en mouvement, I’otolithe qui est trois fois plus

dense que les tissus mous du poisson a un mouvement retardé par rapport a I’endolymphe a



cause de son inertie. Cela entraine un mouvement relatif des cils de 1’épithélium par rapport a
I’otolithe (Schulz-Mirbach et al., 2019). Le mouvement de I’otolithe par rapport a la macula
(ou de la cupula par rapport a la crista dans les ampullae) est responsable de forces latérales
s’appliquant sur les stéréocils du coté apical des cellules sensorielles. Lorsque le faisceau de
stéréocils se plie sous 1’effet de ces forces et en fonction de la direction du repliement par
rapport au kinocil, une dépolarisation peut avoir lieu et engendrer un potentiel d’action. Comme
I’épithélium sensoriel du labyrinthe membraneux est innervé au niveau de la membrane basale,
le potentiel d’action est transmis et I’information est relayée au cerveau de I’animal (Kasumyan,

2004).
1.3 Diversité de I’oreille interne

La structure de I’oreille interne et des organes auditifs accessoires est particulierement
diversifiée chez les téléostéens (Popper & Coombs, 1982). La morphologie globale de I’oreille
interne possede des caractéristiques quantifiables, par exemple, la taille relative de 1’oreille
interne au cerveau de I’animal, I’attachement plus ou moins important du labyrinthe
membraneux au crane, la distance entre les oreilles gauche et droite, une connexion éventuelle
entre celles-ci, etc. Globalement, la diversité structurale observée au niveau du saccule et de la
lagena est bien supérieure a celle observée au niveau des canaux semi-circulaires et de
I’utricule. Néanmoins, les canaux semi-circulaires peuvent différer dans leur épaisseur et leur
rayon (Ladich & Schulz-Mirbach, 2016). La forme et la taille des otolithes, et en particulier la
sagitta, sont trés diversifiés, et I’étude de ces caractéristiques a permis de distinguer un certain

nombre de groupes taxonomiques (Nolf et al., 2009 ; Tuset et al., 2016).

1.4 La sagitta : utilisation, morphologie et écomorphologie

1.4.1 Morphologie de la sagitta

La nomenclature morphologique générale reprise dans de nombreuses études se référe a
celle de Chaine et Duvergier (Chaine & Duvergier, 1934) (fig. 5). La face mésiale est orientée
vers I’intérieur du corps du poisson et présente le sulcus acusticus. Par opposition, la face
médiale est orientée vers le milieu extérieur. Une des caractéristiques principales de la partie
antérieure de la sagitta est le rostre, auquel s’oppose parfois 1’anti-rostre. Enfin, la partie
supérieure de 1’otolithe est la partie dorsale et la partie inférieure est la partie ventrale. Le sulcus
acusticus est délimité par une crista supérieure et une crista inférieure. En général, 1’ouverture

antérieure du sulcus donne sur [’ostium qui désigne la partie élargie du sulcus ; cette partie est



souvent suivie par une partie allongée et plus fine nommée cauda (Nolf et al., 2009). Le sulcus
acusticus de la sagitta posséde des caractéres morphologiques distinctifs entre espéces. Selon
de nombreux auteurs, ce serait un parametre important de I’étude de 1a morphologie de la sagitta

pour la détermination d’espéces (Torres et al., 2000 ; Wright et al., 2002).

Coté dorsal

Crista supérieure

O;tium
Rostre
Sulcus

acusticus

, b 0.5

Crista inférieure ,
Coté ventral

Figure 5. Face mésiale de la sagitta gauche d‘O. niloticus annotée selon la nomenclature de Chaine et Duvergier

(Nolf et al., 2009). Un antirostre est rarement présent sur les sagittae du tilapia du Nil.

La forme typique de la sagitta est celle d’une ellipse sur le plan sagittal. Elle est comprimée
latéralement avec une face mésiale convexe et une face médiale concave. La croissance de la
sagitta se fait principalement sur 1’axe antéro-postérieur, d’ou notamment sa forme elliptique
(Wright et al., 2002). Les formes de la sagitta et du sulcus ont largement été décrites par Tuset
et al. (2008). Par exemple, I’ouverture du sulcus (ostiale, caudale, mésiale, etc. ; fig.6 A), sa
forme (archaesulcoide, hétérosulcoide, etc. ; fig. 6B) et sa position (médiane, infra-médiane ou
supra-médiane), peuvent étre classifié en différents types. L’ostium et la cauda présentent
¢galement des caractéristiques permettant leur classification. Les régions antérieure et
postérieure de la sagitta (oblique, irréguliere, arrondie...) ainsi que son contour (dentelé,
irrégulier, sinueux, entier, lobé, etc. ; fig. 6C) ont été caractérisé par une série de formes. La
définition de ces patterns de forme a permis de déterminer des especes et de mettre en évidence
des similitudes morphologiques de certains taxons. Par exemple, les Perciformes qui sont
fortement diversifiés, ont néanmoins régulierement une sagitta de forme oblongue ou elliptique,

un contour denté ou crénelé avec un sulcus hétérosulcoide. Chez les Gastérosteiformes, la



forme de la sagitta peut-€tre carrée, rectangulaire ou ovale, le sulcus étant également de forme

hétérosulcoide.

Mode opening

Ostial Caudal Pseudo-ostiocaudal

Pseudo-ostial Para-ostial Ostio-caudal

B archaesulcoid heterosulcoid homosulcoid myctophid incisive

G

C

Entire Lobed

Dentate Sinuate

Figure 6. Illustration et termes (non exhaustifs) employé pour décrire la sagitta et le sulcus acusticus. A : modes

d’ouverture du sulcus (Tuset et al., 2008); B : cinq principaux patterns de forme du sulcus selon Schwarzhans

(2017) ; C : contour de la sagitta (Tuset et al., 2008).

1.4.2 Intérét de I’étude de la sagitta

Le caractere inerte des otolithes fait de ces structures un outil de choix pour I’enregistrement
de I’histoire de vie du poisson mais aussi de certaines caractéristiques environnementales dans
lesquelles il a vécu (Schulz-Mirbach, 2019). Le dépot graduel et journalier de carbonate de
calcium en anneaux concentriques qui forment I’otolithe rend I’estimation de 1’age du poisson
trés précise par dénombrement de ces anneaux. Dans le domaine de la péche et de I’aquaculture,
I’estimation de 1’age constitue un parametre crucial pour le suivi des populations de poissons

en termes de productivité. Le paralléle entre 1’dge, le taux de croissance et la mortalité des
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poissons permet de retracer les caractéristiques de « I’histoire de vie » de populations (Campana
& Thorrold, 2001). L’analyse isotopique de la sagitta permet la reconstitution de
(paléo)environnements. Par exemple, par spectrométrie de masse de rapport isotopique, on a pu
estimer certaines caractéristiques paléoclimatiques d’une partie de I’Holocéne (Amekawa et al.,
2016). Les otolithes sont aussi bioindicateurs de changements environnementaux par le dépot
continu de carbonate de calcium reflétant la disponibilité en ressources alimentaires, donc la
croissance du poisson, et les fluctuations de température (Rossi-Wongtschowski et al., 2014).
En outre, les otolithes ne sont pas ou difficilement dégradés dans I’estomac et 1’analyse du
contenu gastrique de cétacés ou d’oiseaux marins dans le suivi de certaines especes ou lors
d’autopsies peut fournir des informations sur les lieux de nourrissage et le type d’alimentation
de l’animal (Schulz-Mirbach et al., 2019). Rappelons également que les différences
morphologiques interspécifiques dues a des facteurs génétiques et environnementaux font des
otolithes des outils taxonomiques précis en plus de I’étude des chaines alimentaires (Wright et
al., 2002). L’usage des otolithes s’étend également aux domaines de 1’archéologie, la

physiologie, 1’écotoxicologie, la phylogénie, etc. (Schulz-Mirbach et al., 2019).
1.4.3 Ecomorphologie de la sagitta

La forme des otolithes serait le résultat d’une influence a la fois génétique et
environnementale (Lombarte & Lleonart, 1993, Vignon & Morat, 2010). D’autres études
suggerent que les parametres environnementaux tels que la profondeur, la température, la
disponibilit¢ en nourriture et les propriétés physico-chimiques de 1’eau influencent la
morphologie des otolithes et expliqueraient la diversit¢é de forme observée entre populations
d’une méme espece (Bose et al., 2020). Par exemple, les especes de poissons antarctiques
pélagiques ont une petite sagitta allongée par rapport aux especes benthiques pour lesquels la
sagitta est grande et discoide ; des sagittae ovales avec un rostre proéminent, des contours
ornementés (festonnés) et la surface du sulcus représentant 10% de la surface totale de 1'otolithe
ont €té associées aux « poissons nageurs » (Volpedo et al., 2008). Assis et al. (2020) ont corrélé
la forme de la sagitta avec le régime alimentaire de poissons tropicaux : les especes piscivores
et omnivores présentent un rostre plus développé et un otolithe allongé, tandis que les individus
carnivores se nourrissant d’invertébrés mobiles ont tendance a avoir une forme de sagitta
arrondie. En ce qui concerne les variations intraspécifiques de la sagitfa, Vignon et Morat
(2010) ont montré que la sagitta de Lutjanus kasmira issus de différentes populations différe

(principalement) au niveau du rostre et de I’anti-rostre d’une population a 1’autre.
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Le lien entre la fonction auditive et, plus généralement la communication acoustique, et
la taille de la sagitta a amplement été étudié. L hypothéese selon laquelle une plus grande taille
d’otolithe améliore les capacités auditives et la communication acoustique pour de nombreuses
especes de poissons est soutenue par plusieurs études (Cruz & Lombarte, 2004 ; Gauldie, 1988 ;
Paxton, 2000). Cruz & Lombarte (2004) ont par exemple montré que les « spécialistes de
I’audition » tels que les Scianidae ou les Hemulidae, développent des sagittae de grande taille,
tandis que les Labridae, dont la communication est plutdt visuelle qu’auditive, ont des sagittae
de petite taille. Cependant, d’apres I’étude de Kéver et al. (2014) sur deux Ophidiiformes, il
n’est pas possible de prédire la taille de la sagitta en considérant uniquement les capacités
auditives des poisson. De plus, Schulz-Mirbach et al. (2010) ont montré des différences de taille
de sagitta de Poecilia mexicana entre des populations de surface et une population de cavernes

sous-marines, sans aucune différence dans les capacités auditives.

L’écomorphologie de la sagitta a été étudiée en comparant des observations sur des
poissons provenant de milieux naturels pour lesquels la contribution de facteurs
environnementaux et génétiques a la variation morphologique de la sagitta sont difficilement

isolés.
1.5 Quantification de la forme de la sagitta et géométrie morphométrique

La morphométrie est la mesure (-metron) de la forme (morpho-), une discipline liée a la

statistique (Mitteroecker & Gunz, 2009).

La plupart des études morphométriques de la sagitta se sont focalisées sur des mesures
dépendantes de la taille et sur des analyses de forme du contour indépendantes de la taille. Les
mesures de la longueur antéro-postérieure, du diametre maximum de Féret, la largeur dorso-
ventrale, la distance de points du contour au centre de gravité, 1’aire de la projection sagitta le
en 2 dimensions (2D) et le périmétre sont les plus fréquemment utilisées (Ponton, 2006).
Beaucoup d’études combinent ces mesures pour obtenir des indices de forme indépendant de la
taille tels que la rondeur, la circularité, la rectangularité, Iellipticité et 1’excentricité (Tuset et
al., 2003). L un des parametres les plus visuellement observables en morphologie est le contour
des formes biologiques (Lestrel, 1997). La méthode de Fourier, dont le principe est de
décomposer le contour d’une forme 2D irréguliére en un set de composants simples (les
harmoniques) a été largement utilisée pour I’analyse de contour de la sagitta en 2D (Ponton,

2006). Parmi les méthodes de décomposition de Fourier, la méthode de fonction elliptique
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(Lestrel, 1997) permet I’utilisation brute des coordonnées de points de contour de 1’objet (Kuhl
& Giardina, 1982). Cependant, sa capacité a localiser et a discriminer les singularités de formes
est discutée. L’analyse par transformation en ondelettes (wavelet) permettant de décomposer
un signal en composantes d'ondes de différentes échelles et fréquences semble pallier ce
probléme. L un des avantages de 1’analyse par transformation en ondelettes est qu’il permet de
travailler avec un nombre réduit de dimensions pour décrire fidélement le contour d’otolithes

sur base d’images par exemple (Parisi-Baradad et al., 2005).

Plus récemment, les études morphologiques utilisent en grande majorité la géométrie
morphométrique, c'est-a-dire [’analyse de coordonnées cartésiennes de points repére
(landmarks) biologiquement définissables (Ponton, 2006 ; Mitteroecker & Gunz, 2009). Ce
type d’analyse repose sur 1’utilisation d’homologies biologiques de structures désignées par des
points identifiables d’un individu a 1’autre (Bookstein, 1992). Additionellement, des
semilandmarks peuvent étre définis pour décrire I’homologie de courbes ou surfaces complexes
en 2D ou 3D (Gunz & Mitteroecker, 2013 ; Mitteroecker & Gunz, 2009 ; Zelditch et al., 2012a ;
Zelditch et al., 2012b). Le placement de semilandmarks est réalis€ manuellement et
I’algorithme permet ensuite le “glissement” de ces points le long des tangentes des courbes ou
surfaces, de facon a minimiser les différences de forme entre les configurations de points et la
forme moyenne des structures échantillonnées tout en rejetant ’espacement arbitraire
(Mitteroecker & Gunz, 2009). La superposition de Procruste - superposition des landmarks des
spécimens d’un échantillon en supprimant tout parametre ne se référant pas a la forme (Rohlf
& Slice, 1990) - est la méthode la plus répandue pour aligner les coordonées (Mitteroecker &
Gunz, 2009). Cet alignement permet d’isoler la variation morphologiques dues a la taille , et

donc la croissance des structures, des variables de forme (Ponton, 2006).

La morphométrie géométrique n’utilise que peu de points en comparaison avec d’autres
techniques (analyse du contour) mais elle s’avére étre performante pour I’identification
d’especes de téléostéens sur base de la sagitta et caractériser sa diversité morphologique (Tuset
et al., 2016). De plus, les grilles de déformations obtenues par la géométrie morphométrique
offrent une visualisation aisée des différences de formes entre spécimens (Tuset et al., 2016).
Lorsque I’on combine la quantification du contour de la sagitta a celle du sulcus, la capacité de
distinguer la variabilité interspécifique au sein d’un ensemble de poissons est améliorée (Tuset
et al., 2016). Si la géométrie morphométrique appliquée a la sagitta est désormais optimisée,

I’identification d’especes est par les wavelet reste une des plus efficaces (Tuset et al., 2021).
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La morphologie connait depuis ces derniéres années un tournant important grace a
I’acquisition de données en trois dimensions (3D) par des outils d'imagerie a haute résolution,
tels que l'imagerie par micro-tomographie (Goswami et al., 2019). Dans ce contexte, le
développement des techniques de géométrie morphométrique 3D permettant le placement d’un
grand nombre de points a la surface de I’objet est essentiel. Boyer et al (2015) ont notamment
mis au point un algorithme permettant le placement automatique de points, nommés
pseudolandmarks, sur des modeles 3D de structures telles que des os, ces points pouvant étre
analysés avec les méthodes classiques utilisées en morphométrie géométrique. En raison de
'absence de correspondance anatomique claire et du grand nombre de points utilisés dans ce
type d'analyses, ces derniéres sont qualifiées de géométrie morphométrique « sans homologie »
ou «a haute densité » (Cardini, 2020). Afin d’analyser la morphologique de structures
présentant une grande disparité, Fischer et al (2022) a développé une approche pour combiner

les avantages des landmarks, semilandmarks et pseudolandmarks.
1.6 Objectifs

De nombreuses études morphologiques attestent de la diversité de la sagitta a diftérentes
échelles taxonomiques (interspécifique, intraspécifique et populationnel). Si les otolithes
permettent de fournir différents types d’informations sur le poisson et son milieu de vie, les
facteurs déterminant la variation de leur forme restent peu compris et quantifiés. Actuellement,
les études éco-morphologiques ont permis de mettre en évidence que 1I’environnement pouvait
avoir un impact sur la morphologie des otolithes mais elles n’ont pas permis d’en déterminer la
fonction ni d’en discerner la causalité propre. Le lien entre la forme de la sagitta et la fagon
dont un poisson manceuvre dans son environnement n’a jamais €té testée empiriquement.
Compte tenu de I’implication des otolithes dans la fonction vestibulaire de 1’oreille interne,
nous émettons I’hypothése qu’un environnement plus ou moins complexe puisse induire des
variations morphologiques de la sagiffa (Schulz-Mirbach et al., 2014, Schulz-Mirbach et al.,
2011). L’objectif de ce mémoire est de quantifier I’impact d’un environnement plus ou moins
complexe sur la morphologie de la sagitta. Il se déroulera en trois grandes étapes : (1) élever
des tilapias du Nil issus de la méme fratrie depuis le stade juvénile pendant 5 mois dans 4
conditions expérimentales de complexité environnementale croissante, (2) vérifier, par des test
auditifs, que, I’environnement n’impacte pas la fonction auditive de ’oreille interne, (3)
quantifier la morphologie de la sagitfa de fagon bi- et tri- dimensionnelle par morphométrie

classique et géométrie morphométrique.
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2. Matériel et méthode

2.1 Elevage et conditions expérimentales

La souche «rouge» de [I’espéce Oreochromis niloticus utilisée pour les
expérimentations provenait de 1’aquaculture suédoise Gf-Hatchery® et Gardsfisk®. 400 males
agés d’un mois issus de la méme fratrie ont ét¢ équitablement répartis dans quatre aquariums
de 250 L (dimensions 50*50*100 cm) différant en complexité environnementale. La
température de 1’eau a été maintenue a 26°C (+/- 1°C), a un pH de 8 et sous une photopériode
de 12h durant les 5 mois d’¢levage. Les aquariums d’élevage faisaient partie d’un systéme d’eau
recirculée et étaient en communication les uns avec les autres, assurant des conditions
physicochimiques identiques au sein de chaque aquarium expérimental. Chaque aquarium était

équipé d’un bulleur a air. Les poissons ont été nourris équitablement ad libitum.

La complexité environnementale est représentée par la disposition dans I’aquarium
d’obstacles qui obligent le poisson a manceuvrer, et donc a développer ses capacités
vestibulaires. Elle a ét¢ matérialisée par différentes densités de chaine en plastique lestées et
suspendues a une grille placée au-dessus de chaque aquarium d’élevage (fig. 7). La densité en
chaines dans chaque aquarium était de 0, 40, 80, 120 chaines/m? (soit 0, 20, 40 et 60
chaines/aquarium), définissant respectivement les conditions expérimentales 0 (CO : pas de

complexité environnementale), 1 (C1), 2 (C2) et 3 (C3 : niveau de complexité le plus élevé).

Figure 7. Conditions d’élevage d’O. niloticus illustrant la complexité environnementale croissante (CO

- C3) représentée par la densité de chaines.
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Apres cinq mois d’¢élevage, 40 poissons par condition expérimentale ont été euthanasiés.
Apres mesure de la Longueur Standard (LS) et de la Longueur de la Téte (LT) (fig. 8), les
poissons ont été fixés pendant 24h dans une solution de formol (7 %), avant d’étre conservés

dans de I’éthanol (70 %).

| Longueur de
téte

| Longueur standard ‘ »l

Figure 8. Schéma montrant les mesures de LS (mesurée de I’avant de la bouche a la base de la nageoire

caudale) et de LT (mesurée de 1’avant de la bouche a I’extrémité caudale de 1’opercule).

La suite des manipulations et les résultats ont été effectués uniquement pour les
individus provenant des conditions expérimentales extrémes (CO et C3), que I’on désignera par

« condition controle » et « condition complexe » dans la suite de ce manuscrit.
2.2 Dissections

Les dissections ont été réalisées sous loupe binoculaire (Leica, Wild M10). La méthode
de dissection, telle qu’employée par Panfili (2002), consistait en une section parall¢le a I’axe
frontal du poisson commengant a 1’arriere des yeux et se terminant a I’extrémité caudale de
I’opercule. Le cerveau a ensuite été retiré ce qui a permis d’atteindre la cavité otique et de
récupérer les sagittae a I’aide de forceps. Chaque otolithe a finalement été lavé a 1’éthanol, rincé

al’eau et séché a I’air.
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2.3 Test des capacités auditives des poissons expérimentaux

2.3.1 Auditory Evoked Potential

Au terme de I’élevage, 20 individus (10 par condition) de taille similaire ont été soumis
a des tests auditifs par la technique de I’ Auditory Evoked Potential (AEP). La technique d’AEP
utilisée repose sur celle développée par Kenyon et al. (1998), et permet de mesurer les capacités
auditives de poissons. Le dispositif expérimental et la méthode (fig. 9) ont été adaptés de ceux
décrits par Parmentier et al. (2009). Le dispositif enregistre des réponses nerveuses auditives
sous forme de signaux électriques suite a 1’exposition du poisson a des stimuli sonores de
fréquences et intensités connues. La transition d’une présence a 1’absence de réponse aux
différents signaux sonores €mis est définie comme le seuil de détection d’un son d’une
fréquence donnée. Cette valeur seuil, apres calibration, est 1’intensité (en décibels) minimale a

laquelle le poisson peut entendre une fréquence donnée.

Chaque poisson était immobilisé grace a un harnais fabriqué au laboratoire permettant
sa respiration normale, et suspendu dans 1’aquarium d’enregistrement. Trois électrodes en acier
inoxydable a placement intradermique ont été utilisées pour enregistrer le signal électrique :
I’¢lectrode d’enregistrement, placée au niveau du neurocrane sur la ligne médiane passant entre
les yeux a proximité de la région otique ; 1’¢lectrode de référence, placée au niveau de la
musculature épaxiale proximale ; 1’¢lectrode de terre, placée au niveau de la musculature
¢paxiale distale. Chaque spécimen était placé 10 cm en dessous de la surface de I’eau dans un
aquarium de 80 L (dimensions 77*31,5%32,5 cm), rempli d’eau a 25°C et équipé d’un bulleur
a air. Un haut-parleur submersible était posé¢ au fond de ’aquarium 20 cm en dessous de
I’individu. Le dispositif était placé dans une chambre anéchoique et les tests ont été réalisés

dans 1’obscurité.
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Boitier d’enregistrement

Tucker-davies technologies

Légende :

fil de I’électrode d’enregistrement chambre anéchoique
= fil de I’électrode de référence

fil de I’électrode de terre

Figure 9. Schéma du montage expérimental de I’AEP, montrant le placement des différents éléments du

dispositif, notamment la position des électrodes (cf. légende du schéma) qui relient le poisson au boitier
d’enregistrement. L’individu est placé 20cm au-dessus du haut-parleur (en bleu au fond de 1’aquarium) et ce
dernier, ainsi que le boitier d’enregistrement sont reliés au dispositif de génération des stimuli et de récupération

des signaux nerveux Tucker-Davies Technologies (TDT) situé¢ en dehors de la chambre anéchoique.

Le dispositif d’AEP Tucker-Davies technologies© (TDT, Alachua, FL, USA) a été
utilisé pour créer les stimuli sonores, les émettre et récupérer les signaux électriques sous forme
de graphiques linéaires. Les logiciels TDT SigGen et BioSig ont été utilisés pour générer des
stimuli sonores a 1’aide d’un processeur RP2.1, un atténuateur programmable PAS pour
contréler I’intensité sonore et un amplificateur de puissance (amplificateur de puissance
professionnel Hafler Trans.Ana P1000 110W, Tempe, AZ, USA). Les stimuli, consistant en des
tonalités pulsées de 50 ms émises 500 fois, ont été émis a partir d’un haut-parleur submersible

UW-30 (Lubell Labs, Columbus, OH, USA).

Avant de tester les poissons issus des bacs expérimentaux, un audiogramme a été dressé
a partir de 5 individus Oreochromis niloticus (LS comprise entre 8,3 et 9,4 cm) de manicre a
déterminer les fréquences auxquelles les poissons sont les plus sensibles. Pour valider la
fiabilité du dispositif, un Synodontis (LS = 16.3 cm ; Mochokidae, Siluriformes) possédant une
connexion otophysique (appareil de Weber) lui conférant une sensibilité acoustique élevée
(Lechner et al., 2010 ; Schulz-Mirbach et al., 2012), a été soumis a un AEP aux mémes
fréquences que celles présentées pour établir I’audiogramme d’ Oreochromis niloticus (section
« 3. Résultats » fig. 13). Ce travail préliminaire a permis de mettre en évidence les fréquences
auxquelles le tilapia du Nil était le plus sensible. Les fréquences de 300, 400, 500, 600 Hz ont
¢été sélectionnées pour comparer les capacités auditives des poissons entre les conditions tout
en limitant le temps passé par 1’animal dans le dispositif expérimental. Pour chacune des
fréquences testées, des atténuations du niveau sonore allant jusqu’a 60 dB ont été appliquées

par palier de 6.
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Une calibration des stimuli acoustiques consistant au placement d’un hydrophone
(modeéle Reson, Goleta, CA, USA ; sensibilité : —163,9 dB re 1VuPa! ; bande passante : 1 Hz
—170 kHz ) connecté au RP2.1 a la place du poisson, dans le dispositif expérimental, a été
effectuée chaque jour de test. Cette partie sert a déterminer le niveau dB réellement pergu par
le poisson lors de I’émission des stimuli. Les niveaux sonores des valeurs d’atténuation
obtenues pendant la phase de test ont été mesurés avec BioSig. Une valeur en Volt est obtenue
pour chaque fréquence lors de la calibration et cette valeur est convertie en décibels selon la

formule suivante :
163.9 + 20 * log(valeur en Volt) = valeur en Décibels.
2.3.2 Bruit ambiant dans les aquariums expérimentaux

Le bruit ambiant dans I’habitat de téléostéens a une influence sur leurs capacités
auditives et peut occasionner des adaptations transitoires (ou des dégats irréversibles) au bruit
chez certaines espéces (Smith et al., 2004 ; Amoser & Ladich, 2005 ; Ladich, 2014). Vu ces
effets potentiels, le bruit ambiant a été mesuré dans les conditions d’élevages. Un enregistreur
sonore calibré (TASCAM® DR-05X ; TEAC, Wiesbaden, Germany ; 44.1 kHz sampling rate)
était relié a un hydrophone (cf. description ci-dessus) placé au milieu de I’aquarium, +15c¢m en
dessous de la surface de I’eau, pour une durée d’enregistrement de 10s. La bande son a ensuite
été ouverte dans le logiciel AVISOFT® (version 5.3.2-25) et le logiciel a été calibré. Un spectre
de puissance a été obtenu aprés application d’une transformation de Fourier sur la bande son,
ce qui a permis I’obtention des valeurs de décibels aux fréquences 150, 200, 300, 400, 500, 600,
800, 900, 1200 et 1500 Hz (fréquences de 1’audiogramme complet d’O. niloticus).

2.4 Mesures linéaires 2D et indices de forme

Des mesures ont été faites sur base de photographies d’otolithes gauches en vue mésiale
réalisées par microscopie numérique avec le microscope optique a haute résolution Keyence
(VHX-7000). Les mesures ont été directement faites avec le logiciel du VHX-7000. Les
périmetres et surfaces totales de chaque otolithe, ainsi que les diametres de Féret horizontal
(longueur) et vertical (largeur) ont été réalisés par détection automatique. Le diamétre de Féret
est calculé en placant un rectangle autour de 1'objet de maniére & minimiser la distance entre les
cotés du rectangle et les bords de 'objet : les mesures de longueur et de largeur du rectangle
sont les diameétres de Féret horizontal et vertical respectivement (He et al., 2018). Le périmetre

et la surface du sulcus acusticus ont été réalisés manuellement. Les mesures de profondeur et
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largeur de sulcus ont été réalisées au niveau de trois segments transversaux passant par des

landmarks définis pour la quantification 3D (fig. 10). Chaque mesure « manuelle » a été répétée

trois fois et une moyenne a été réalisée.

Légende

AO = Aire de I’Otolithe :

PO = Périmétre de 1’Otolithe

AS = Aire du Sulcus

PS = Périmetre du Sulcus —mmmm—

LSs17 = Largeur du Sulcus au segment 17 (landmark 17)
LS5 = Largeur du Sulcus au segment 15 (landmark 15)
LSss = Largeur du Sulcus au segment 5 (landmark 5)
DFH = Diametre de Féret Horizontal = longueur otolithe
DFV = Diameétre de Féret Vertical = largeur otolithe

@ = position des 3 landmarks par lesquels passent les 3
segments (cf. fig. 11)

DFH

Add

0,5 mm
—_— v

F igure 10. Vue mésiale d’une sagitta gauche montrant I’ensemble des mesures effectuées en 2D : AO, PO, AS,

PS, LSq17, LSs15, LSss, DFH et DFV. DFH et DFV sont la longueur et largeur maximums de la sagitta (He et al.,

2018). Les LS désignent les mesures de largeur du sulcus aux trois segments ; la Profondeur du Sulcus (PrS) a

également été mesurée au niveau de ces trois segments. Les segments passent par 3 landmarks décrits a la figure

10.

Les indices de formes sont amplement utilisés pour caractériser la forme de la sagitta

(Ponton, 2006 ; Tuset et al., 2003 ; Zorica et al., 2010 ; Bani et al., 2013). Six indices de formes

ont ¢t¢ calculés dans le cadre de cette étude (tab. 1 ; Lombarte, 1992 ; Caias et al., 2012 ;

Ponton, 2006 ; Schulz-Mirbach et al., 2011).

Tableau 1. Indices de formes calculés et leur abréviation.

Paramétre Formule Abréviation Information
mesuré morphologique
Surface Aire du Sulcus AS/AOQ Surface sensorielle relative

sensorielle Aire de l'Otolithe

Circularité Périmeétre de l'Otolithe P02/A0 Forme de la sagitta par

Aire de l'Otolithe rapport a un cercle parfait
Rapport Diameétre de Féret horizontal RA Tendance circulaire ou
d'Aspect Diametre de Féret vertical allongée
LS/PrS sis
Encaissement Largeur du sulcus LS/PrS s17 Forme d';?lgjsec'don du
du sulcus Profondeur du sulcus LS/PrS s
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2.5 Géométrie morphométrique 3D

2.5.1 Acquisition des scans et modélisation

Chaque co6té gauche d’une paire de sagitta a été scanné par micro-tomographie a rayons
X a I’aide d’un scanner Skyscan1172 dont la caméra était une SHT 11mp. Les 78 sagittae ont
¢été fixées sur leur face médiale (sulcus vers le haut, quatre sagittae par support), avant d’étre
placées dans le scanner. La résolution de la caméra était de 8,99 um et la source de voltage a
rayons X était de 100 kV pour une source de courant de 100 pA. Le spectre des rayons X a été
filtré par un filtre en aluminium d'épaisseur 0,5 mm. Des images de projection couvrant une
rotation de 180° ou 360° de 1'échantillon ont été acquises par pas angulaires de 0,6°. Les sagittae
ont ensuite été modélisées en 3D sur le logiciel AMIRA (version 2021.2) : les images du scan
sont combinées en volume 3D et la segmentation s’est faite par détection semi-automatique de
seuil. Apres cette étape semi-automatique, chaque segmentation d’otolithe a été vérifiée image

par image et corrigée si nécessaire a 1’aide de 1’outil « pinceau » pour affiner la modélisation.

Apres chaque modélisation, le Volume des Otolithes (VO) a été récupéré depuis une

mesure automatique de 1’otolithe modélisée.
2.5.2 Géométrie morphométrique
a) Méthode classique

25 landmarks dont 7 semilandmarks ont été placés via le logiciel 3DSlicer (version 5.2.2) en
adaptant la méthode décrite par Tuset et al. (2016) (fig. 11). Le contour des sagittae a été décrit
par 8 landmarks de type II (points homologues d’aprés Bookstein, 1992) et 4 semilandmarks
10 landmarks de type 11 et 3 semilandmarks ont permis de décrire le contour du sulcus acusticus
(Bookstein, 1992). Deux points supplémentaires (exclus des analyses de forme) ont été placés

au milieu des face mésiale et médiale, afin de mesurer 1’épaisseur de chaque sagitza.

12 sagittae gauches altérées durant la préparation au scanner n’ont pas été analysées.
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Coté dorsal

@ Landmarks de contour

@® Landmarks du sulcus

yemilandmarks

Coté ventral

Figure 11. Modele de sagitta gauche importée dans 3DSlicer montrant les 25 landmarks ; la position du point
26 (le 27 se situe en face sur la face médiale) est celle ou I’épaisseur des sagittae a été mesurée. Les landmarks 1
a 12 décrivent le contour de la sagitta et les landmarks 13 a 25 le contour du sulcus acusticus. Contour de la
sagitta. 1 : point proéminent du rostre, 2 : projection postérieure de 1 ; 3 : point dorsal le plus élevé, 4 : projection
ventrale de 3 (décalé de la ligne de projection pour éviter que 4 ne soit situé dans un creux) ; 5 : intersection de
I’ouverture ostiale et de la crista supérieure, 6 : projection postérieure de 5, 7 : projection ventrale de 5, et 8 :
projection postérieure de 7. 9, 10, 11 et 12 : semilandmarks. Contour du sulcus. 13 : intersection de I’ouverture
ostiale et de la crista inférieure ; 14 et 24 : changements de courbure de la crista au niveau ostial ; 15, 16, 22 et
23 : position, taille et symétrie de la constriction entre I’ostium et la cauda ; 17 et 21 : changements de courbure
de la crista au niveau caudal ; 19 : point le plus distal de la cauda ; 18, 20 et 25 : semilandmarks (Tuset et al.,
2015).

b) Patching de haute densité de semilandmarks de surface

Cette partie des analyses repose sur 1’utilisation d’un mod¢le sur lequel de nombreux
points de surface sont échantillonnés automatiquement (pseudolandmarks), ces points étant
ensuite seulement projetés (semilandmarks) sur chacun des spécimens, d’aprés le protocole de
Fischer et al. (2022) (fig. 12). Le modele (« template ») consiste soit en un objet 3D de forme
simple représentant la structure étudiée (un ellipsoide par exemple), soit un des individus de

forme moyenne du jeu de données ou un individu non présent dans le jeu de données (Bardua
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et al., 2019). D’apres Souter et al. (2010), dans les jeux de données pour lesquels les variations
morphologiques sont relativement faibles entre individus, I’utilisation d’un template plus
complexe qu’une forme géométrique simplifiée est appropriée. Nous avons donc choisi
I’individu dont la forme est la plus proche de celle de la forme moyenne de 1’échantillon,
déterminé par la fonction « findMeanSpec » du package geomorph. La fonction « createAtlas »
du package Morpho a permis d’enregistrer ce template avec ses 25 landmarks et semilandmarks
ainsi que 500 pseudolandmarks échantillonnés automatiquement et aléatoirement a la surface
du template, nommé « Atlas ». A partir de cet atlas, les pseudolandmarks sont projetés comme
semilandmarks de surface sur chaque modele 3D des 78 sagittae par la fonction « placePatch »

du package Morpho. Toutes cette partie a été effectuée avec le logiciel R (version 4.3.0).

4 N

W

\ Génération de pseudolandmarks
N\

« Patching »

Figure 12. Séquences d’opérations consécutives pour appliquer la géométrie morphométrique a haute densité
de semilandmarks aux otolithes. (1) 25 landmarks et semilandmarks (points en rose foncé) sont placés
manuellement (méthode « classique »); (2) Echantillonnage automatique de pseudolandmarks sur la surface du
template et création de ’atlas; (3) patching : projection de pseudolandmarks du template sur les modeles 3D des

78 sagittae permettant d’obtenir les coordonnées des semilandmarks de fagon automatique. Schéma inspiré de

Fischer et al. (2022).
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2.6 Traitement des données et analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 4.3.0) et traitées

dans I’interface Rstudio.
2.6.1 Auditory Evoked Potential

Pour chacune des fréquences testées, la corrélation entre la LS et les capacités auditives

mesurées a été testées avec un test de corrélation de Pearson.

La normalité des mesures et I’homogénéité des variances entre les conditions CO et C3
¢tant respectées, des tests de Student ont été effectués pour comparer les moyennes de chaque

valeur seuil d’AEP en fonction de la condition pour chaque fréquence donnée.
2.6.2 Analyses des mesures linéaires

La morphométrie des otolithes est souvent fortement liée a la taille des poissons
(Lombarte & Lleonart, 1993 ; Bwanika et al., 2007), la LT donc a été intégrées aux analyses
des mesures linéaires. La LT a été favorisée dans les modeles parce que la téte représente mieux
le systéme sensoriel et son intégration fonctionnelle ; cette affirmation est soutenue par des
modeles expliquant davantage de variance (R? supérieur) en utilisant LT (plutdt que LS) comme
variable de taille. La normalité des valeurs de LT n’étant pas respectée, un test de Wilcoxon a
été utilisé pour déterminer s’il existait une différence de moyenne de LT entre les conditions

expérimentales.

Afin de vérifier I’effet des variables indépendantes (1) LT et (2) complexité de
I’environnement dans lequel a été élevé I’individu, des régressions ont €té effectuées pour
chaque mesure linéaire, le volume et pour chaque indice a I’aide de la fonction « Im » (package
« stats »). Les mod¢les linéaires ont été construits selon I’équation Y ~ X1 + X2, : Y (variable
dépendante) représentait une mesure/indice ; X; et Xo (variables explicatives) représentaient les
variables (1) et (2) mentionnées ci-dessus. En plus de ces modéles incluant deux variables
explicatives, des modeles linéaires n’incluant que la variable explicative LT ont été réalisés (Y
~ X1 ; X1 =LT) pour récupérer la variabilité résiduelle (soustraction de I’effet de la taille). Les
résidus de la LT ont été utilisés pour calculer les tailles d’effet des mesures linéaires
significativement affectées par la condition expérimentale et utilisés pour effectuer des

graphiques de densité d’autre part.
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La taille d’effet est fréquemment considérée comme le résultat principal d’un test
statistique, puisqu’elle est indépendante de la taille de 1’échantillon, contrairement a la p-valeur
(Sullivan & Feinn, 2012 ; Lee, 2016). La fonction « Im » ne fournit pas cette valeur bien qu’elle
fournisse une t-valeur qui y est associée. La taille d’effet de la condition expérimentale pour les
différentes mesures linéaires a été calculée par le coefficient d de Cohen (Cohen, 1962) selon

la formule :

d = Ma—Mb,
o

ou Ma et Mb sont les moyennes de la variable étudiée pour la condition CO et C3,

respectivement, et o est 1’écart-type pour 1’ensemble des valeurs de la mesure, toutes conditions

confondues (les moyennes et écart-type ont été divisés par la taille des poissons pour supprimer

ce facteur de variation des calculs). Le coefficient d peut étre petit (d=0,2), moyen (d=0,5) ou

grand (d=0,8) (Sullivan & Feinn, 2012). La valeur du coefficient donne donc une idée directe

de I’ampleur de la taille d’effet.
2.6.3 Analyses des données 3D

Toutes les analyses 3D se sont faites avec le package geomorph (Adams et al., 2023 ;
Bakenetal., 2021 ;). Les mémes analyses ont été effectuées pour la géométrie morphométrique
classique et avec haute densité de semilandamrks de surface afin de comparer la sensibilité de

quantification de variations morphologiques des deux méthodes.

Apres importation dans R, les coordonnées des 25 (classique) et 525 (haute densité de
semilandmarks de surface) ont été alignées grace a une analyse Procruste généralisée
(Generalized Procrustes Analysis : GPA) effectuée par la fonction « gpagen » du package
geomorph. La GPA se déroule en 3 étapes : (1) translation des coordonnées afin de les centrer
sur une origine commune, (2) mise a I’échelle des configurations de points repere pour que leur
taille centroide corresponde et (3) rotation des coordonnées afin de minimiser la distance
Euclidienne entre les points (Mitteroecker & Gunz, 2009). Cette premiere étape permet de
supprimer toute variation qui ne serait pas due uniquement a la forme des sagittae et de ne
conserver que les coordonnées Procruste des points (variables de formes) et la taille centroide

(Kendall, 1984).

Les variables de forme issues de la GPA ont été soumises a une Analyse en
Composantes Principales (ACP) (fonction « gm.princomp » du package geomorph) pour
représenter les axes majeurs de variations de forme des sagittae et pour construire le morpho-
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espace (Composantes Principales 1 et 2, CP 1 et 2). Afin de visualiser et caractériser au mieux
ces variations de formes, des sagitta 3D ont été extrapolées aux extrémités du morpho-espace.
Pour ce faire, une sagitta 3D de forme moyenne a été produite par la fonction « warpRefMesh »
du package geomorph a partir du modele 3D de I’individu le plus proche de la forme moyenne
et des coordonnées de Procrustes moyennes. Ce modele moyen a ensuite été projeté
(déformation thin-plate spline) sur les valeurs minimales et maximales de CP 1 et 2 grace a la

fonction « PlotRefToTarget » du package geomorph.

Les variables de forme ont ensuite ét¢ soumises a une ANOVA de Procruste (fonction
« ProcD.Im ») afin de vérifier ’effet des conditions expérimentales sur la forme moyenne des
otolithes. De plus, la diversité morphologique des sagittae issue de chaque condition
expérimentale a été calculée (variance de Procruste) et comparée avec la fonction

« morphol.disparity ».
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3. Résultats

3.1 Test des capacités auditives des poissons expérimentaux

L’audiogramme d’O. niloticus a mis en évidence que la sensibilité auditive chez cette
espece est plus importante entre 300 et 500 Hz, avec un optimum a 400 Hz ou le seuil d’intensité
sonore est de 137,8 dB ; la sensibilité auditive est minimale a la fréquence 200 Hz avec un seuil
de 163,3 dB (fig. 13). L’audiogramme de Synodontis montre des capacités auditives meilleures
que celles d’O. niloticus pour toutes les fréquences testées sauf pour 150 Hz. La valeur
minimale seuil d’intensité sonore pour le Synodontis est de 94 dB pour les fréquences de S00Hz

et 1200 Hz (fig. 13).

Synodontis sp. == 0. niloticus @~

160
150

140

130

120

110

Niveau de pression sonore (dB re 1 pPa)

100

94
400 800 1200

Fréquence (Hz)

Figure 13. Audiogrammes d’O. niloticus (n = 5) et Synodontis sp. (n = 1) montrant le seuil minimum en décibels
(dB re 1 pPa, moyenne =+ écart type) nécessaire pour induire une réponse auditive a des fréquences (Hz) allant de

150 a 1500 Hz.

[In’y avait aucune corrélation entre la LS des 20 individus testés et leurs seuil d’audition
aux fréquences 300, 400, 500, et 600 Hz (p-valeur > 0,05). Les capacités auditives des poissons
de la condition contrdle (CO0) étaient similaires a celles des poissons de la condition complexe

(C3) pour les quatre fréquences testées (p > 0,05) (fig. 14 & tab. 2).
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Figure 14. Graphique des AEPs réalisés montrant le seuil minimum en décibels (dB re 1 pPa, moyenne =+ écart

type) nécessaire pour induire une réponse auditive chez O. niloticus en fonction de condition d’élevage contrdle

(n = 10) ou complexe (n = 10) aux quatre fréquences sélectionnées. Les écarts types sont représentés par leurs

maximum et minimum (tirets).

Tableau 2. Valeurs des T-tests comparant les moyennes des seuils minimum de dB des poissons des conditions

CO0 et C3 pour chacune des fréquences testées.

T-valeur P-valeur
300 Hz -1,36 0,19
400 H?, -2,08 0,05
500 Hy, -0,74 0,47
600 Hz -1,29 0,21

Le bruit ambiant des aquariums d’élevage se trouve dans I’intervalle de fréquence

sensible d’O. niloticus. A 400 Hz par exemple, fréquence a laquelle le tilapia du Nil est plus

sensible, le bruit ambiant atteint une valeur maximale de 135,5 dB (fig. 15).
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Figure 15. Bruit ambiant (intensité sonore, dB re 1 pPa) des aquariums d’élevage pour les fréquences (Hz)

testées.

3.2 Analyses des mesures 2D et indices de forme
Aucune différence de LT n’a été détectée entre les deux groupes (p-valeur > 0,05, W =
948), indiquant une homogénéité¢ de croissance des individus dans les différentes conditions

expérimentales.

Les mesures linéaires et le volume sont toutes moyennement a fortement corrélées a la

LT (0,4 < coefficient de corrélation < 0,98).
3.2.1 Tests statistiques sur les mesures linéaires et le volume

Toutes les dimensions mesurées sur les otolithes sont fortement influencées par la LT
du poisson (p-valeur < 0.001) (tab. 3). De plus, la condition expérimentale influence la
longueur, la largeur, le périmétre, 1’aire, le volume des otolithes et les périmétre et aire du sulcus
(p-valeur < 0,05) (tab. 3, valeurs en gras). L’ effet de la condition expérimentale est toujours

moins important que celui de la LT (t-valeuriongueur de 1a tete >> t-vale€Urcondition expérimentate) (tab. 3).

La longueur est la dimension la plus influencée par la condition expérimentale (tab. 3,
valeurs en bleu) et les dimensions longueur, aire et volume des otolithes sont les mesures les
plus influencées par la LT : les t-valeurs des variables explicatives sont plus élevées et

contribuent a une meilleure prédiction du modele. Notons que les dimensions concernant
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I’otolithe entiére sont plus affectées par la condition expérimentale et la LT (R* > 90%) par

rapport a celles concernant le sulcus.

Tableau 3. Mode¢les linéaires réalisés pour chaque variables dépendantes (Y) en fonction de la longueur de la
tete (X1) et de la condition expérimentale (Xz2). Les t-valeurs représentent le degré d’influence des variables
explicatives ; les p-valeurs représentent la significativité statistique des relations observées ; les R? montrent la

qualité de la prédiction du modele.

Y ~ X1 + X2
Longueur de la téte Condition expérimentale ~ R*(%)
T-valeur P-valeur ~ Pente T-valeur P-valeur  Pente
Aire de 'otolithe 35,5 <2*101 485 2,55 1,3*102 0,37 94,3
Périmetre de I'otolithe 26,4 <2*101% 6,37 2,68 9,0*103 0,69 90,0
Largeur de I'otolithe 27,8 <2*101 0,81 2,20 3,1*102 0,07 90,9
Longueur de I'otolithe 44,6 <2*1016 1,27 3,29 1,0*103 0,10 96,3
Aire du sulcus 20,9 <2*101 1,06 2,24 2,8*102 0,12 85,0
Périmetre du sulcus 24,2 <2*101 266 2,06 43%*102 0,24 88,4
Volume de I'otolithe 32,6 <2*101 227 2,20 3,1*102 0,16 93,3
Largeur sulcus s15 4,53 2,2*10-5 0,06 0,78 4,4*101 0,01 19,4
Profondeur sulcus s15 5,14 2,1*106 0,04 -1,36 1,8*101 -0,01 27,2
Largeur sulcus s17 10,8 <2*101 0,15 1,37 1,7*101 0,02 59,7
Profondeur sulcus s17 4,03 1*10+ 0,03 -0,21 83*10t -0,002 16,1
Largeur sulcus ocs 11,2 <2*101 0,20 0,79 4,3*101 0,01 61,8
Profondeur sulcus ocs 5,77 1,7 * 107 0,08 0,45 50*10-1 0,007 29,0
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Figure 16. Modelisation de I’influence des variables longueur, PO, AO et VO en fonction de la LT et de la

condition expérimentale dont I’individu est issu. Les mesures linéaires AS et PS, ainsi que celle de la largeur de
I’otolithe n’ont pas été représentées graphiquement, mais leur allure est semblable a celle des graphiques

représentés (annexe 1).

Les tailles d’effet des variables longueur, largeur de 1’otolithe, PO, AO, VO, AS, PS,
sont représentées par le coefficient d de Cohen (tab. 4). La complexité environnementale a un
effet : moyen sur les variables PO, longueur, largeur et PS (d = 0,5) ; faible sur les variables

AO, AS ; négligeable sur le VO.
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Tableau 4. Coefficients d de Cohen, exprimant la taille d’effet de la condition expérimentale pour les variables :

PO, longueur, largeur et PS (taille d’effet moyenne) ; AO, AS (faible taille d’effet); et VO (taille d’effet

négligeable).
Coefficient d de Cohen

Aire otolithe -0.10
Périmétre otolithe -0,53
Longueur otolithe -0,60
Largeur otolithe -0,55
Aire sulcus -0,33
Périmétre sulcus -0,55
Volume otolithe 0,02

Les graphiques de densité (fig. 17) des dimensions représentées montrent une tendance
des sagittae de la condition complexe a étre plus grandes que celles de la condition controle
pour des poissons de méme taille. La longueur et la largeur, 1’aire et le périmetre des sagittae

de la condition complexe sont supérieurs a ceux de la condition controle.
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Figure 17. Graphique de densité de la LT et de VO, longueur et largeur de 1’otolithe, AO et PO selon la
condition expérimentale. Les mesures divisées par la LT ont été utilisées. Les graphiques de densité des AS et PS

se trouvent en annexe 2.
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3.2.2 Tests statistiques sur les indices de forme

Trois des six indices testés sont influencés significativement par la LT : AS/AO et

LS/PrSs15 diminuent tandis que la circularité augmente significativement avec la LT (fig. 18).

Aucun indice testé n’est influencé par la condition expérimentale (tab. 5).

Tableau 5. Modeles linéaires réalisés pour chaque indice de forme (Y) en fonction de la longueur de la téte

(X1) et de la condition expérimentale (X2).
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Figure 18. Modelisation de I’influence de la LT sur les variables circularité, AS/AO et LS/PrSqs selon la

condition expérimentale dont I’individu est issu. Les graphiques des indices pour lesquels il n’y avait pas d’effet

de la LT sont en annexe 3.
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3.3 Géométrie morphométrique 3D

3.3.1 Epaisseur des sagittae

Aucune différence significative d’épaisseur de la sagitta n’a été détectée entre les deux

conditions expérimentales (t-valeur = -1,75 et p-valeur = 0,08).
3.3.2 Géométrie morphométrique classique
a) Morpho-espace

Le morpho-espace des sagittae est présenté a la figure 19. La Composante Principale
(CP) 1 permet d’expliquer 40,22% de la variabilité et CP2 21,77%. CP 1 a 3 expliquent une

variance cumulée de 60,68% ; 80% de variance cumulée sont atteints a partir de la CPS.

CP1 résume 1’allongement de la sagitta et du rostre avec des otolithes a tendance

fusiforme et une cauda dont la courbure est 1égére pour des valeurs négatives. La surface située

au-dessus et en-dessous du sulcus varie selon 1’axe de la CP1 : elle est d’environ 1/3 au-dessus
et 2/3 en-dessous pour les valeurs minimales de CP1 et de !4 au-dessus et /%2 en-dessous pour

les valeurs maximales de CP1. La courbure caudale est marquée et le contour de la sagitta a

tendance a étre étiré sur sa portion dorso-caudale (selon 1’axe dorso-caudal) pour des valeurs
positives de CP1. CP2 a tendance a séparer les sagittae ayant un contour oblong pour des
valeurs négatives, de sagiftae a tendance ovales pour des valeurs positives. Le contour des
sagittae est étiré dorso-caudalement (similaire a CP1 max) et le rapport de surface au-dessus et
en-dessous du sulcus est de 1/3 et 2/3 pour des valeurs négatives de CP2 ; bien qu’il y ait un
allongement des sagittae, la cauda n’est pas étirée et présente une courbure marquée vers les
valeurs négatives de CP2. Les sagittae sont étirées dorso-rostralement et ventro-caudalement

pour des valeurs positives de CP2, et la cauda présente une courbure légere (d’apres la

nomenclature de Tuset et al., 2008 et Smale et al., 1995).

Les variations morphologiques contenues dans CP1 et CP2 ne permettent pas de
distinguer la forme de la sagitta selon la condition expérimentale (les morpho-espaces de la
CP3-CP1 et CP3-CP2 se trouve en annexe 4) et il en résulte un recouvrement de 1’espace de
forme des sagittae des deux conditions expérimentales. Cependant, les individus de la C3
semblent morphologiquement plus disparates, avec des formes plus extrémes, et englobent
presque entierement I’espace occupé par les individus de la CO. Certains individus de la C3,
comme C3 22, C3 2 et C3_34, par exemple, s’étendent davantage vers les valeurs négatives

de CP1 (fig. 19).
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Figure 19. Morpho-espace des 78 sagittae 3D construits a partir de CP1 et CP2 montrant la condition

environnementale dont I’individu est issu. Les modeles 3D de certains individus extrémes sont présentés avec leur

label.

b) Moyenne et disparité des formes

L’ANOVA de Procruste n’a détecté¢ aucune différence de forme moyenne des sagittae

en fonction des conditions expérimentales (p-valeur > 0,05) (tab. 6) la disparité de forme est

similaire au sein des conditions expérimentales (variance de Procruste CO = 0,009 et variance

de Procruste C3 = 0,013 ; p-valeur > 0,14).

Tableau 6. ANOVA de Procruste effectuées sur 25 points. Equation : Coordonnées de Procruste ~ condition

expérimentale. Ddl = degrés de liberté ; F = statistique de test ; Z = taille d’effet standard ; P = p-valeur.

Ddl R? F Z p

Condition expérimentale | 1 0,011 0,9 0,16 0,42
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3.3.3 Géométrie morphométrique a haute densité de semilandmarks de surface
a) Morpho-espace

Le morpho-espace basé¢ sur la géométrie morphométrique a haute densité de
semilandmarks de surface donne des résultats similaires a ceux de la géométrie morphométrique
classique. La CP1 explique 39,47% de la variance observée, la CP2 en explique 15,74% ; une
variance cumulée de 63,03% est atteinte a la CP3. Les 80% de variance cumulée sont atteints

avec les 7 premiéres CP.
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Figure 20. Morpho-espace des 78 sagittae 3D construits & partir de CP1 et CP2 montrant la condition

environnementale dont I’individu est issu. Les modeles 3D de certains individus extrémes sont présentés avec leur

label.

Les morpho-espaces des sagittae issues des deux conditions expérimentales suivent le
méme pattern que celui des 25 points puisque les informations retenues dans CP1 et CP2 ne
permettent pas de distinguer les sagittae selon la condition expérimentale (fig. 20). Les morpho-

espaces de la CP3 (CP3-CP1 et CP3-CP2) sont en annexe 5.

L’information d’allongement du contour des sagittae est aussi retenue par CP1, bien
que 1’aspect fusiforme des sagittae aux valeurs négatives soit moins prononcé par rapport au
morpho-espace des 25 points (fig. 20). CP2 résume la méme information que celle du morpho-
espace des 25 points mais les valeurs sont opposés : les sagittae de contour fusiforme se

trouvent a des valeurs maximales de CP2 dans le morpho-espace des 525 points ; les surfaces
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sus- et sous-ostiale sont 1/3 et 2/3 respectivement pour CP2 max, ' et %2 pour CP2 min ; la
forme du sulcus suit la méme tendance inverse entre les deux morpho-espaces, avec une

tendance plus marquée de la cauda pour CP2 max et une cauda 1égeérement courbe pour PC2

min. Les individus C3 22 et C3 2, par exemple, se trouvent donc aux valeurs négatives de CP2
(fig. 20) alors qu’ils se trouvent a des valeurs positives dans le morpho-espace des 25 points

(fig. 19).

La variation d’épaisseur et de convexité (concavité¢) de sagittae a été retenue en
géométrie morphométrique de haute densité (fig. 21) principalement sur CP2. En vue rostrale,
notamment, les sagittae sont plus épaisses pour les valeurs maximales de CP2. En vue dorsale,
les sagittae ont tendance a étre plus convexes (ou concaves), avec une courbure plus importante
dans la partie rostrale, pour des valeurs de CP2 max.

CP1 CP2

Vue dorsale | rostrale Vue dorsale | rostrale

)

CP minimale

CP maximale

Figure 21. Otolithes obtenues par déformation thin-plate spline illustrant les valeurs minimales et maximales

de CP 1 et 2 en vue dorsale et rostrale. R : partie rostrale ; C : partie caudale.
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b) Moyenne et disparité des formes

Aucune différence de forme n’a été détectée entre les deux conditions expérimentales

en capturant les surfaces des sagittae (p-valeur > 0,05) (tab. 7).

La disparité morphologique est également équivalente entre les individus issus de la
condition contrdle et ceux issus de la condition complexe (Variance de Procruste CO = 0,007 et

Variance de Procruste C3 = 0,009 ; p-valeur = 0,22).

Tableau 7. ANOVA de Procruste effectuées sur 525 points. Equation : Coordonnées de Procruste ~ condition

expérimentale. Ddl = degrés de liberté ; F = statistique de test ; Z = taille d’effet standard ; P = p-valeur.

‘ Ddl Rsq F Z P
Condition expérimentale ‘ 1 0,0098 0,78 -0,09 0,54
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4. Discussion

4.1 La condition expérimentale influence la taille des sagittae

Dans ce travail, nous avons montré expérimentalement pour la premicre fois que la
complexité structurale de I’environnement pouvait influencer la taille (longueur, largeur,
périmetre, surface et volume) des sagittae sans affecter les capacités auditives des poissons.
Les tilapias du Nil issus de la condition complexe ont développé des sagittae de taille

supérieure, pour une croissance corporelle et des capacités auditives équivalentes.

Comme la forme et les dimensions des sagittae semblent génétiquement déterminées au
niveau de l'espeéce (Moore et al., 2022 ; Vignon & Morat, 2010), il a été supposé que des formes
similaires entre espéces pourraient étre le fruit de convergences évolutives résultant de facteurs
environnementaux (Lombarte et al., 2010 ; Paxton, 2000). Ces variations ont été liées a divers
aspects fonctionnels dans la littérature. Kéver et al. (2014) ont associé une taille de sagitta plus
grande chez Carapus acus et Ophidion rochei a un mode de vie exigeant des mouvements plus
complexes. En effet, ces deux especes sont actives dans des environnements sombres ou les
reperes spatiaux reposeraient davantage sur la fonction vestibulaire que sur les capacités
visuelles. De plus, leurs patterns de mouvements liés au mode de vie, tels que se positionner
verticalement dans 1'eau pour entrer dans un hote (C. acus) ou dans le sable (O. rochei), exigent
une capacité de proprioception adaptée. Les auteurs ont ainsi émis I’hypothese selon laquelle
les contraintes environnementales sont probablement des facteurs contraignants pour la taille
des sagittae de certaines especes de poissons (Kéver et al., 2014). Lychakov et Rebane (2000)
ont démontré que les poissons littoraux ou de fond, caractérisés par une taille de sagitta plus
grande, présentent une sensibilité vestibulaire accrue par rapport aux poissons pélagiques a
sagitta plus petite. Ces résultats soutiennent I’hypothese selon laquelle la taille de la sagitta
fluctue en fonction de I’environnement et de la complexité de pattern des mouvements

nécessaire.

Si les hypotheses évolutives quant a une forme résultant de contraintes similaires
existent, il n’a que trés peu été testé expérimentalement si une forme d’otolithe génétiquement
fixée pouvait montrer, au sein d’'une méme especes, une variabilité suite a des pressions
environnementales. Anken et al. (1998) ont démontré que ’application d’une hypergravité
provoquait une diminution de la taille des otolithes chez Oreochromis mossambicus. Selon les
auteurs, une boucle de rétroaction existerait entre la stimulation du systéme sensoriel et la

régulation de la taille des otolithes : la surstimulation due a I’effet de la gravité aurait entrainé
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le développement de sagittae plus petites chez ces poissons dans le but d’adapter la force
exercée sur les cellules sensorielles de la macula. Les otolithes de taille plus grande, plus lourds,
stimuleraient davantage la macula en fournissant plus d’informations spatiales aux poissons
quand I’environnement et le mode de vie le nécessitent. Nos résultats ont montré qu’au sein
d’'une méme espece, les sagittae de plus grande taille sont associées a la condition
expérimentale ou l'environnement était le plus complexe, démontrant ainsi expérimentalement

’adaptabilité de la structure a I’environnement du poisson.

Bien que notre étude indique que l'environnement d'élevage du poisson influence en
partie la taille des sagittae, ce facteur semble secondaire et s’ajoute a la covariation classique
entre la taille des poissons et celle des sagittae (Gauldie, 1988). En effet, la taille des poissons
reste un meilleur prédicteur de la taille des sagittae dans nos mod¢les linéaires. La croissance
du tilapia du Nil est linéaire durant la premiere année de vie et ralentit vers 1’age de 1,5-2 ans
(Bwanika et al., 2007). Les tilapias utilisés dans cette é¢tude ont été exposés aux conditions
expérimentales entre 1 et 6 mois d'age, soit pendant leur optimum de croissance. Au cours de
cette période, l'influence de la taille des poissons sur les dimensions des sagittae pourrait étre
ajustée en fonction d'autres facteurs explicatifs tels que la condition expérimentale. Comme
démontré dans cette étude, la complexité de I'habitat contribue a la variation de la taille des
sagittae, soulignant I’importance de considérer des facteurs complémentaires dans I'é¢tude de la

morphologie des sagittae.

Le sulcus acusticus est la zone de contact avec la macula dans le sac otolithique
(Dunkelberger et al., 1980; Schulz-Mirbach et al., 2011). S’il est considéré comme 1’empreinte
sensorielle de la macula, de récentes études ont aussi montré que sa forme et taille évoluaient
en parallele de celles de 1’otolithe (Lombarte, 1992 ; Van Damme et al., 2023). Ainsi, si la
surface des sagittae augmente, la surface sensorielle pourrait augmenter également et améliorer
les fonctions de I’oreille interne. Cela pourrait expliquer I’augmentation de taille observée pour

les otolithes de poisons évoluant dans un milieu nécessitant des capacités vestibulaires accrues.
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4.2 La condition expérimentale n’influence pas la forme des sagittae

Les variations interspécifiques de la forme de la sagitta, en lien avec I’environnement,
ont été¢ mises en évidence dans la littérature. Nolf (1993) a observé que les sagittae du Latidae
Luciolates stappersi s’¢éloignaient de leur forme ancestrale en s’adaptant rapidement a un mode
de vie épipélagique et convergeaient vers une forme allongée, de petite taille, avec un rostre
proéminent et un sulcus incisé caractéristique de celles de poissons épipélagiques comme les
Scombridae ou les Carangidae. Des variations populationnelles de forme des sagittae, soulevant
davantage I’impact de I’environnement sur la forme, ont également été documentées. Des
especes et des populations du genre Pagellus, occupant des habitats différents, peuvent se
distinguer par la forme de leurs sagittae, mais le/les facteurs (température, habitat, génotype,
salinité, alimentation, etc.) a I’origine des modifications morphologiques n’ont pas été identifiés
(D’Iglio et al., 2021). De méme, Bose et al., (2020) ont mis en évidence des différences dans la
forme des sagittae de deux populations d’une méme espece de poisson vivant dans des
environnements différents, sans que ces différences n’aient pu étre reliées a un facteur
particulier de I’habitat. Schulz-Mirbach et al. (2010) ont également montré que le sulcus des
sagittae de Poecilia mexicana différe selon que les poissons proviennent de cavernes ou
d’habitats de surface. Les capacités auditives des poissons des deux populations étant similaires,
on peut supposer que les modifications impactent la fonction vestibulaire de I’oreille interne. A
la différence de ces études, nous avons exclu l'influence génétique en utilisant des poissons
issus de la méme fratrie et nous avons efficacement isol¢ la complexité structurale comme
unique facteur environnemental. Si la géométrie morphométrique nous a permis de caractériser
des variations de forme, notamment dans I’allongement de la sagitta (et du rostre) et dans la
courbure de la cauda, ces variations de forme n’ont pas pu étre attribuées aux conditions
d’¢levage. D’autre part, la morphométrie classique et les indices de formes confirment ce
résultat. Nous émettons plusieurs hypotheéses pouvant expliquer cela. La premiere est que la
complexité environnementale n’aurait pas d’effet sur la forme des sagittae. Cette influence de
I’environnement impactant uniquement la taille rejoint les hypothéses d’une régulation
génétique de la forme d’une part, et environnementale de la taille d’autre part, proposée par
Lombarte et Lleonard (1992). Il est également probable que les modifications documentées,
tant intra- que interspécifiques, résultent d'influences multifactorielles, rendant ainsi difficile la
détection de variations morphologiques fines par un facteur seul. En complément de ces deux
hypotheses, il est également envisageable que, bien que la forme des sagittae puisse présenter

une certaine plasticité phénotypique en réponse aux conditions environnementales, elle soit
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principalement déterminée par des facteurs génétiques. Cette prédominance génétique
masquerait les variations de forme des sagittae chez des individus génétiquement similaires,

comme c'est le cas pour les tilapias du Nil de notre ¢levage.

Notons que bien que la disparité morphologique soit statistiquement équivalente entre
les conditions expérimentales, certains individus de la condition complexe ont tendance a se
distinguer davantage dans les morpho-espaces des sagittae (plus d’individus marginaux de la

condition complexe) que les individus de la condition controle.

4.3 Les capacités auditives des tilapias sont similaires entre les conditions

expérimentales

Les modifications de taille des sagittae et la complexité environnementale n’ont pas
impacté la capacité auditive des tilapias. L’audiogramme d’O. niloticus issu de nos conditions
expérimentales est similaire a celui établit par Smith et al. (2004). En revanche, les valeurs seuil
de nos poissons sont 40 a 50 dB supérieures (Smith et al., 2004). Ces faibles capacités auditives
ont pu étre causées par le bruit ambiant des conditions d’¢élevage, compris entre 100 et 135 dB
(fig. 14), ce qui est 30 dB supérieur a la gamme de bruit ambiant enregistrée dans un habitat
naturel « bruyant » comme le fleuve du Danube par exemple (Amoser & Ladich, 2005). Smith
et al. (2004) ont observé une €lévation des seuils de pression sonore en réponse au stress auditif
induit chez certaines espéces de poissons dotées de spécifications acoustiques. Cela réduirait
leur sensibilité au bruit en présence d'un environnement sonore intense. Pour O. niloticus, ce
shift des capacités auditives n’a pas été détecté pour une période de 28 jours. Dans nos
conditions d'élevage, 1’exposition au bruit ambiant a duré quatre mois. Cette exposition
prolongée a augmenter le seuil de sensibilité auditive des tilapias issus de notre dispositif
expérimental. Il reste cependant a préciser que I’AEP a démontreé ses limites par le passé et cela
rend les comparaisons avec les résultats obtenus au sein d’autres laboratoires, n’utilisant pas
nécessairement le méme protocole expérimental, difficiles (Ladich & Wysocki, 2009). Ainsi
des spécimens de Cyprinus carpio, testés dans des conditions quelque peu différentes, peuvent
étre sensibles aux mémes gammes de fréquences sans pour autant montrer la méme sensibilité

a I’amplitude des sons (Ladich & Wysocki, 2009).
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4.4 Croissance et allométrie des sagittae

La taille du poisson, plus particuliérement de sa téte, reste la variable contribuant le plus
a la variation de forme et de taille des sagittae. Cette relation linéaire entre la taille de la sagitta
et la taille des poissons a été largement documentée dans la littérature (ex. Gauldie 1988) et
¢galement chez O. niloticus (Abouelfadl et al., 2020). En revanche, cette étude est ’'une des
premicre a mettre en évidence une relation linéaire entre la taille du poisson et le périmétre,
I’aire et le volume des sagittae. La croissance de la sagitta se ferait davantage selon 1’axe
antéro-postérieur (Morales-Nin et al., 2005 ; Wei & Zhu, 2022), ce qui explique que nous ayons

observé que la longueur de 1’otolithe soit la dimension la plus fortement corrélée a la LT.

Les indices AS/AOQ, la circularité et LS/PrSs1s présentent une relation allométrique avec
la LT. Cette relation est tres 1égérement négative pour les indices AS/AO et LS/PrSqis et positive
pour la circularité¢ de I’otolithe. Dans la littérature, la relation entre AS/AO et la taille des
poissons présente des patterns contrastés entre différentes familles de téléostéens. Lombarte
(1992) a mis en évidence une allométrie positive entre la taille des deux especes de Merluccius
et le rapport AS/AO. Cette relation positive a également été retrouvé chez Pomatoschistus
(Arellano et al., 1995). Chez Hoplosthetus atlanticus, par contre, ce ratio est isométrique avec
la taille des poissons (Gauldie, 1988). En ce qui concerne la circularité, son augmentation chez
les plus grands individus de Serranus atricauda a été interprété comme une plus grande
irrégularité de contour des sagittae (Tuset et al., 2003). L’indice de rondeur pourrait confirmer
cette hypothese d'irrégularité du contour des sagittae observé dans le cadre de cette étude (Tuset
et al., 2003). Toutefois, le contour des sagittae du tilapia du Nil semble visuellement plus lobé
chez les individus de plus grande taille (annexe 6). L’allométrie négative de I’indice LS/PrSqi5s
indique que le sulcus se creuse plus qu’il ne s’¢largit avec la croissance, au niveau de la partie
postérieure de [’ostium, et que 1’ostium serait la partie du sulcus la plus impactée par la
croissance corporelle des individus. Une plus grande profondeur de sulcus et une membrane
otolithique potentiellement plus épaisse pourraient amener une plus grande complexité
d’orientation (3D) des cellules sensorielles de la macula et plus de possibilité d’interactions
entre la macula et I’otolithe (Mirbach and Plath, 2011). D’Iglio et al. (2021) ont également
discuté du lien possible entre la plus grande profondeur du sulcus acusticus et le fait de vivre a
des niveaux d’eau plus profonds ou a la recherche de nourriture en modifiant les interactions
entre les otolithes et leur épithélium sensoriel. Si la forme du sulcus a été étudiée de maniere
variée (Torres, 2000 ; Chollet-Villalpando & De Luna, 2020 ; Reichenbacher et al. 2023), un

tel indice de forme intégrant la profondeur du sulcus n’a jamais été effectué.
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4.5 Méthodes de quantification de la sagitta

Nous avons analysé les sagittae du tilapia du Nil a l'aide de deux approches : la
morphométrie 2D et la géométrie morphométrique 3D. La géométrie morphométrique a été
utilisée avec succes pour exprimer la diversité des formes des espéces (Tuset et al., 2016 ;
Lombarte et al., 2010). Bien que 1’étude des dimensions de la sagitta permette une distinction
claire entre les poissons pélagiques et benthiques chez les Nototheniidae (Lombarte et al.,
2010), la géométrie morphométrique n’a jamais été utilisée pour associer les formes des sagittae
a un habitat au sein d’une méme espece. Dans notre étude, la morphométrie classique est
efficace pour distinguer les variations de taille, et non de formes (indices), des sagittae en
fonction des différentes conditions expérimentales. La géométrie morphométrique en 3D,
puisqu’elle sépare efficacement les variations de forme et de la taille (taille centroide), donne
les mémes résultats. Si les deux techniques sont sensiblement cohérentes, la géométrie
morphométrique reste la plus efficace pour visualiser les variations morphologiques principales
des sagittae tout en retirant 1’effet de la taille (Zelditch et al., 2004). La géométrie
morphométrique 3D a elle-méme été appliquée avec deux sous-méthodes : la géométrie
morphométrique classique se focalisant davantage sur un nombre restreint de points décrivant
des structures anatomiques particulieres et la géométrie morphométrique a haute densité de
semilandmarks permettant de caractériser 1’ensemble de la surface 3D de sagittae. Ces deux
approches ont montré des résultats similaires : les sagittae de tilapias issus d’environnements
de complexité structurale différentes ne présentent aucune différence de forme moyenne ni de
diversité de forme. L’identification de quelques points homologues semble aussi efficace que
la quantification morphologique de toute leur surface pour capturer la variation morphologique
des sagittae. La quantification proposée par Tuset et al. (2016) en 2D semble robuste en 3D et
représentative de la variation globale de la sagitta. Si 1’étude des contours des sagittae et du
sulcus par la géométrie morphométrique classique sont suffisants pour permettre la distinction
des especes de téléostéens (Ponton, 2006 ; Tuset et al., 2016), on peut supposer qu’elle soit
également suffisamment puissante pour quantifier les variations de forme de sagittae
caractéristiques de certains facteurs environnementaux méme si les modifications sont
marginales. L utilisation de la géométrie morphométrique de haute densité, en revanche, reste
utile pour quantifier des variations morphologiques marginales d’intérét, particuliérement pour

des structures présentant peu d’homologies (Fisher et al., 2022).
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5. Conclusion

Nous présentons la premiere étude qui teste expérimentalement I’influence de
conditions environnementale de complexité différente sur les caractéristiques morphologiques
d’otolithes (sagittae) d’une espece de poisson. Cela a permis de démontrer qu’il était possible
d’induire une modification de la taille (largeur, longueur, périmétre, aire, volume) des sagittae
d’une méme espece de téléostéen en faisant varier la complexité structurale de I’environnement
dans lequel les poissons évoluent. En revanche, que ce soit par morphométrie classique,
géométrie morphométrique classique ou en appliquant une grande densité de semilandmarks,
aucun groupe morphologique ne se distingue en fonction de la complexité de I’environnement
d’élevage. L’augmentation de la taille des sagittae sans modification des capacités auditives
témoigne probablement d’une adaptation fonctionnelle au mouvement plus complexe induite
par la présence d’obstacles — fonction vestibulaire de 1’oreille interne. Ainsi, nous avons pu
isoler pour la premiére fois un facteur environnemental 1ié¢ a la fonction vestibulaire (autre que

la gravité) capable de modifier la sagitta.
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Annexe 1. Graphiques des régression linéaires des variables AS et PS en fonction de la LT.
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Annexe 2. Graphiques de densité montrant la répartition des valeurs pour les variables AS et PS

selon la condition expérimentale.
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Annexe 3. Graphiques des régression linéaires des indices de forme RA,
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Annexe 4. Géométrie morphometrique classique

Morpho-espace des 78 sagittae 3D construits a partir de CP1 et CP3 montrant la condition environnementale
dont I’individu est issu.
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Morpho-espace des 78 sagittae 3D construits a partir de CP2 et CP3 montrant la condition environnementale
dont I’individu est issu.
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Annexe 5. Géométrie morphometrique de haute densité

Morpho-espace des 78 sagittae 3D construits a partir de CP1 et CP3 montrant la condition environnementale

dont I’individu est issu.
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Annexe 6. Photographies de sagittae provenant d’individus de grande taille (gauche) et de petite
taille (droite) pour illustrer la présence d’irrégularité de contour présente globalement pour les plus
grandes sagittae.
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