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Liste des abréviations

A = adénine (nucléotide)

AHabituation = apprentissage lors du test d’habituation

AspatiaiChoiz = apprentissage spatial se basant sur le choix de la chambre
AspatialTemps = apprentissage spatial se basant sur les pentes de temps passé dans chaque chambre
ACP = analyse en composantes principales

ADN = acide désoxyribonucléique (=DNA)

ARN = acide ribonucléique (=RNA)

ARNm = ARN messager

Bdnf = brain derived neurotrophic factor (gene)

Bla]P = Benzo[a]pyréne

BPS = bisphénol S (perturbateur endocrinien)

C = cytosine (nucléotide)

cAMP = adénosine monophosphate cyclique

Cbp = CREB binding protein (geéne)

Cfp1 = CXXC finger protein 1 (gene)

CpG = cytosine-phosphate-guanine

Crebl = cAMP responsive element binding protein (gene)

Crh = corticotropin releasing hormone (geéne)

DNMT = DNA méthyltransférase (famille d’enzymes impliquées dans 1’épigénétique)
Dph = days post-hatching (nombre de jours apres éclosion)

Egr1 = early growth response 1 (geéne)

Erk = extracellular-signal regulated kinase (gene)

G = guanine (nucléotide)

Gabrb?2 = gamma-aminobutyric acid (GABA) receptor 52 (gene)

Gadd45b = growth arrest and DNA damage-inducible protein 45 (geéne)

Glrl = glutamate receptor (gene)

Grin1b = Glutamate [NMDA] receptor subunit zeta-1 (gene)

HAT = histone acétyltransférase (famille d’enzymes impliquées dans I’épigénétique
HDAC = histone désacétylase (famille d’enzymes impliquées dans ’épigénétique
K+ = ion potassium

Mecp2 = methyl-CpG-binding protein (gene)

miRNAs = microARNs, ARN non codant

NCBI = National Center for Biotechnology Information

NMDA = acide N-methyl-D-aspartate

Nmr1l = NMDA glutamate receptor (gene)

PCR = Polymerase chain reaction

Pp1 = protein phosphatase 1 (géne)

Ppt = partie par trillion (nombre de gramme de sel par litre)

Setd5 = SET domain containing 5 (géne)

T = thymine (nucléotide)

TET = Ten-eleven-translocation (famille d’enzymes impliquées dans 1’épigénétique
URBE = unité de recherche en biologie environnementale et évolutive
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Résumé

Chez de plus en plus d’espéces, on observe des variations de comportement entre les individus
répétables au cours du temps, appelées personnalités animales. Ces personnalités peuvent parfois
étre corrélées en ce qu’on appelle des syndromes comportementaux. Mais on remarque également
que ces traits de personnalités peuvent également étre corrélés a de la variation dans les capacités
d’apprentissage chez les individus. De plus, il existe plusieurs types d’apprentissage et de mémoire,
qui ne sont pas nécessairement tous affectés de la méme maniere par la personnalité, et ces types
pourraient méme également étre corrélés entre eux. Ces corrélations entre personnalité et cognition

et entre les types de cognition forment les syndromes cognitifs.

Des traits de personnalité et de cognition, ainsi que leur variabilité et de potentiels syndromes
ont été recherchés lors de cette étude chez Kryptolebias marmoratus. Cela a permis de montrer
une corrélation positive entre 'audace, ’activité, une plus faible attirance envers un abri, ainsi que
I'utilisation de défenses dites ”actives” en cas de menace. Cependant, aucune corrélation n’a été
observée entre les mesures d’apprentissage et les traits de personnalité. Cela est important dans
un contexte écologique et évolutif, car les comportements ont une influence sur 'adaptation d’un
individu a son environnement, et ces syndromes peuvent corréler des traits qui ont des valeurs
adaptatives possiblement opposées. Ces observations peuvent étre reliée a ’autécologie du rivulus
des mangroves. En effet, il s’agit d’une espece vivant dans le milieu trés changeant des mangroves,
et les individus doivent étre capables de résister a de grandes variations dans les conditions environ-

nementales. Il est donc possible que certains syndromes aient été décorrélés par pression de sélection.

Une autre caractéristique importante chez cette espece est qu’elle se reproduit principalement
par autofécondation, permettant la création de lignées isogéniques dont la variabilité génétique
est presque nulle. Cela permet de vérifier si la variabilité dans le taux de méthylation des CpG
certains genes pourrait étre corrélée a la variabilité dans les capacités d’apprentissage, sans une
possible interaction avec la génétique. Les résultats ne montrent aucune corrélation ayant un impact
biologique pour les CpG des séquences étudiées de bdnf, egrl, grinib et mecp2. Cependant, on
observe une tres grande variation interindividuelle dans la méthylation des CpG pour la séquence
étudiée de mecp2, qui ne semble liée a aucun des traits de comportement mesurés. Ce géne étant
lié & des dysfonctionnements neurologiques chez I’homme, il serait intéressant d’investiguer le role

de mecp2 chez le rivulus, afin de mieux comprendre son fonctionnement chez les étres humains.
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Abstract

In more and more species, we observe behavioural variations between individuals, that can be re-
peated over time, called animal personalities. These personalities can sometimes be correlated into
what are called behavioural syndromes. But we recently noted that these personality traits can also
be correlated with variation in indivudals’ learning abilities. In addition, there are several types of
learning and memory, which are not necessarily all affected in the same way by personality, and
these types may even be correlated with each other. These correlations between personality and

cognition and between types of cognition form cognitive syndromes.

Personality and cognition traits, as well as their variability and potential syndromes were investi-
gated in this study in Kryptolebias marmoratus. In this species, we could find a positive correlation
between boldness, activity, lower attraction to shelter, and the use of so-called ”active” defenses
when threatened. However, no correlation was observed between the measures of learning and
personality traits. This is important in an ecological and evolutionary context, as behaviours influ-
ence an individual’s adaptation to its environment, and these syndromes may correlate traits that
have possibly opposite adaptive values. These observations can be related to the autecology of the
mangrove rivulus. Indeed, this species is living in mangroves, a highly changing environment, and
individuals must be able to withstand wide variations in environmental conditions. It is therefore

possible that some syndromes may have been decorrelated by selection pressure.

Another important characteristic of this species is that it reproduces mainly by self-fertilization,
allowing the creation of isogenic lines with almost no genetic variability. This makes it possible to
verify whether the variability in the rate of CpG methylation of certain genes could be correlated
with variability in learning abilities, without any possible interaction with genetics. The results
show no correlation with biological impact for the CpG of the studied sequences of bdnf, egri,
grinlb and mecp2. However, a very large inter-individual variation in CpG methylation is observed
for the studied sequence of mecp2, which does not seem to be related to any of the measured
behavioural traits. As this gene is linked to neurological disorders in humans, it would be interesting

to investigate the role of mecp2 in the rivulus, in order to better understand how it works in humans.
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1 Introduction

1.1 Meémoire et apprentissage

L’apprentissage (acquisition d’information) et la mémoire (stockage d’information), a 'image du
cerveau, sont des traits tres complexes, encore assez mal connus. Ils fascinent beaucoup, on peut
notamment le constater de par l'intérét porté a certaines maladies liées a la cognition, comme
Alzheimer, ou aux troubles d’apprentissages. D’un point de vue biologique, ils ont de plus une
grande valeur adaptative: ils peuvent permettre a un organisme de modifier son comportement
a une échelle de temps nettement plus petite qu’une génération. On comprend donc qu’elle ne
soit pas limitée au monde animal, les plantes et les champignons, méme sans systémes nerveux,
ont aussi développé certaines formes simples d’apprentissage (Duijn 2017)). La cognition est méme
probablement arrivée assez tot dans I’évolution car les protistes (Duijn 2017, voire les bactéries
(Lyon [2015) en sont peut-étre également dotés. Cette ancienneté d’un point de vue évolutif et sa

valeur adaptative a permis une grande diversité des formes de cognition.

1.1.1 Types d’apprentissages et de mémoires

Cette large gamme de fonctions et de mécanismes complique d’autant plus I’étude de ’apprentissage
et de la mémoire. Pour cela, 'Homme a tenté de les classer en différents types et catégories.
Cependant, ces classements se font sur de nombreux niveaux dont la définition varie parfois d’un
chercheur a ’autre, et peuvent amener a des confusions et des erreurs. Il faut pour cela définir au

mieux ces différents types d’apprentissages et de mémoires.

1.1.1.1 Types d’apprentissages

Il existe deux principaux types d’apprentissage : ’apprentissage social et celui via I’environnement.
Concernant I’apprentissage social, 'individu apprend de ses congéneres, souvent en regardant com-
ment ceux-ci agissent face & une situation donnée (Duboscq et al. 2016). 1l existe plusieurs
sous-catégories d’apprentissages sociaux, qui ne seront cependant pas détaillés ici car cela ne fait
pas l'objet de ce mémoire. Concernant le second type d’apprentissage, I'information provient de
I’environnement non-social. L’individu apprend a reconnaitre des objets qui ’entourent ainsi qu’a

faire des liens, etc. Ces deux exemples correspondent a deux catégories décrites ci-dessous.

La reconnaissance d’objets correspond a de l'apprentissage non-associatif. Dans ce genre de

cognition, il n’est pas nécessaire de faire des liens entre plusieurs objets ou concepts. Il se manifeste
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Figure 1: Représentation théoriques de ’habituation et de la sensibilisation en fonction de I’essai.
Les formes noires correspondent a de ’habituation et les formes blanches a de la sensibilisation.
Les ronds représentent la courbe attendue en cas de stimulus particulierement nocif/inoffensif, et
les triangles une nocivité/inoffensivité intermédiaire (modifié depuis Peeke 2012).

sous plusieurs formes : il peut s’agir, comme dans I’exemple, de reconnaissance d’objets, d’individus,
d’une localisation (Naderi et al. |2020). Cela peut aussi étre des processus d’habituation, qui corre-
spondent a une diminution de la réponse d’un individu a un stimulus suite a une exposition répétée
a ce stimulus (Best et al. 2008). Il existe aussi la forme opposée de 'habituation, qui est la sensibil-
isation. Dans ce cas, ’exposition répétée au stimulus, au lieu d’amoindrir la réponse, 'accentue (G.
Kim, K.-S. Kim, and Lee 2018). Ces deux types d’apprentissages sont représentés sur la figure
Un stimulus va induire I’'un ou 'autre, ainsi que moduler ces apprentissages en fonction du danger
qu’il représente. S’il est nocif ou douloureux pour l'individu, la sensibilisation va ’emporter pour
que l'individu évite ce désagrément a tout prix, alors que si au contraire, il n’induit aucun danger,

une réponse est inutile, et elle sera au fur et & mesure annulée (G. Kim, K.-S. Kim, and Lee [2018§]).

La création de liens entre objets (le deuxiéme type) correspond & l’apprentissage associatif,
qui, comme son nom l'indique, permet de faire des liens entre des situations, des objets et/ou
des concepts. Lors d’expériences sur les animaux, on lie souvent une motivation, appelée stimulus
inconditionnel & un signal ou & une action (J.-H. Wang[2019). Ce stimulus inconditionnel peut-étre
positif (apport de nourriture, contacts sociaux avec des congéneres,...), ou négatif (arrivée d’un

prédateur fictif, léger choc électrique,...) (Meshalkina et al. |2017). Il est divisé en deux types.



Lors du premier type, le conditionnement classique, ce stimulus inconditionnel est lié a un
stimulus conditionnel (qui n’induit pas automatiquement une réponse (J.-H. Wang 2019))). Ce

type d’apprentissage n’est pas étudié dans le cadre de ce mémoire, mais plus d’informations sont

disponibles dans 1JAnnexe 1]

L’autre type d’apprentissage associatif, le conditionnement opérant, consiste en lier I’action d’un
individu a un stimulus inconditionnel. Ici, le stimulus inconditionnel a un role de récompense ou de
punition destiné a favoriser ou supprimer un certain comportement chez l’animal (J.-H. Wang |2019).
Un exemple est 'apprentissage émotionnel, o ’on retrouve notamment la préférence et 1’évitement
de lieu conditionné (conditioned place preference/avoidance). Lors de ce genre de tests, a chaque
fois que l'organisme va a un endroit précis de la zone de test, il est récompensé ou puni. L’individu
modifie alors son comportement pour aller et rester a cet endroit, ou a I'inverse I’éviter. Un autre ex-
emple de conditionnement opérant est I’apprentissage spatial, comprenant les labyrinthes, les taches
d’alternance spatial, etc. (N. J. Cohen, Poldrack, and Howard Eichenbaum 1997; Meshalkina et al.
2017). Ces taches spatiales sont des sortes d’apprentissages relationnels complexes (Sison and Gerlai
2010), qui sont des apprentissages qui permettent par exemple de déterminer qu’A est plus grand
que B (Dusek and Howard Eichenbaum [1997). Dans le cas des labyrinthes, il est plutot question de
relations spatiales entre les objets, de leur localisation et leur position relatives les uns par rapport
aux autres. Il existe deux types d’apprentissages spatiaux. La navigation égocentrique est le pro-
cessus par lequel 'acquisition des données spatiales est basée sur I'individu et sa localisation, alors
que la navigation allocentrique se base sur la création d’une carte mentale, et est par conséquent
plus flexible, mais aussi plus complexe (McAroe, Craig, and Holland 2016). Ces deux catégories
d’apprentissages spatiaux sont représentés par la figure [2. Une grande différence entre le condition-
nement classique et opérant est la notion de volonté. Dans le conditionnement classique, I'individu
”subit” un signal, qui le prévient d’un événement a venir, alors que dans le conditionnement opérant,

c’est le choix d’action de I’animal qui lui apportera la récompense ou la punition (J.-H. Wang [2019).

Déja a ce niveau, la définition des termes utilisés varie en fonction des différents chercheurs. En
effet, Meshalkina et al. 2017, article intitulé ”"Understanding zebrafish cognition”, parlent de con-
ditionnement classique sous le nom d’apprentissage associatif, qu’ils distinguent de I’apprentissage
non-associatif et du conditionnement opérant. Ils n’incluent donc pas ce dernier dans les apprentis-

sages associatifs.
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Figure 2: Différences entre apprentissage spatial égocentrique et allocentrique. A gauche, dans un
labyrinthe en étoile, des individus apprennent lors de séances d’entrainement a trouver le point G
(goal) & partir du point D (departure) selon le parcours gris. Lors du test, sur I'image de droite, ils
sont placé sur un nouveau point D qu’ils ne connaissent pas. Les individus utilisant principalement
une navigation allocentrique suivront le parcours bleu, et ceux utilisant une navigation égocentrique

le parcours vert (issu de Bullens et al. 2010).

Il est également possible d’ajouter d’autres classes, comme la généralisation et la discrimina-

tion, qui consiste en l’association (ou non) de deux stimuli conditionnels similaires. Ceux-ci sont

également détaillés dans 1JAnnexe 1]

1.1.1.2 Types de mémoires

La premiere distinction a faire est la mémoire a court et a long terme. La mémoire a court terme
permet de retenir a 'identique une quantité limitée d’informations (Cowan , sur une courte
période de temps, probablement de I'ordre des secondes (Lynn Nadel and Hardt . Il s’agit par
exemple chez 'Homme de retenir une certaine séquence de nombres, de formes, de couleurs, pour
ensuite la retranscrire quelques secondes plus tard (Swanson, Zheng, and Jerman [2009). Elle est
similaire, mais pas identique, & la mémoire de travail, qui elle, ajoute une notion de discrimination
des informations (Swanson, Zheng, and Jerman, et fonctionne plus comme un ”espace de tra-
vail” dans lequel on choisirait ce qui est sélectionné ou non (Norris . La mémoire a court terme
est donc passive et la mémoire de travail active (Norris . Cependant, certains scientifiques les
considerent équivalentes, comme J.-H. Wang ou Nee and Jonides La mémoire a long
terme permettrait, a I'inverse, de se souvenir pendant plus longtemps de quelque chose (Lynn Nadel
and Hardt et de stocker beaucoup plus d’informations (Cowan . C’est cette mémoire

qui nous permet de retenir des prénoms, des souvenirs d’enfance, des émotions, etc.



La mémoire peut également se diviser en mémoire associative et non-associative sur base des
mémes critéres que ceux mentionnés ci-dessus pour 'apprentissage. Par exemple, la mémoire non-
associative s’occupe du stockage des informations liées aux apprentissages non-associatifs (habitua-
tion, reconnaissance, etc.). Dans la mémoire & long terme associative, il est alors possible d’ajouter
une nouvelle classification en mémoire explicite et implicite. La mémoire explicite, aussi appelée
mémoire déclarative, est la mémoire consciente d’un organisme (Hampstead et al. [2011). Elle lui
permet de se souvenir consciemment de faits ou de savoirs. A linverse la mémoire implicite, ou
procédurale, est inconsciente (Schacter 1987)). Elle permet d’utiliser I'expérience passée sans avoir
besoin de s’en souvenir. Il s’agit de la mémoire qui nous rend capable de faire du vélo ou de lacer

ses chaussures par exemple, sans devoir réfléchir consciemment a comment le faire.

Il est également possibles d’ajouter des classes dans les types de mémoire. J.-H. Wang 2019) par
exemple, propose une organisation légerement différente et ajoute de nombreuses autres catégories.
Cependant, puisque celles-ci concernent principalement ’étude de la mémoire chez 'homme, et sont
plus difficilement étudiable chez les animaux, celles-ci sont détaillées dans 1{Annexe 1] Il est cepen-
dant intéressant de constater qu’il parle de notamment de mémoire spatiale parmi les différents

types qu’il ajoute.

On constate de nombreux paralleles entre les types de mémoires et d’apprentissages. Le lien
entre mémoire et apprentissage associatif/non-associatif a été mis en évidence ci-dessus. Mais il
existe d’autres similitudes et connections au sein des classes : le phénomeéne de reconnaissance a un
lien étroit entre 'apprentissage et la mémoire. L’apprentissage spatial peut également étre mis en
lien avec la mémoire spatiale. La figure |3| représente tous les types de mémoire et d’apprentissage
ainsi que les principaux liens qu’il est possible de réaliser entre eux. Mais plus généralement, tout
ce qui fait 'objet d’un processus de mémorisation a évidemment nécessité un apprentissage aupara-
vant, et les concepts acquis par apprentissage doivent étre stockés sous une forme de mémoire pour

pouvoir étre réutilisés ultérieurement. Il est donc logique que les deux concepts soient fortement liés.

Ces nombreux types d’apprentissage et de mémoire montrent que I’Homme a une forte tendance
a classer ce qu’il observe dans des catégories afin de pouvoir les nommer. Mais ces catégories ont-
elles un sens d’un point de vue biologique 7 Représentent-elles des mécanismes réels, ou sont-elles

totalement subjectives ?
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Figure 3: Différents types d’apprentissages et de mémoire et leurs interactions possibles. Pour plus
de détails sur des types d’apprentissages et de mémoire non détaillés dans le texte, se référer a

11Annexe 1]

1.1.2 Processus d’apprentissage et mémorisation

En comparaison a la moyenne des vertébrés, les poissons ont un cerveau relativement petit par
rapport a leur taille (G. Roth|2013). De plus, étant a la base de I’arbre phylogénétique des vertébrés,
on a longtemps pensé qu’ils ne possédaient qu'un cerveau assez simple et peu développé, que les
structures complexes présentes chez les mammiferes ne se seraient développées que longtemps plus
tard dans ’évolution (Brown, Krause, and Laland [2011). On remarque en effet de nombreuses
différences morphologiques et cytologiques entre les poissons et les amniotes, mais on retrouve
cependant les mémes zones principales. Le cerveau des téléostéens se divise en cing grandes zones :
le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale, le métencéphale et le myélencéphale (figure 4)), aussi
présents chez les vertébrés terrestres (Bshary, Gingins, and Vail 2014). Bien que l'organisation au
sein de ces structures soient différentes, on retrouve souvent les mémes origines développementales.
Par exemple chez les actinoptérygiens, le tube neural au niveau du télencéphale subit au court du
développement une éversion, alors que celui des non-actinoptérygiens, comme la grenouille subit
une invagination, comme montré sur la figure 5 (Brown, Krause, and Laland 2011). Cela induit que
les structures situées au coeur du cerveau chez la grenouille (la zone colorée en noir par exemple),

auront possiblement un homologue situé en périphérie chez les poissons.
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Figure 4: Schéma de cerveau de téléostéen (modifiée depuis Bshary, Gingins, and Vail |2014))
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Figure 5: Schéma du développement du tube neural au niveau du télencéphale. (a) Comparaison
du développement chez les actinoptérygiens et les non-actinoptérygiens. (b) Section coronale du
télencéphale une fois développé chez la grenouille (non-actinoptérygien) et chez le poisson rouge
(actinoptérigien), (Brown, Krause, and Laland . Détail des abréviations: Acc, noyau accum-
bens; Dc, division centrale de I’aire dorsale; Dd, division dorsale de ’aire dorsale; Dld, subdivision
dorsale de la division latérale de 'aire dorsale; Dlv, subdivision ventrale de la division latérale de
I’aire dorsale; Dm, division médiane de ’'aire dorsale; Dp, zone postérieure de l’aire dorsale; Lp,
pallium latéral; Mp, pallium médian; P1,P2,P3, trois subdivisions principales du pallium; S, noyaux
septaux; Str, striatum; v, ventricule; Vd, noyau dorsal de I'aire ventrale; Vv, noyau ventral de l'aire
ventrale.
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Figure 6: Schématisation de la théorie ”dual process”. Deux voies paralleles débouchent sur un
neurone output. D’une part, la voie de la sensibilisation, qui va induire une potentiation a court
terme sur ce neurone output, et d’autre part, la voie de I’habituation va induire une dépression a
court terme. Le neurone output va intégrer ’ensemble des messages cellulaires, qui va induire une
réponse plus ou moins forte de I’individu.

Les structures qui seront développées ici sont le télencéphale, le mésencéphale, le métencéphale
et le myélencéphale car ce sont les principales zones impliquées dans ’apprentissage et la mémoire.
Le télencéphale comprend le pallium latéral et médian, le mésencéphale le tectum optique, le
métencéphale le cervelet, et le myélencéphale le noyau vestibulaire (figure , qui sont tous im-

pliqués dans des processus cognitifs.

1.1.2.1 Acquisition de ’information et apprentissage

La premiere étape de la formation de la mémoire est I’acquisition. Lorsqu’un éveénement se produit,

il est alors directement encodé par le cerveau dans des zones différentes en fonction de 'information.

L’apprentissage non-associatif, comme ’habituation, implique le noyau vestibulaire chez le co-
chon d’Inde (G. Kim, K.-S. Kim, and Lee 2018]), structure aussi présente chez les poissons (Ibsch,
Anken, and Rahmann [2000). La théorie ”dual process” (figure @ décrit les mécanismes qui entrent
alors en jeu. On y distingue deux voies paralleles de traitement de I'information. La premiere, celle
de I’habituation, va impliquer une dépression a court-terme (short-term depression) sur un neurone
cible, ce qui va diminuer la réponse de I'individu. La seconde va au contraire induire une potential-
isation & court terme (short-term potentiation) sur ce méme neurone cible, ce qui augmentera la
réaction de l'organisme (sensibilisation) (Poon and D. L. Young 2006). Ces deux voies entrent donc
en compétition directe pour induire ou non une réponse. L’intégration de l'information diffusée
par les 2 voies sera modulée par des canaux K+ voltage dépendants, qui controleront le niveau
d’excitation du neurone, et donc le niveau de réponse de 'individu (Cai et al. 2009; Cotella and

Sesti 2011)).



De nombreuses zones différentes du cerveau sont impliquées dans 'apprentissage associatif. Le
conditionnement classique nécessite par exemple des structures comme le cervelet et 'hippocampe
(Woodruff-Pak and Disterhoft 2008; Brown, Krause, and Laland 2011)) (dont les équivalents chez
les poissons sont respectivement le cervelet et le pallium latéral (Brown, Krause, and Laland 2011))),
ainsi que des voies différentes (Christian and Richard F. Thompson 2003; R. F. Thompson and
Steinmetz 2009). Celles-ci sont détaillées dans 1

L’hippocampe, ou le pallium latéral des poissons, est également une structure importante dans
le conditionnement opérant. Il occupe en effet un grand role dans 'apprentissage spatial et relation-
nel (Sison and Gerlai |2010). H. Eichenbaum et al. |1994 suggerent par exemple qu’une lésion grave
au niveau de ’hippocampe est suffisante pour empécher la formation de relations. L’apprentissage
spatial, faisant partie des taches relationnelles, est donc souvent tres impacté par un hippocampe
défectueux. Il est cependant important de différentier les deux types de cognition spatiale : la nav-
igation égocentrique et allocentrique. La navigation allocentrique ne peut se faire sans hippocampe
chez les vertébrés terrestres (Squire, Stark, and Clark 2004). Chez les poissons également, la lésion
du pallium latéral ventral suffit & supprimer toute capacité de création de carte mentale (Rodriguez
et al. 2002). Mais pour la navigation égocentrique, 1’hippocampe n’est pas primordial. Ce sont
plutot le cervelet et le tectum optique (homologue du colliculus supérieur des mammiferes) qui sont
impliqués (B. Torres et al. [2005). L’ablation du tectum optique a d’ailleurs également d’autres
effets: il change les patterns et diminue l’exploration chez les poissons touchés (Brown, Krause,
and Laland 2011). Mais il est important de signaler qu’un individu n’utilise souvent pas soit 1'un,
soit ’autre, mais une combinaison des deux, et qu’il suffit donc qu’une seule des structures citées
ci-dessus soit touchée pour affecter de maniere plus ou moins forte I’apprentissage spatial et sa flex-
ibilité (Brown, Krause, and Laland 2011). Pour 'apprentissage émotionnel, c¢’est une autre partie
du télencéphale qui entre en jeu, le pallium médian (équivalent de ’amygdale des mammiferes) (Jo-
hansen et al. 2011} Brown, Krause, and Laland 2011). Il s’agit probablement de la seule structure
du télencéphale qui joue un roéle, car ’ablation du télencéphale complet a le méme effet que des
lésions au pallium médian seul (Portavella, Blas Torres, and Salas 2004). Il semblerait cependant
que les corps cérébelleux des poissons, qui sont les probables homologues du vermis du cervelet,

pourrait également jouer un role dans l'apprentissage émotionnel (Rodriguez et al. [2005).

Dans le cas de la généralisation et de la discrimination, & I'instar de I’habituation/sensibilisation,

plusieurs voies sont intégrée par un neurone cible qui déclenchera la réponse apprise par apprentis-



sage associatif ou non (Barak, Rigotti, and Fusi[2013)). Pour plus de détails, voir 1{Annexe 1}

1.1.2.2 Meémoire a court et long terme et consolidation

Apres avoir acquis les informations, il est nécessaire de les stocker. Cette étape, appelée consoli-
dation de la mémoire, va déterminer ce qui est stocké et combien de temps prendra le processus
(L. Nadel et al. |2012). Au niveau cellulaire, la formation de la mémoire se base principalement sur
le postulat de Hebb. Celui-ci dit que lorsqu’un neurone excite un autre neurone de maniere répétée
ou persistante, des changements métaboliques se mettent en place dans I'un ou les deux neurones,
qui permettent un déclenchement ultérieur plus efficace du neurone en aval (Hebb [1949). Cette
premiere étape, appelée potentialisation a long terme et découverte par Bliss and Lgmo [1973] va
ensuite mener a une cascade de kinases et a la transcription de genes impliqués dans la mémoire

(Adams and Sweatt [2002; Johansen et al. [2011]).

Il est cependant tout d’abord important de distinguer mémoire a court et long terme. En effet,
il est parfois supposé que la mémoire a court terme ne soit qu'une forme d’activation temporaire
de la mémoire a long terme. Mais dans certaines situations, une forme activée de mémoire a long
terme ne peut faire seule le travail d’une mémoire & court terme différenciée (Norris [2017)). Une
autre preuve est le fait que certaines personnes ont une mémoire a court terme altérée, mais que
leur mémoire a long terme fonctionne encore parfaitement (et inversement) (Norris 2017). Iy
aurait donc un stockage d’information a court terme différent de celui a long terme (Atkinson and
Shiffrin [1968). Cependant, cela ne signifie pas que ces deux stockages ne peuvent pas étre tous les
deux nécessaires lors d’une tache et interagir (Atkinson and Shiffrin [1968). Par exemple, lors d’un
apprentissage (qu’il soit implicite ou explicite), la répétition de l’activation de la mémoire & court
terme peut mener a la formation d’une mémoire a long terme (Norris 2017)). Les zones impliquées
dans la formation et le stockage de ces deux types de mémoires sont probablement les mémes, ce
qui a contribué a leur confusion. En effet, le cortex préfrontal est impliqué dans le stockage des
deux types de mémoire (Lewis-Peacock and Postle 2008; Cameron et al. 2005). Le cas du lobe
temporal médian, qui comprends ’hippocampe, est plus compliqué, car certains auteurs affirment
qu’il intervient dans les deux types de mémoires ((")ztekin, Davachi, and McElree [2010)), alors que

d’autres pensent qu'il ne sert qu’a la mémoire a long terme (Lynn Nadel and Hardt [2011)).

Il est connu que le cortex préfrontal joue un réle fondamental dans le stockage de la mémoire

a court terme (Bancroft et al. [2014). On pense que des neurones et des voies différentes sont em-
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pruntées en fonction de la tache demandée (Warden and E. K. Miller |2010)), mais les mécanismes de
stockage ne sont pas tres bien connus. Il se pourrait que la mémoire a court terme agisse comme un
"tampon” qui garde en mémoire pendant quelques temps les informations (Atkinson and Shiffrin
1968)). La forme sous laquelle elles sont stockée pourrait étre des copies de toutes les informations,
mais une autre hypothese de Norris [2017] propose que ce soit plutot des ”pointeurs” qui font cha-
cun référence a une partie de la mémoire a long terme et ne nécessite donc pas de copier toute
I'information qui y est associée. Il est cependant nécessaire que l'information soit déja présente

dans la mémoire a long terme.

Les zones du cerveau impliquées dans la mémorisation & long terme ont chacune un role différent
dans les processus de mémorisation. Le lobe temporal médian aurait plutot pour but d’intégrer les
données récoltées par des différentes zones du cerveau impliquées dans la perception, pour ensuite
les redistribuer, et servirait de liaisons entre les différentes parties. C’est ce que Lynn Nadel and
Hardt 2011} appellent 'hypothese du systeme de mémoire du lobe temporal médian. Elle sert donc
de lien entre la perception et la mémoire, dans un sens (de la perception a la mémorisation), mais
aussi possiblement dans Pautre (comment la mémoire influe sur la perception) (Lynn Nadel and
Hardt |2011). L’hippocampe (et le pallium latéral des poissons) a un réle particulierement important
dans ce systeme cérébral. Il est par exemple primordial pour la mémoire relationnelle (N. J. Cohen,
Poldrack, and Howard Eichenbaum [1997; Dusek and Howard Eichenbaum [1997)). Plus précisément,
il semble tres important dans la formation de la mémoire déclarative, comme pourrait le prouver
le célebre patient H.M., qui a perdu toute capacité de formation de mémoire explicite apres une
lésion de ’hippocampe et des structures environnantes (Scoville and Milner 1957)). Ce role est
cependant temporaire (Genzel and Wixted 2017)) et ce n’est pas la seule structure impliquée dans ce
processus. D’autres régions du néocortex sont sans doute associées au stockage de cette mémoire, et
I’hippocampe ne servirait que d’intermédiaire entre les différentes régions et pour ’apport de nou-
velles informations (Genzel and Wixted 2017)). Bien que le néocortex soit absent chez les poissons,
certaines régions du pallium pourraient remplacer cette structure (Saban et al. 2017)) et avoir un réle
dans le stockage de cette mémoire déclarative. Le cortex préfrontal aurait plutét comme objectif de
stocker 'information et de faire la connexion entre la mémoire a court et long terme (Ghazizadeh,
Hong, and Hikosaka 2018; Blumenfeld and Ranganath 2006). A l'inverse, I’hippocampe n’est pas
impliqué dans la mémoire implicite (Barco, Bailey, and Kandel 2006; Kandel, Dudai, and Mayford
2014). Ce sont plutét d’autres zones du cerveau, comme le cervelet, le striatum (l’aire ventrale

du télencéphale chez les téléostéens (Wullimann and Mueller 2004))) et 'amygdale qui entrent alors
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en jeu (Kandel, Dudai, and Mayford 2014)). Une autre différence entre les deux, dans le cadre du
systeme de la mémoire moteur, est que la mémoire implicite nécessiterait le cortex moteur primaire,
alors que pour la mémoire explicite, ce serait plutot le cortex prémoteur dorsal qui serait important
(Kantak, Mummidisetty, and Stinear |2012). Les cascades de signalement, en revanche, semblent
communes entre les mémoires implicite et explicite et sont tres conservées au cours de 1’évolution,
depuis certains invertébrés aux mammiferes (Barco, Bailey, and Kandel 2006). Cela laisse supposer

que c’est également le cas chez le poisson.

Il existe donc bien plusieurs types de mémoires et d’apprentissages du point de vue de I’anatomie
et/ou mécanisme. Des apprentissages comme les apprentissages spatiaux égocentrique et allocen-
trique, qui semblent tres proches d’un point de vue comportement, nécessitent en fait des struc-
tures tres différentes. Cependant, il existe des points communs, par exemple du point de vue
moléculaire, entre mémoire implicite et explicite. On constate également que certaines régions,
comme [’hippocampe, sont impliquées dans de nombreux types de mémoire et d’apprentissages,
parfois tres différents. Christian and Richard F. Thompson 2003| affirment méme que certaines
formes simples de conditionnement classique trace présentent des régions communes a celle de la
formation de la mémoire explicite (hippocampe) et implicite (cervelet) en méme temps. C’est ce

qui fait toute la complexité de la création de classes dans la cognition.

1.1.3 Syndromes cognitifs

La présence de types de mémoires et apprentissages ayant une valeur d’un point de vue biologique
suggere une chose importante. Les mécanismes qui les rassemblent en classes ont des différences
et des points communs. Cela induit que ce qui peut affecter un certain type d’apprentissage ou de
mémoire pourrait ou non également avoir un effet sur un autre. Il pourrait donc exister des liens

entre certaines classes, mais pas entre d’autres.

Pour comprendre ce point, il est possible de faire un lien avec un autre aspect assez connu de
I’éthologie : le concept de personnalité et de syndromes comportementaux. La personnalité animale
consiste en des différences comportementales entre individus qui sont reproductibles dans le temps
et dans des contextes différents (Sih, Bell, et al. 2004). Certains individus sont en effet naturelle-
ment plus explorateurs que d’autres, et cette différence est maintenue dans tous types de situations.
En ce qui concerne les syndromes comportementaux, il s’agit d’une série de comportements corrélés

qui sont exprimés soit au sein d’'un méme contexte comportemental (comme la prise de nourriture
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dans des endroits différents) ou dans des contextes différents (corrélations entre des comportements
de dispersion et des comportements de reproduction, par exemple) (Sih, Bell, et al. 2004)). Pour
certains types de comportements, il y a donc de la reproductibilité au sein des individus et des
corrélations entre ceux-ci. Or, il serait possible de retrouver le méme genre de corrélation pour
I’aspect de I’éthologie qui nous intéresse, c’est-a-dire la cognition. Il se pourrait en effet que des
individus aient de meilleures capacités d’apprentissage et de mémoire dans certains domaines. Cela
permettrait de définir différents types ”d’intelligence animale”, qui seraient reproductibles au sein
des individus, a l'instar de la personnalité pour les comportements. Cela a déja été observé par
Sommer-Trembo and Plath 2018, lors d’une étude sur un poisson, le molly (Poecilia mezicana). s
parlent en effet dans cet article de différences interindividuelles constantes dans le temps pour un
trait de cognition: ’apprentissage associatif. On pourrait également trouver des syndromes cognitifs
qui corréleraient entre eux des traits de différents types d’intelligences. Guenther and Brust [2017
ont déja montré ce phénomene chez le cochon d’inde, ou 'on observe, dans leur expérience, non
seulement des corrélation entre types de personnalité, mais aussi entre personnalité et cognition, et
méme entre types d’apprentissage (figure [7]). Des relations semblables ont été retrouvées chez cer-
tains poissons: chez le bar Micropterus salmoides, il a été observé que les individus qui se faisaient
capturés par des filets, c’est-a-dire les plus audacieux, étaient également ceux qui apprenaient le
plus vite lors d’une tache d’apprentissage associatif (Louison et al. 2019) (figure ) Une autre
étude de Naderi et al. [2020| sur des zebrafish pourrait également suggérer 'existence de liens entre
différents types de cognition chez les poissons. Dans cette étude, les poissons ont été mis en contact
avec différentes concentrations en BPS, un perturbateur endocrinien, afin de voir les effets que la
molécule pouvait avoir sur leur mémoire a long terme. Les résultats obtenus montrent que les effets
de la molécule sont les mémes pour la reconnaissance d’objets et la reconnaissance sociale (recon-
naissance d’individus de la méme espece), mais que cet effet est différent pour un troisieme type
de mémoire: la reconnaissance de la localisation des objets (figure ) Ils ne donnent cependant
pas de nom & ce phénomene. Ils suggerent toutefois que cet effet pourrait étre di & un mécanisme
similaire pour la reconnaissance d’objet et sociale mais que ce mécanisme est différent de celui de

la reconnaissance de I’emplacement des objets.

On voit grace a cela que si on peut relier les différents types de mémoires et apprentissages a
certaines catégories grace aux mécanismes dans le cerveau, cela pourrait également étre le cas pour
les liens qu’il y a entre eux. On peut observer pour deux types de mémoire différents des régions

communes dans le cerveau, certaines molécules inclues dans plusieurs voies, voire des voies en partie
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Figure 7: Corrélations entre traits de personnalité (ovales) et cognitifs (rectangles) chez le cochon
d’inde. La présence d’une double fleche indique une corrélation significative et le chiffre a coté le
coefficient de corrélation. (NO = novel object et DL = dark-light, noms de tests utilisés) (Guenther
et Brust, 2017)

identiques. Une modification pour une des voies ou dans la partie du cerveau en question, pourrait
alors avoir des conséquences sur les différents traits de cognition associés et donc, possiblement, les
corréler. C’est d’ailleurs ce qui se passe dans le cas des syndromes comportementaux, si un gene
controle plusieurs traits (pléiotropie), les traits en question seront tous les deux affectés en cas de
modification du gene ou de son expression. On peut également retrouver cette corrélation pour des
hormones qui controlent plusieurs comportements ou une expérience dans la vie de l'individu qui
affecte plusieurs traits du phénotype. Cela nous donne les trois principaux axes qui sont capable
de créer des corrélations entre les différents traits comportementaux : la génétique, les effets neu-
roendocrines et les expériences environnementales. Il est également important de noter que ces 3
axes peuvent interagir entre eux (Sih, Bell, et al. . Des mécanismes similaires pourraient in-
tervenir dans la cognition et étre responsables de potentielles corrélations entre les différents ”types
d’intelligence”. C’est ce qu’on peut observer dans I’expérience de Naderi et al. : on se trouve
dans la situation ol un facteur de I’environnement (le BPS) affecte de la méme maniére certaines

catégories de mémoire (ici de la reconnaissance), mais pas toutes.

Cependant, assez peu d’études ont été réalisées sur le sujet des syndromes cognitifs (seulement

176 résultats sur Scopus avec les mots clés ”cognitive syndrome”, contre 1898 pour ”behavioral syn-
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Figure 8: Résultats suggérant 'existance de syndomes cognitifs chez les poissons. a) Expérience
sur Micropterus salmoides montrant que les individus capturés (audacieux) ont un score moyen de
succes lors d’un test d’apprentissage associatif supérieur a ceux qui n’ont pas été capturés (timides).
b) Résultats a des tests de reconnaissance sur Danio rerio en fonction de 'exposition a différentes
concentrations en BPS. On observe que bl et bII (reconnaissance d’objet et reconnaissance sociale)
suivent la méme tendance en fonction de la concentration, alors que bIII (reconnaissance de place-

ment d’objet) suit une tendance différente. Issus de a) Louison et al. 2019, et b) Naderi et al.
2020

drome”, le 25/04/2020), et la grande majorité porte sur ’étude de pathologies cognitives humaines,
comme Alzheimer, Parkinson ou la démence (96%). L’étude de ce phénomene sur les animaux
n’a commencé que tres récemment (2014, pour la premiere source trouvée sur scopus). Pourtant,
cette corrélation entre plusieurs traits est d’une importance capitale d’un point de vue écologique
et évolutif. Pour donner un exemple dans les syndromes comportementaux, on peut imaginer une
espece pour laquelle I’agressivité et I’activité seraient corrélés positivement. Dans ce cas, ’agressivité
pourrait étre un trait avantageux, car il permettrait un meilleur acces a de la nourriture et a la
reproduction. A linverse, I’activité peut réduire la survie des individus car les exposerait plus aux
prédateurs. Nous nous retrouvons donc face a un trade-off, ou1 un trait apparemment avantageux
(ici Pagressivité) pourrait étre contre-sélectionné a cause de sa corrélation avec l'activité, qui, elle,
diminue nettement la fitness. Il en va de méme pour la cognition. En effet, il pourrait exister
une corrélation négative entre deux types d’apprentissage importants pour ’espece, ce qui pour-
raient induire des phénotypes sous-optimaux individuellement, mais un trade-off optimal. On ne
peut donc pas comprendre ’entiéreté du mécanisme évolutif ou écologique sans tenir compte des

possibles corrélations et trade-offs qui relient ces traits.

1.1.4 Apprentissage, mémoire et environnement

En plus de 'apprentissage et la mémoire développés précédemment, il existe également un troisieme
type de cognition situé plus en amont: la perception (Shettleworth |2009). Il s’agit de la détection
et de l'internalisation des informations qui nous entourent via les sens. Il a déja été mentionné

que les sens et la perception étaient tres liés a la formation de la mémoire. L hippocampe, et plus
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généralement le lobe temporal médian, a en effet un role probablement tres important dans la con-
nexion de ces deux types de cognition. Un premier role de I’environnement dans la mémoire est
donc qu’il s’agit de la source méme de 'information impliquée dans tout processus cognitif. Mais il
peut également modifier plus en profondeur I'apprentissage et la mémoire en modifiant directement

les mécanismes et les structures qui les composent.

Il est déja mentionné plus haut que les syndromes comportementaux étaient influencés par
I’environnement. Cela peut se faire de deux manieres différentes. Si c’est assez tot dans la vie
de I'individu, ’environnement peut influer directement sur son développement, ce qui aura plutot
tendance a créer des syndromes comportementaux (Sih, Bell, et al. 2004). Edenbrow and D. P.
Croft 2013| montrent par exemple que des jeunes Kryptolebias marmoratus qui se sont développés
en présence de congéneres développent des comportements en moyenne nettement moins agres-
sifs, téméraires et explorateurs, et forme donc une corrélation positive entre ces trois traits. Mais
I’environnement peut également, par 'intermédiaire de ’expérience, renforcer, modifier ou diminuer
les corrélations entre traits comportementaux, en fonction des situations auxquelles 'individu est
exposé (Sih, Bell, et al. 2004). Une expérience de Suomi, Novak, and Well 1996 montre en effet
que malgré une certaine constance dans le comportement de singes rhésus, on retrouve toutefois
certains changements au cours de la vie des individus. On voit donc que 'environnement influence
le comportement. Or, il a été trouvé chez le poisson Micropterus salmoides que le comportement et
la personnalité pouvait étre corrélé a la cognition (Louison et al. 2019)). On y distingue dans cette
étude les individus avec un tempérament trés téméraires et qui apprennent vite, et des individus
plus timides, dont les capacités d’apprentissages sont moins bonnes. La personnalité est donc chez
ces animaux directement corrélée avec les capacités d’apprentissage. L’environnement pourrait donc
influencer indirectement la cognition, par I'intermédiaire des syndromes comportementaux et de la

personnalité.

Mais il serait possible, qu’a l'instar des syndromes comportementaux, l’environnement puisse
modifier directement les traits cognitifs. En effet, chez 1’épinoche Gasterosteus aculeatus, il a été
trouvé que les individus vivant dans les rivieres utilisaient majoritairement la navigation égocentrique
pour s’orienter, alors que chez les individus vivant dans les étangs, c’était plutot la navigation al-
locentrique qui primait (Girvan and Braithwaite 1998). Cela est probablement du au fait que
les rivieres sont des milieux instables et changeants, dans lesquels la navigation allocentrique sera

désavantagée, puisqu’elle se base sur les nombreux petits indices de ’environnement. Le poisson
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va donc utiliser la stratégie d’apprentissage et de mémoire qui correspond le mieux au milieu dans
lequel il vit. D’un point de vue neural, 'environnement va déterminer les zones du cerveau qui
auront le plus de prolifération cellulaire (Ebbesson and Braithwaite 2012). Par exemple, S. S.
Costa et al. 2011 montrent que les femelles blennies, ayant un territoire plus grand et donc un
environnement spatial plus complexe, ont également un pallium latéral plus grand que celui des
males. Plus globalement, on constate qu’en milieu artificiel, lorsque les poissons sont élevés dans
un milieu plus complexe, présentant par exemple des enrichissements, ils développent de meilleurs
capacités d’apprentissage et de mémoire (Ebbesson and Braithwaite 2012)). En effet, méme chez
I’'Homme, il est important de stimuler le cerveau pour garder de bonnes capacités cognitives. Une
hypostimulation, comme c’est souvent le cas dans les milieux artificiels, a pour résultat de diminuer
la taille globale du cerveau, par exemple, chez la morue Gadus morhua (Mayer et al. 2011). Les
expériences vécues par l'individu peuvent également modifier les capacités d’apprentissage. Des
éveénements traumatiques, provoquant des problemes de cognition chez ’'Homme (Ahmed, Alzoubi,
and Khabour [2020), pourraient avoir également un effet chez certains animaux. Une expérience
de Chang et al. 2012| chez Kryptolebias marmoratus montre par exemple que le fait de gagner un
combat peut améliorer les capacités d’apprentissages en comparaison avec un individu qui aurait

perdu.

Ensuite, 'environnement peut méme étre la cause directe de la corrélation entre les différents
traits de cognition. L’expérience de Naderi et al. 2020 sur 'effet du BPS sur le zebrafish le montre
déja, mais ce n’est pas la seule. Le cannabidiol, par exemple, est connu pour augmenter les capacités
de reconnaissance, mais aussi de mémoire de travail chez le rat, grace a des effets neuroprotecteurs
(Fagherazzi et al. 2012; Osborne et al. 2017). Mais il peut également étre responsable de dysfonc-
tionnements cognitifs comme la schizophrénie chez les individus qui en consomment (Manseau and
Compton 2018). Il est probable que ces expériences traduisent des effets différents d’une molécule
sur les différents traits d’apprentissage et de mémoire, corrélant certains. On pourrait d’ailleurs
également imaginer que, comme pour les syndromes comportementaux, I’environnement puisse avoir
des effets sur le développement et provoque des corrélations entre différents types de mémoire et
d’apprentissage. Par exemple, il pourrait favoriser le développement d’une zone du cerveau qui

serait utile a plusieurs types de cognition.

Cet effet du milieu sur la cognition de l'organisme peut se faire a plusieurs niveaux. Tout

d’abord, il peut agir directement par la sélection, car les individus dont les traits cognitifs ne
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sont pas adaptés auront une chance de survie plus faible. L’effet de sélection influera sur le pool
génétique de la population. Mais le génome n’est pas la seule chose qui déterminera les traits d’un
individu, grace a la plasticité phénotypique. L’environnement joue alors un second role. A l'instar
des syndromes comportementaux, il pourrait agir sur le développement du cerveau, si I’évenement
arrive suffisamment tot dans la vie de 'individu. Mais méme sur un animal entierement développé,
il pourrait influer via I'expérience. Une piste qui pourrait aider a comprendre par quel moyen
I’environnement influence le phénotype est I'épigénétique. Par exemple, McClelland et al. 2011
montrent que des stress répétés pouvaient augmenter l’expression de CRH (corticotropin releasing
hormone) par ces mécanismes, ce qui déclenche la sécrétion de corticotropine. Celle-ci va ensuite
induire la sécrétion de glucocorticoides, qui préparent au stress, mais peuvent également affecter le
cerveau, et surtout la cognition. Dans un autre article de Takaki et al. |2020| montrent que la saison
de naissance chez les souris pouvait influencer de nombreux traits, et notamment les capacités cog-
nitives. Ils expliquent ce phénomene par le fait que la photopériode influence le taux de méthylation
et d’hydroxyméthylation lors du développement, et que ceux-ci ont alors un effet sur les traits de

I'individu.

De plus, d’autres mécanismes, comme la stochasticité, peuvent induire de la variation interindi-
viduelle. Le hasard peut en effet modifier I’histoire de vie des individus, en affectant leur reproduc-
tion ou leur mort, ou impacter la population, par des fluctuation environnementales (Lenormand,
Roze, and Rousset 2009). Ces deux caractéristiques vont permettre de conserver de la variabilité.
Mais la stochasticité peut également étre responsable de la variabilité elle-méme par les mutations
(Lenormand, Roze, and Rousset 2009) et les épimutations (Biwer et al. 2020). Ces épimutations
peuvent avoir lieux lors de la gamétogenese (pendant la méiose), de 'embryogenese (lors du repro-
gramming) ou lors de la réplication cellulaire (si la méthylation existante est mal retranscrite), donc

a tous les stades de la vie de I'individu (Biwer et al. 2020)).

En conclusion, ’environnement et le hasard peuvent avoir de nombreux effets sur les mécanismes
d’apprentissage et de mémoire, que ce soit par la perception, de maniere indirecte et de maniere
directe. Cela peut se faire a plusieurs stade de la vie de I'individu, comme le développement ou
plus tard, par l'expérience. Il n’y a donc pas uniquement les genes qui détermineront les traits
d’apprentissage et de mémoire d’un individu, et certains mécanismes comme 1’épigénétique peuvent

avoir une grande importance dans cette plasticité dans la cognition.
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1.2 Epigénétique et role dans la cognition

L’épigénétique est ’étude des changements héritables dans I'expression des genes qui ne sont pas diis
a laltération de la séquence d’ADN (Eccleston et al. [2007). Il s’agit du mécanisme qui permet, par
exemple, a des cellules ayant le méme génome d’avoir des fonctions et morphologies tres différentes.
L’environnement de la cellule va en effet pouvoir modifier a long terme ’expression de ses genes
et permettre la différenciation (Levenson and Sweatt 2005). Mais I’épigénétique peut également
avoir des impacts importants sur d’autres traits, et notamment sur la fonction neurale. Elle joue
un grand role dans le cadre du développement du systeme nerveux, du rythme circadien, des crises
d’épilepsies, mais également dans la formation de la mémoire et la plasticité synaptique (Levenson
and Sweatt 2005)). Cela implique une chose importante: puisque ces changements épigénétiques
peuvent étre stables dans le temps, I'environnement peut influer sur tous ces traits a long terme
chez l'individu. Ils pourraient méme dans certains cas étre transmis aux générations suivantes,
Benito et al. 2018 montre en effet que ’amélioration de la cognition chez les souris par la présence
d’enrichissements peut se transmettre a la descendance par le sperme grace a 1’épigénétique. Les
effets épigénétiques de I'environnement sur la cognition semblent donc particulierement importants
d’un point de vue évolutif. Cependant, ’épigénétique n’aurait un role que dans la mémoire a
long terme (Stilling and Fischer 2011). En effet, il semblerait que la synthése de protéines n’ait
lieu qu’assez tard dans la potentialisation & long terme (Frey and Morris [1998), et donc que la
modification de ’expression de génes n’ait effet que lors de processus plus long. Il existe trois types

de mécanismes épigénétiques mais le plus étudié et le mieux connu est la méthylation de I’ADN.

1.2.1 Meéthylation, déméthylation et hydroxyméthylation de ’ADN
1.2.1.1 Meécanismes

La méthylation de PADN est une modification covalente de PADN pendant laquelle une DNA
méthyltransférase (DNMT) ajoute un groupement méthyle sur une cytosine (C. A. Miller and
Sweatt 2007)). Cela se produit souvent dans des ilots CpG (zones riches en cytosines suivies de
guanines), mais il est aussi possible de trouver de la méthylation sur des cytosines isolées (Monti
et al. 2020). De manieére générale, cette méthylation va diminuer l’expression du geéne sur, ou a
proximité duquel elle est localisée, en empéchant la fixation de I’ARN polymérase 1T & ’ADN (Bird
2002; C. A. Miller and Sweatt 2007). Chez les mammiferes, il existe trois familles de DNMTs, qui

ont toutes au moins un orthologue reconnu ayant les mémes fonctions chez les poissons (Mary G.
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Goll and Halpern 2011; Shimoda et al. 2005)). Parmi elles, deux ont un role dans la méthylation
de 'ADN, les DNMT3, qui ajoutent de novo des groupements méthyles sur ’ADN, et les DNMT1,
qui ont pour rdle de maintenir cette méthylation lors de la réplication (Siedlecki and Zielenkiewicz
2006). Les DNMT2 ont un role de protection des ARNs de transfert (Mary Grace Goll et al. 2006)).
Elles ne sont donc par directement impliquées dans les modifications épigénétiques de ’ADN, mais
il semblerait qu’elles aient tout de méme une importance dans le développement des poissons, et
notamment du cerveau (Rai, Chidester, et al.|[2007)). Il est important de noter que certaines régions
de PADN peuvent étre protégées de la méthylation par la fixation de la protéine Cfpl (CXXC finger
protein 1, dont il existe un homologue fonctionnel chez le zebrafish (S. R. L. Young et al. |2006)))

sur les histones (Thomson et al. |[2010]).

Des genes méthylés peuvent par la suite étre déméthylés pour étre a nouveau exprimés. Deux
enzymes sont connues jusqu’a présent pour jouer ce role chez les mammiferes: les protéines TETSs
(Ten-eleven-translocation) (Kaas et al. 2013) et GADD45b (Growth Arrest and DNA Damage-
inductible protein 45) (Jeremy J. Day and Sweatt 2010). Ces protéines se retrouvent également chez
le zebrafish (Chen et al.2016; Ge et al.|2014]), et ont bien un role dans la déméthylation (Y. Liu et al.
2016; Rai, Huggins, et al. |2008). Cependant, le processus de déméthylation par les protéines TETSs
s’arréte parfois avant la fin, donnant une cytosine hydroxyméthylé. Ces hydroxyméthylcytosines
sont présentes chez de nombreux organismes, dont les mammiferes (Kriaucionis and Heintz [2009;
Tahiliani et al. 2009), les oiseaux (Ciccone et al. 2017) et les reptiles (Venegas et al. 2016), mais
aussi les amphibiens, les poissons (Diotel et al. 2017)) et méme chez la drosophile (Shen et al. [2018).
L’hydroxyméthylation aurait aussi un roéle dans la régulation des geénes, mais contrairement a la
méthylation de ’ADN, elle aurait tendance a en favoriser I’expression (Uribe-Lewis et al. |[2020; Lio
et al. 2020)). Cela se ferait en modifiant la compaction de la chromatine et en aidant a la fixation
de facteurs de transcription chez les mammiferes (Turlaro et al. [2013; Lio et al. |[2020). En plus d’un
possible role dans les cancers (Kroeze, Reijden, and Jansen [2015; Salgado et al. |2020), elle aurait
également une importance dans le développement et la plasticité neural ainsi que dans la cognition
(Fan, Sun, and L. Liu 2018; Antunes et al. [2019)), et jouit donc d’un intérét grandissant dans la

communauté scientifique.

1.2.1.2 Roles dans la cognition

La méthylation et hydroxyméthylation de I’ADN sont particulierement importantes dans la cog-

nition. En effet, on sait que ces modifications épigénétiques jouent un tres grand role dans le
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développement embryonnaire et dans la différenciation cellulaire, notamment lors du développement
neural (Santiago et al. 2014). On sait par exemple qu'une exposition & certains composés pendant
le développement peut entrainer la méthylation de certains genes importants a la formation du
cerveau, comme bdnf (Brain Derived Neurotrophic Factor), ce qui va modifier le comportement et

la cognition de I'individu touché (Lester et al. 2011)).

On sait aussi qu’il y a synthese de protéines lors de la formation de la mémoire a long terme et
de sa consolidation (Frey and Morris |1998), et que ces modifications d’expression des genes sont au
moins en partie dues a ’épigénétique. C. A. Miller and Sweatt [2007, ont en effet montré que le taux
de méthylation global dans I'hippocampe avait augmenté une heure apres un test ” fear conditioning”
(sorte d’apprentissage émotionnel) pour ensuite revenir & un taux normal apres 24h. Cela peut
sembler contre-intuitif de diminuer ’expression des genes lors des processus d’apprentissage, qui est
un processus actif, mais on peut expliquer ce phénomeéne de plusieurs manieres. Tout d’abord, il
est nécessaire de supprimer I'expression des genes suppresseurs de mémoire, comme PP1 (Protein
phosphatase 1) (C. A. Miller and Sweatt [2007; Lester et al. |2011; Molfese 2011; Schafe [2016).
Ensuite, la méthylation de ’ADN est probablement tres liée a 'acétylation des histones, qui a
pour effet d’augmenter la transcription (C. A. Miller, Campbell, and Sweatt 2008; Schafe 2016])
(les modifications d’histones seront détaillées plus loin). De plus, les méthylcytosines peuvent
recruter MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2). Cette protéine peut recruter des HDACs (histone
desacetylase), qui vont favoriser la condensation de la chromatine et diminuer l’expression des
genes, mais va également parfois recruter CREB1 (cAMP responsive element binding protein 1),
qui lui favorise plutot la transcription (Schafe [2016). Enfin, bien que le taux global de méthylation
augmente dans 'hippocampe, certains genes promoteurs de mémoire seront quand méme déméthylés
pour étre plus exprimés. C’est le cas par exemple de la reelin, impliquée dans la migration des
neurones et la plasticité neurale (Jeremy J. Day and Sweatt [2010; Kiroski et al. 2020), et de bdnf,
également impliquée dans la plasticité neurale (Jeremy J. Day and Sweatt 2010)). Ainsi, d’une
part, un faible taux de méthylation menerait a des problemes mentaux et d’autre part, un taux de
méthylation élevé ne permettrait pas d’exprimer les génes nécessaires a la mémorisation, pouvant
causer des dysfonctionnements cognitifs (Molfese |2011). Il faut donc un juste équilibre entre les
deux.

Juste apres cette premiere étape de formation de mémoire dans ’hippocampe, il y a la consol-
idation. Celle-ci nécessite aussi de la transcription et de la syntheése de protéines (Johansen et al.

2011). Ce stockage des informations & long terme a probablement lieu dans le cortex cingulaire
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Figure 9: Changements de méthylation dans la cognition. a) Principaux genes impliqués dans la
formation et le stockage de la mémoire, ainsi que la localisation des changements de méthylation en
fonction de la zone dans le cerveau de rat. PFC = Cortex Préfrontal; 1 = le taux de méthylation
augmente; | = le taux de méthylation diminue. b) Taux de méthylation dans I’hippocampe et dans
le cortex en fonction du temps (C. A. Miller, Gavin, et al. 2010)

antérieur (Frankland et al. [2004). C. A. Miller, Gavin, et al. 2010 y ont en effet observé, lors d’un
test de fear conditining, une élévation du taux de méthylation du geéne calcineurin a partir d’un jour
apres le test et pour au moins les 30 jours suivants. De plus, lorsque des inhibiteurs de DNMTs ont
été injectés apres les 30 jours, réaugmentant I’expression du gene, la mémoire a été sérieusement
altérée. Cela indiquerait un role important de la Calcineurine dans le stockage de la mémoire. Mais
ce n'est probablement pas le seul géne impliqué: le méme article montre que Egrl/zif268 (Early
growth response protein 1, aussi appelé zinc finger protein 268) a été, a I'inverse, déméthylé pendant
cette méme période. Pour ce qui est de la reelin, elle a été méthylée lors de la premiere heure, puis
est revenu a un taux de méthylation normal par la suite. Ces deux premieres étapes de formation

de mémoire et de consolidation sont illustrées par la figure [0

L’hydroxyméthylation est également trés importante dans la formation et la consolidation de la
mémoire. FEn effet, des souris dont le gene tet! est knockout montrent des problemes d’apprentissage
et de mémoire (Zhang et al. |2013). De plus, une augmentation de I'expression des TETSs dans le
cerveau permet de lutter contre les dysfonctionnements cognitifs liés a 1’age, comme Alzheimer
(Grinan-Ferré et al.|[2019; Gontier et al.|[2018). La principale protéine qui se lie aux hydroxyméthyl-
cytosines est MeCP2 (Mellén et al. [2012), mais ce n’est pas la seule (Spruijt et al. [2013). Certaines
molécules sont donc communes aux deux modifications, qui ont pourtant des effets opposés. Les
processus et mécanismes doivent donc étre finement régulés et la bonne modification doit étre faite
au bon geéne, pour que la formation de la mémoire se passe correctement. Donc, en plus des mod-
ifications épigénétiques des genes des protéines impliquées dans la mémoire, il faut également que

les genes régulateurs de ces modifications soient exprimés correctement.
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Mais la mémoire a long terme est un processus dynamique. Les souvenirs peuvent étre réexprimés
par l'individu lorsqu’il se retrouve dans une situation similaire et ils peuvent alors étre mod-
ifiés, reconsolidés ou s’éteindre (Schafe 2016). Ces phénomenes impliquent les mémes principes
moléculaires, les mémes mécanismes et les mémes génes que la formation de la mémoire, comme
si lors de ceux-ci, il y avait un nouvel apprentissage (Schafe 2016; Stafford and Lattal 2011). Par
exemple, lors d’une extinction de mémoire, les protéines HDAC vont étre inhibées, comme lors d’une
inhibition de la formation de la mémoire (Schafe 2016). On peut également citer la protéine TET1,
qui lorsqu’elle est absente, provoque non seulement des probléemes de mémoire (Zhang et al. |[2013]),
mais également des problemes d’extinction de mémoire (Rudenko et al. 2013). Tous ces processus
jouent un grand role dans la plasticité de la mémoire, et sont donc treés importants d’un point de

vue évolutif (Herry et al. |2010]).

1.2.1.3 Etat des connaissances chez les poissons

Cependant, les expériences et leurs résultats discutés précédemment concernent les mammiferes,
principalement des rats et des souris. En effet, il existe tres peu d’études sur les liens entre
I’épigénétique et les processus d’apprentissage et de mémorisation chez les poissons, et aucune ne
montre réellement une relation de causalité. Par exemple, une exposition au Bla]P (benzo[a|pyrene),
réduit le taux de méthylation global chez le zebrafish en réduisant I’expression des DNMTs pendant
plusieurs générations, et cause en parallele une diminution des capacités d’apprentissage chez ces
poissons (Knecht et al.|2017). D’autres articles montrent également cette corrélation entre diminu-
tion de I'expression des DNMTs et perte des capacités d’apprentissage, chez plusieurs especes de
poissons (Beaver et al. 2017; Baumgart et al. [2014). A Uinverse, une autre étude chez le zebrafish
montre qu'un trop haut taux de méthylation du promoteur de GABRB2 (gamma-aminobutyric
acid (GABA) receptor [52) serait corrélé avec des dysfonctionnements cognitifs et des symptomes
proches de la schizophrénie (L. Wang et al. [2016). Mais bien que ces études ne permettent pas de
I’affirmer, cela pourrait tout de méme laisser supposer que les mécanismes d’apprentissage et de
mémoire chez les téléostéens impliquent, comme chez les mammiféres, de la méthylation. Quelques
études décrivent des protéines impliquées dans la cognition chez les poissons. Par exemple, SETD5,
une histone méthyltransférase, possede un réle important dans le développement du cerveau autant
chez la souris que chez le zebrafish (Sessa et al. 2019)). D’autres génes semblent également com-
muns aux mammiféres et aux poissons: Creb! (Dou et al. 2018), Bdnf (Dou et al. 2018), MeCP2
(Coverdale et al. [2004), etc.
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Mais la méthylation de PADN n’est pas la seule maniere par laquelle I’épigénétique peut af-
fecter la mémoire et apprentissage. Il existe aussi deux autres mécanismes épigénétiques, qui ont
également un roéle dans les processus de cognition. L’acétylation des histones, par exemple, a été

mentionnée plus haut comme possiblement liée & la méthylation de I’ADN.

1.2.2 Modification des histones

Les histones sont des protéines étroitement associées a ’ADN et jouant un grand role dans sa struc-
ture (Jenuwein and Allis 2001). Ils sont électrochimiquement positifs et s’associent donc avec ce
dernier, plutot négatif (Stilling and Fischer 2011). Cependant, des résidus peuvent s’ajouter sur
plusieurs sites des histones et modifier 'attraction entre les deux molécules en formant un ”code
d’histones” (Jenuwein and Allis |2001). Par exemple, ’addition d’un groupement acétyle va neu-
traliser une charge positive de I'histone, ce qui va avoir pour effet de relacher la structure, et par
conséquent, rendre les genes localisés a cet endroit plus accessibles (Levenson and Sweatt 2005; Still-
ing and Fischer 2011). De plus, I’histone acétylée va également servir de cible aux protéines de la
machinerie de transcription (Jenuwein and Allis 2001)), facilitant d’autant plus l’expression du gene.
Les histones acétylées peuvent par la suite étre désacétylés par des désacétylases, et il est également
possible d’ajouter d’autres types de groupements dont certains ont un effet inverse, comme par
exemple des groupements méthyles (Stilling and Fischer 2011)). Les modifications d’histones ont un
role dans la formation de la mémoire. Une étude de Levenson, O’Riordan, et al. 2004, montre en
effet que dans I’aire CA1 de I'hippocampe, une heure apres un test fear conditionning, le niveau
d’acétylation de I’histone H3 était plus élevé. Ce niveau d’acétylation était par la suite revenu a
la normale 24h apres le test, montrant que cette phase n’est que temporaire. Elle est cependant
primordiale, car lorsqu’elle ne se déroule pas correctement, cela mene a des dysfonctionnements
cognitifs. Par exemple, une surexpression de certains HDACs diminue la plasticité synaptique et
la formation de la mémoire, alors qu'un knockout du gene 'améliore (Guan et al. 2009). Un dys-
fonctionnement dans les enzymes impliquées dans la méthylation et la déméthylation des histones
induisent également des problemes de cognition (Parkel, Lopez-Atalaya, and Barco [2013). Il est
probable que les processus d’acétylation des histones soient fortement liés a la méthylation de ’ADN.
En effet, il semblerait que I'inhibition des DNMTs induit une inhibition de I’acétylation des histones,

causant des déficits dans la consolidation de la mémoire (C. A. Miller, Campbell, and Sweatt [2008).

Ces deux premiers mécanismes épigénétiques agissent de maniere ”cell-wide”, c’est-a-dire qu’ils

régulent la mémoire et 'apprentissage a 1’échelle de la cellule, et ce de la méme maniere pour toutes
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les dendrites. Cependant des mécanismes plus fins sont nécessaires pour les régulations a 1’échelle
de la synapse, tout aussi primordiaux a la cognition. Pour cela, le troisieme mécanisme épigénétique

peut avoir une grande importance et implique les microARNs interférents.

1.2.3 MicroARNs interférents

Les microARNs (miRNAs) sont des petites molécules d’ARN non-codantes, qui, en se fixant a un
brin d’ARN messager codant complémentaire, peuvent en inhiber la traduction en protéine (Derghal
et al. [2016; Bredy et al. [2011). Il s’agit de la seule modification épigénétique qui n’est pas directe-
ment reliée a la molécule d’ADN, et elle peut donc également avoir un effet en dehors du noyau.
Lorsque des miRNAs sont situés dans certaines dendrites uniquement, ils pourraient alors réguler la
traduction en protéines de maniere beaucoup plus précise, et jouer un role de régulation a I’échelle
de la synapse. Aucune étude n’a été trouvée démontrant un réle de ces miRNAs dans la mémoire
et 'apprentissage chez les poissons, mais ils sont présents dans le systéme nerveux central. De
plus chez la drosophile, ils y sont impliqués (Ashraf et al. |2006), et chez les mammiferes, ils sont
connus pour étre présents en grandes quantités dans le cerveau, et notamment dans des régions
trés importantes pour la cognition (Mercer et al. 2008). Ils y joueraient un role de régulateur de
la plasticité neurale, de la mémoire et de lapprentissage (Bredy et al. 2011). On retrouve par
exemple dans les dendrites des neurones de ’hippocampe, miR-134, un microARN empéchant la
traduction de bdnf, dont la protéine est tres importante dans la plasticité neurale (Schafe 2016).
Wibrand et al. 2010, suggerent également que la concentration en certains miRNAs peut changer
lors d’évenements comme les potentialisations a long terme, primordiales dans les processus de for-
mation de la mémoire. De plus, chez les mammiféres, une inhibition ciblée de Dicer (une enzyme
impliquée dans la formation des miRNAs) semble augmenter les capacités de cognition liées a la
partie du cerveau touchée. Mais parfois, a I'inverse, ’augmentation de certains miRNAs peut aussi
aider a la formation de la mémoire (Bredy et al.|[2011). Les mécanismes par lesquels ils agissent sont
encore méconnus, mais les trois grands roles supposés qu’ils ont dans la cognition sont de modifier
la morphogenese des neurones lors du développement, réguler plus finement et individuellement les
connections synaptiques, et ”déstabiliser” la mémoire pour pouvoir modifier ou former de nouveaux
souvenirs (Bredy et al. 2011). Or, il semblerait que l’environnement puisse avoir un effet sur la
concentration en ces miRNAs. Par exemple, des perturbateurs endocriniens comme les cestrogenes
peuvent moduler leur expression chez les zebrafish (A. Cohen et al.|[2008). La aussi, I’environnement

pourrait donc influer sur les processus de cognition.
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Figure 10: Role de I’épigénétique dans la cognition. Apreés la perception du signal par les
récepteurs des synapses, une cascade de réactions se produit, ce qui va déclencher les modifica-
tions épigénétiques: méthylation et hydroxyméthylation de ’ADN, puis modifications d’histones.
Cela induit une modification de I'expression des genes ”cell-wide”. Les ARNs messagers produits
sont alors amenés aux dendrites, et en fonction des micro-ARNs qui s’y trouvent, seront traduits
en protéines ou détruits.

Les mécanismes épigénétiques ont donc de nombreux roles dans les processus cognitifs. Ceux-ci

sont résumés par la figure

1.2.4 Geénes d’intéréts

De nombreux genes sont impliqués d’une maniere ou d’une autre dans la cognition. Il faut donc que
toute cette machinerie fonctionne correctement et que ’expression soit parfaitement régulée pour
que apprentissage et la mémoire puisse se faire. Premiérement, le cerveau doit se développer de
la bonne maniére. Des génes comme bdnf, crh, setd5, dnmt2 (uniquement pour les poissons pour

cette derniere), etc. vont alors entrer en jeu.

Ensuite, de nombreuses protéines jouent un réle lors des phénomeénes de formation et de consol-
idation de la mémoire. On peut tout d’abord citer toutes celles impliquées dans les cascades kinases
précédent les modifications épigénétiques: les récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate), qui vont
activer les protéines ERK (Extracellular-signal regulated kinase), ainsi que CREB, un facteur de

transcription important dont I'expression doit étre favorisée (Adams and Sweatt 2002; Johansen et
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al.2011) et MeCP2, une protéine qui va se fixer aux méthylcytisines et aux hydroxyméthylcytisines.
Mais il y a aussi celles qui sont exprimées ou réprimées par 1’épigénétique, comme PP1, la reelin
ou BDNF (Lester et al. 2011). Si leur niveau de méthylation avant ou pendant la formation de
la mémoire n’est pas correct, cela pourrait causer des troubles d’apprentissage. On peut ensuite
nommer les genes calcineurin et Egrl qui jouent un role dans le stockage de la mémoire. S’ils ne
sont pas correctement méthylés apres I'apprentissage, cela signifie soit que ’apprentissage n’a pas

bien eu lieu, soit qu’il y a des problemes dans le stockage de la mémoire.

Les genes cités ci-dessus sont les plus couramment retrouvés dans la littérature et les mieux
connus, mais il existe de nombreux autres genes liés a la mémoire. De maniere non exhaustive, on
peut citer mef2 (Bredy et al. 2011), c-fos (Bredy et al. [2011]), dex (doublecortin) (Ebbesson and
Braithwaite 2012), Neuro-D (neural differentiating factor) (Ebbesson and Braithwaite [2012} etc.

Enfin, il est important que les modifications épigénétiques elles-mémes soient régulées. Toutes
les enzymes qui jouent un role épigénétique dans la cognition doivent également étre correctement
exprimées. De nombreuses études mentionnées plus haut montrent en effet que leur inhibition ou sur
expression cause des problemes, ou améliore la mémoire et I'apprentissage. Pour les modifications
de cytosines, on peut citer les DNMTs, avec en particulier DNMT3 pour son réle de méthylation
de novo, et les TETs. Mais il y a également les HATs (par exemple CBP (Levenson and Sweatt
2005)) et les HDACs (par exemple HDAC3 (Lester et al. 2011) et KDAC (Peixoto and Abel 2013))
pour les modifications des histones et Dicer pour les microARNs (Bredy et al.|[2011)) qui ont un role

dans la cognition.

Mais tous les geénes cités précédemment concernent n’importe quel processus cognitif impliqué
dans la mémoire a long terme et 'apprentissage au sens large. Pour rappel, la mémoire a court
terme ne rentre pas dans cette catégorie (a l'exception des genes de développement), car il n’y
a pas encore de synthése de protéine (le géne creb, par exemple, n’influence pas cette derniere
(Lau et al. [2012)). Ce n’est cependant pas le cas de tous les genes. Lau et al. 2012| ont en effet
montré chez le ver Caenorhabditis elegans que lorsque le gene glr-1, une sous-unité d’un récepteur
glutamate non-NMDA, était touché, cela n’affectait pas la mémoire & court terme non-associative,
mais bien la mémoire & long terme non-associative et ’apprentissage associatif (pour les deux types
de mémoire). Une autre mutation sur le géne nmr-1, une sous-unité du récepteur NMDA | n’impacte

aucune mémoire pour ['habituation, mais bien la mémoire a court et long terme de 'apprentissage
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associatif. Une réduction ou une augmentation de I’expression de ces deux genes pourrait donc

affecter de maniere ciblée certains types de mémoire seulement.

1.3 Kryptolebias marmoratus
1.3.1 Présentation de I’espéce

Le rivulus des mangroves Krypotolebias marmoratus est un poisson de 'ordre des Cyprinodontif-
ormes et de la famille des Rivulidae (Avise and A. Tatarenkov 2015). I vit sur la cote est de
I’Amérique, dans les mangroves entre la Floride et le sud du Brésil (Avise and A. Tatarenkov .
En plus d’étre capable de résister longtemps hors de 'eau (Bressman et al. et de résister a
de tres grandes différences de salinité (McCain et al. , il posseéde un mode de reproduction
tres particulier: il n’y a pas de femelle dans cette espece. Les populations sont androdioiques,
c’est-a-dire entierement composées d’hermaphrodites et de méles (figure , en proportion variable
(Turner, Davis, and D. S. Taylor . De plus, il est le seul vertébré connu, avec son espece
sceur Kryptolebias ocellatus, capable d’autofécondation (Harrington W.J. E. M. Costa.
Cette capacité engendre des lignées isogéniques, au sein desquelles les individus sont pratiquement

des clones, et il n’existe presque plus de variabilité allélique au sein d’'une méme population (Andrey

Tatarenkov et al. |2015)).

Figure 11: Kryptolebias marmoratus a) Hermaphrodite b) Male (Photos: Frédéric Silvestre)

1.3.2 Intérét de ’espece

Cette capactié d’autofécondation apporte un grand avantage: puisque tous les individus d’'une méme
lignée sont pratiquement clonaux, la variabilité interindividuelle dans le phénotype observé ne peut
pas étre due a la séquence d’ADN. Or le phénotype d’un individu est influencé par la génétique,
Ienvironnement et leur interaction (Bull . La variation phénotypique observée est donc po-

tentiellement causée par le milieu. Cela fait de cette espece un trés bon modele pour étudier les
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Figure 12: Résultats des tests comportementaux pour les trois réplicats de trois expériences.
Expérience 1: age au 1¢" réplicat de 430 jours et temps entre réplicats de 21 jours. Expérience
2: age au 1" réplicat de 150 jours et temps entre réplicats de 21 jours. Expérience 3: age au 1"
réplicat de 150 jours et temps entre réplicats de 14 jours. (Chapelle 2018)

effets de 1’épigénétique.

De plus, les poissons sont en voie pour devenir des modeles reconnus pour I’étude de la cog-
nition. En effet, contrairement a 'Homme, leur cerveau reste plastique et continue a faire de
la neurogeneése jusqu’a leur mort (Ebbesson and Braithwaite [2012)). Ils ont également une posi-
tion basale dans 'arbre phylogénétique des vertébrés, et y ont une radiation trés importante, ce
qui est donc tres intéressant pour comprendre la cognition de ’ancétre commun de ce groupe, et
I’évolution qui en a suivi, comme les convergences évolutives et les roles écologiques de la mémoire
et lapprentissage (Bshary and Brown 2014). C’est notamment pour cela qu’il est important de
ne pas étudier qu'une seule espece. Jusqu’a présent, le principal modele chez les poissons est le
zebrafish, mais il existe des différences interspécifiques parfois assez importantes, et cette espece
n’est pas toujours représentative de tous les poissons. Dans une étude de McAroe, Craig, and
Holland 2016| ou ils comparent la cognition chez le zebrafish (Danio rerio), une espece de killifish
(Nothobranchius guentheri), le poisson rouge (Carassius auratus auratus) et le combattant (Betta
speldens), ils montrent non seulement que le zebrafish est parfois une exception dans son comporte-
ment d’apprentissage, mais aussi que chaque espece est différente et a ses propres particularités

dans la cognition.
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Enfin, le laboratoire de Prof. F. Silvestre, ot ce mémoire sera réalisé, a déja constaté de nom-
breuses preuves d’habituation lors des expériences sur K. marmoratus. Les mémoires et these de
Avalos Cascante 2017; Chapelle 2018} Colinet 2018} Markey 2019; Laurent 2019} Carion 2020 par-
lent tous de ce phénomene. Par exemple, sur la figure [12] issue du mémoire de Valentine Chapelle,
on observe pour chaque trait mesuré d’un test d’audace et un test d’agressivité, la réponse moyenne
des individus pour chaque réplicat. Les 3 expériences ont été réalisées par des personnes différentes
sur des individus d’ages différents et avec un intervalle de temps entre les réplicats différent. On
observe ici pour la plupart des traits, une habituation des le deuxieme réplicat, et donc une non-
répétabilité des résultats. Cela montre que les individus apprennent relativement vite chez cette
espece. Le rivulus des mangroves est donc une espece parfaitement adaptée a I’étude des mécanismes

épigénétiques sous-jacents la cognition.
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2 Objectifs du mémoire

Ce mémoire a pour but d’étudier les mécanismes épigénétiques impliqués dans la cognition, et
d’aider a comprendre le role qu’ils y jouent. Leur importance dans la formation et le stockage de la
mémoire a été mise en évidence, mais peu est connu sur la maniere dont ils peuvent influencer les
capacités d’apprentissage et de mémoire, et créer de la variation interindividuelle dans une popula-
tion. De plus, plusieurs corrélations entre la personnalité et I’apprentissage ont pu étre observés chez
certaines especes, et celle-ci pourraient également jouer un role dans la variation de cette derniere.
Ce travail se concentrera donc sur comment I’épigénétique peut moduler les capacités cognitives
d’un individu et les possibles liens qu’elle peut créer entre les différents types de cognition, ainsi

que de potentiels liens avec d’autres traits de comportements.

Afin de répondre a cette question, différents aspects de la cognition et de la personnalité, ainsi
que le taux de méthylation de certains genes clés seront caractérisés chez une lignée de Kryptolebias
marmoratus. Cela permettra de détecter de potentielles corrélations entre les différents types de
mémoire et d’apprentissage dans cette lignée, et entre ces traits cognitifs, la personnalité et les

marques épigénétiques dans le cerveau.

Pour cela, chaque individu sera exposé a deux tests différents: un test d’habituation et un
labyrinthe. Lors de ces tests, une mesure de ’apprentissage permettra de déterminer les capacités
cognitives des individus, ainsi que leur personnalité et la variabilité interindividuelle dans cette
lignée. On pourrait alors potentiellement observer des syndromes comportementaux entre les traits
de personnalités, mais aussi des liens avec et entre les types de capacités d’apprentissage. Une
premiere hypothese est donc qu’il serait possible d’observer des ”syndromes cognitifs” chez cette

espece.

De plus, puisque tous les individus sont de la méme lignée (DC4), ils seront considérés comme
des clones élevés dans un méme environnement. Toute la variation interindividuelle observée sera
donc principalement due a un effet du hasard. L’hypothese faite ici est que cet effet du hasard se
traduit par des changements épigénétiques, et plus précisément dans les taux de méthylation de
certains genes liés a la cognition. Une modification de ces taux influencera le niveau d’expression
des genes cibles, ce qui aura pour conséquence d’améliorer ou de diminuer soit toutes les capacités

cognitives, soit seulement certaines.
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3 Matériel et méthodes

3.1 Design expérimental

Les tests comportementaux sont réalisés sur 60 poissons de la lignée DC4 de K. marmoratus du
laboratoire du Prof. Frédéric Silvestre. Ce nombre a été choisi sur base de plusieurs expériences
étudiant des variations inter-individuelles de capacités cognitives sans effet toxicologique (Girvan
and Braithwaite 1998; Sommer-Trembo and Plath 2018; Louison et al. [2019)) et a été confirmé
par Dr. R. Earley (communication personnelle). 24 individus (12 & apprentissage rapide et 12 a
apprentissage lent) ont ensuite été sélectionnés pour les tests épigénétiques. Ce nombre se base sur
plusieurs résultats ou des différences significatives d’un point de vue méthylation gene spécifique, et
liés a "apprentissage, ont été trouvées entre des groupes dont la taille varie entre 4 et 15 individus
(Penner et al. 2016; Doherty, Forster, and T. L. Roth 2016; Haberman, Quigley, and Gallagher
2012; King, Rosene, and Abraham [2012; Jeremy J Day et al. 2013). Les tests qui ont été réalisés

sont illustrés par la figure

Jo J60 Je2 J67 (1)
Eclosion 1% test 2° test Euthanasie et dissection:
n=60 | | Récupération du cerveau pour les
tests épigénétiques.
Tests comportementaux: n=60
Réalisation de deux tests différents
(habituation et labyrinthe) dont ordre Tests épigénétiques:
dépendra du. gfoupe du poisson. Mesure du pourcentage de méthylation
n =60 (30individus/groupe) des ilots CpG des génes cibles.

n=24

Figure 13: Schéma chronologique des expériences représentant les différents tests qui sont réalisés
sur les poissons, ainsi que I’age auquel ils sont réalisés.

Il s’agit d’une étude qui se déroule en trois étapes principales.

e La premiere consiste en la réalisation de plusieurs tests comportementaux qui permettent
d’évaluer les capacités cognitives des différents individus. Il s’agit d’une expérience testant
I’habituation, et d’une autre testant ’apprentissage spatial. Chaque poisson réalise une fois
les deux tests, mais les 60 individus sont séparés aléatoirement en deux groupes de 30 qui
déterminent I'ordre dans lequel ils sont réalisés. Cela permet d’éviter des biais liés & un possible
apprentissage des poissons entre les tests. Le premier est réalisé 60 jours apres éclosion, et le

deuxiéme 62 jours apres éclosion. A cet age, les poissons sont encore sexuellement immatures
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et en développement. Les deux tests sont réalisés a deux jours d’intervalle, de sorte a éviter
une trop grande différence d’age, tout en minimisant les effets du premier test sur les résultats

du deuxiéme.

e Les poissons sont ensuite euthanasiés et disséqués afin de récupérer leur cerveau pour les tests
épigénétiques. Cette étape a lieu 5 + 1 jours apres le dernier test. Ce nombre de jour a été
choisi de sorte a ce que les poissons ne soient pas encore adultes, mais suffisamment grand

pour minimiser un éventuel effet de 'ordre des tests sur les modifications épigénétiques.

e La derniere étape est la récolte de données épigénétiques. Le taux de méthylation de certains
genes clés traduit le niveau d’expression probable de celui-ci, et peut possiblement étre corrélé

aux capacités cognitives testées précédemment.

3.2 Elevage

120 oeufs sont récoltés au hasard dans le stock d’oeufs de rivulus de la lignée DC4 du laboratoire
URBE de 'UNamur. Ils sont ensuite placés dans des plaques multi-puits contenant 4 ml d’eau salée
a 25 ppt, qui est renouvelée toutes les semaines. Chaque jour, les larves ayant éclos sont déplacées
dans des bocaux individuels contenant 300 ml d’eau salée a 25ppt. Elles sont conservées dans un
local thermorégulé a 284+1°C, avec une photopériode 12:12h. Elles sont nourries tous les jours ad
libidum avec 1 ml d’une solution d’Artemia salina vivants. Les 60 premiers individus ayant éclos

et survécu ont été utilisés pour I'expérience.

3.3 Tests cognitifs

Les tests cognitifs sont réalisés a 60 et 62 dph. L’ordre des deux tests est, pour rappel, déterminé
aléatoirement pour chaque poisson afin d’éviter un biais d’apprentissage. Chaque test est filmé
a laide d’une caméra Panasonic fullHD (HC-V770) ou Sony Handycam (HDR-CX220 ou HDR-

CX625) afin de pouvoir par la suite étre analysé sur le logiciel Noldus Ethovision XT®.

3.3.1 Test 1: habituation

Le test d’habituation réalisé est un test de type "novel object”. Un seau circulaire gris clair de 18 cm
de diametre (figure ) est rempli avec 1,2 1 d’eau salée a 25 ppt et & une température de 28+1°C.
Le poisson y est placé au début de l'expérience et y reste pendant 30 minutes d’acclimatation.
Ensuite, une colonne rouge en plastique (le nouvel objet) de 7 cm de hauteur et de 2,5 cm de

diametre (figure ) est placée dans le seau prées d’'un bord. Le temps passé a proximité de la
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Figure 14: Matériel utilisé pour I'expérience d’habituation. a) Seau et emplacement de la colonne
lors de 'expérience. b) Colonne

colonne est mesuré par intervalles de 5 minutes pendant 2h30. Cela permet de voir 1’évolution du
comportement des individus face a la colonne, et donc d’estimer leur habituation, c’est-a-dire une
diminution (ou non) de la réponse & ce nouveau stimulus. Le nombre de transitions entre la zone
proche de la colonne et le reste de I'arene, la réaction de I'individu lors de la pose de la colonne,
le temps écoulé avant la premiere approche de 1'objet et le pourcentage de temps total passé pres
de la colonne ont également été mesuré. A la fin de I'expérience, le seau est vidé et rincé avant

I'utilisation suivante.

3.3.2 Test 2: apprentissage spatial

Un labyrinthe est utilisé pour tester I’apprentissage spatial des poissons. Les bords latéraux de
I’aréne sont gris foncé, alors que le fond est blanc translucide, permettant un rétro-éclairage afin
de faciliter la détection de I’animal par logiciel. Elle est remplie avec 350 ml d’eau salée a 25 ppt
et a une température de 28+1°C. Le poisson est placé au début de I'expérience dans la chambre
d’acclimatation (figure ) pendant 10 minutes. Lorsque le temps est écoulé, la porte qui le sépare
des deux autres chambres est soulevée, et il peut alors se déplacer librement pendant 30 minutes.
L’une des deux chambres (figure [I5p) (aléatoirement celle de droite ou de gauche) contient un
morceau de coton en dessous duquel il peut se cacher, et qui est protégé du rétro-éclairage par une
opacification du fond de ’aréne avec du papier collant noir. Cet abri (figure ) constitue le stim-

ulus positif supposé récompenser le poisson, alors que 'autre chambre (figure ), de dimensions
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Figure 15: Aréne de apprentissage spatial. a) chambre d’acclimatation; b) chambre contenant un
abri; ¢) chambre sans abri; d) abri. Le fond de l'aréne est blanc translucide et les murs sont gris.
Les dimensions de chaque chambre sont indiquées sur 'image, et la hauteur de murs est de 12 cm.
La porte se place dans les coulisses situées entre la chambre d’acclimatation et les 2 autres chambre.

identiques a la premiere, est vide. Apres cette premiere phase d’entrainement, le poisson est replacé
dans la chambre d’acclimatation porte fermée pendant 30 minutes, et s’en suit une deuxieéme phase
d’entralnement de 30 minutes. Et apreés une nouvelle acclimatation de 30 minutes, a ensuite lieu
un dernier essai de 30 minutes. Pour chaque essai est mesuré le temps passé dans chaque chambre
et si I'individu est allé dans la chambre avec ou sans coton lors de sa premiere sortie de la chambre
d’acclimatation. A cela s’ajoute le temps nécessaire a la premiere sortie de la chambre, le nombre
de transitions entre les chambres et la réaction des individus au moment ou la porte est soulevée.

A la fin de 'expérience, 'aréne est vidée et rincée avant 1'utilisation suivante.

3.3.3 Analyses avec Ethovision

Toutes les vidéos des tests sont analysées via le logiciel Ethovision XT®, produit par Noldus.
Celui-ci permet de calculer les différentes mesures décrites précédemment. Pour cela, des arénes ont
6té dessinées sur le logiciel. Pour I'habituation (figure [L6p), 'aréne (a.I) se compose uniquement
d’un disque autour de I'objet (a.II), dont le rayon est calculé de sorte a laisser la longueur d’un
poisson tout autour de la base de I’'objet. Pour le labyrinthe (figure ), trois principales zones sont
distinguées: la chambre d’acclimatation (b.I), la chambre contenant le coton (b.II) et la chambre

vide (b.III). Celle contenant le coton possede une derniére zone, détourée de bleu: I’abri (b.IV).
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Figure 16: Représentation des arenes telles que dessinées sur le logiciel Ethovision XT®. a) aréne
du test d’habituation (a.I), composée d’une zone proche de l'objet (a.II) dont le rayon est calculé
de sorte a laisser la longueur d’un poisson tout autour de I'objet. b) aréne du test d’apprentissage
spatial composée de la chambre d’acclimatation (b.I), la chambre contenant un abri (b.II) et la
chambre vide (b.III). L’abri (b.IV) est délimité par la forme du coton et/ou du papier collant noir
au fond de laréne (ligne bleue).

3.3.4 Calcul de 'apprentissage

Les données comportementales brutes obtenues grace au logiciel ont par la suite été manipulées afin
d’en déduire les capacités d’apprentissage (A) des individus. Trois mesures de I’apprentissage sont
réalisées, une pour 'apprentissage lors du test d’habituation (Apapituation), €t deux sur base du test

d’apprentissage Spatia1 (ASpatialChoix et ASpatialTemps)-

3.3.4.1 Mesure de I’habituation

La mesure d’habituation est calculée sur base du temps passé pres de la colonne par intervalles de
5 minutes tout au long des 2h30. En cas d’apprentissage, aprés une période pendant laquelle le
poisson évite I'objet inconnu, I'intérét porté a ce nouvel objet devrait augmenter puis diminuer pro-
gressivement, et donc le temps passé a proximité de la colonne doit également suivre cette courbe.

La figure |17 donne un exemple de résultat attendu (données fictives).

La rapidité d’habituation a l'objet (Apgapituation), correspondant a la rapidité d’apprentissage,
est défini comme le nombre d’intervalles de 5 minutes nécessaires pour que le poisson se désintéresse
de la colonne & partir du moment ou il s’en est approché. Afin d’éviter un biais lié au fait que le
poisson peut s’approcher de la colonne sans nécessairement s’y intéresser, le pourcentage moyen de

temps qui aurait di étre passé pres de celle-ci si les mouvements des individus étaient uniquement
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Figure 17: Données fictives de temps passé pres de la colonne pour chaque intervalle de 5 minutes,
afin d’illustrer I’exemple de calcul de I’habituation. Les 2 courbes représentent des poissons différents
(a, en rouge et b, en bleu).

dii au hasard a été calculé comme suit: Pourcentagepgsard = % %100, olt Sppjer est la surface de la
zone considérée proche de I'objet et Syt est la surface totale de I'arene. Ici, on a Sypjer = 3, 252 %7 =
33,17em? et Sy = 92 x ™ = 254, 34cm?. Donc Pourcentagengsarda = 13%. Le poisson est considéré
comme n’ayant plus peur de la colonne a partir du moment ot le pourcentage de temps passé pres de
la colonne dépasse les 13%. Le compte du nombre d’intervalles commence donc & partir du premier
dont le pourcentage dépasse les 13%. L’habituation est ensuite considérée comme terminée lorsque
le poisson passe moins de 13% du temps preés de la colonne pour 2 intervalles d’affilées. Ce compte
ne reprend pas, méme si le pourcentage de temps passé pres de 'objet redépasse les 13% plus tard
au cours de I'expérience. Sur 'exemple de la figure le poisson (a) a donc un Apgapituation = 10
intervalles et pour le poisson (b) Agapituation = 14 intervalles. Le Apgpituation de (a) étant plus petit

que celui de (b), les capacités d’habituation de (a) sont alors considérée plus grande que celles de

(b).

3.3.4.2 Mesure de Papprentissage spatial

La premiere mesure utilisée pour quantifier 'apprentissage spatial consiste a regarder si au dernier
essai, le poisson est entré en premier dans la chambre contenant I’abri (stimulus positif) ou celle
qui est vide. S’il est allé dans la bonne chambre du premier coup, il se voit attribuer un score
(Aspatiaichoiz) de 1, §'il est allé dans la chambre vide, un score de -1, et s’il n’est pas sorti de la

chambre d’acclimatation au dernier essai, un score de 0.
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Figure 18: Données fictives de temps passé dans chaque chambre pour les 3 essais pour un individu.
Les points correspondent aux valeurs mesurées et les lignes pointillées aux pentes de régressions
calculées (méthode = modele linéaire). A droite de la 1égende de chaque chambre se trouve I’équation
de la droite de régression.

Le deuxieme score (AgpatialTemps) €st basé sur I’évolution du temps passé dans chaque chambre.
Pour chaque individu et pour chaque chambre, une pente de régression est calculée représentant
I’évolution du temps passé dans la chambre entre les différents essais. Un exemple fictif est montré
sur la figure L’équation de cette droite indique la pente, ce qui permet de calculer le score

d’apprentissage comme suit:

ASpatialTemps = PCoton + PC’hambreC - PChambreSC’

Ou Peooton est la pente pour I'abri, Popambrec €St la pente pour la chambre contenant ’abri et
Pchampresc est la pente pour la chambre vide. Dans le cas de 'exemple fictif, AspatiaiTemps =
238 4 64 — (—163,5) = 465,5. Plus AgpatiaiTemps €st grand, plus les capacités d’apprentissage sont

considérées comme élevées.

3.3.4.3 Mesures de traits de personnalité

Bien que ces tests d’apprentissage ne soient pas initialement prévus pour, il est possible de mesurer
certains traits de personnalité grace aux réactions que les individus ont face aux tests. Or, ces
traits peuvent étre corrélés avec les résultats aux différents tests, soit par syndrome cognitif, soit
par biais expérimental. Les différents traits de personnalité et la maniere dont ils ont été mesurés

sont détaillés dans cette section.
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Premierement, 'audace peut étre évaluée grace au test d’apprentissage spatial. En effet le temps
nécessaire a la sortie de la chambre d’acclimatation peut étre associée au temps nécessaire pour sor-
tir de ’abri d’un shelter test (plus le temps est long, moins le poisson est audacieux). Puisqu’il y a
3 essais différents, 3 mesures de timidité sont disponibles pour chaque individu. Un deuxieme trait
associé a ’audace, la néophobie, peut étre mesurée par le temps écoulé avant la premiere entrée
dans la zone a proximité de la colonne lors du test d’habituation. Ces deux mesures de personnalité

sont également obtenues via le logiciel Ethovision.

Une autre mesure qui peut étre associée a la personnalité est 'attractivité de la colonne du test
d’habituation par rapport au reste de I’environnement. Cette mesure permettrait de détecter un
possible biais d’expérimentation. En effet, si le nouvel objet est attractif ou répulsif pour certains
individus, cela peut influencer le temps passé pres de celui-ci, et donc le score d’habituation. Pour
cela, le pourcentage de temps passé par le poisson pres de la colonne doit étre comparé avec le
temps passé pres de celle-ci si ses mouvements étaient uniquement dus au hasard. Cette premiere
mesure (Attractivitéesurée) est fournie par le logiciel, et la seconde a été calculée pour la mesure
de 'habituation (Attractivitépgserqg = Pourcentagepgsara = 13%). Si Attractivitémesurée €St nette-
ment plus grande ou plus petite que Attractivitéy sqrq, cela pourrait montrer un effet respectivement
attractif ou répulsif de la colonne. On peut cependant distinguer deux Attractivité esurée: S0it 'on
prend en considération le pourcentage de temps passé pres de I'objet pour 'entiereté du test, soit
on ne commence qu’a partir du moment ou le poisson s’est approché de 'objet pour la premiere
fois. Cette deuxieme mesure a pour avantage de supprimer l'effet de la néophobie, mais les deux

mesures seront prises en considération lors de I’analyse.

Un score d’attractivité peut également étre calculé pour 'apprentissage spatial, afin de voir si
la chambre avec coton était bel et bien percue comme un renforcement positif par rapport a la

chambre sans coton. Il se calcule selon la formule:

tooton + tC’hambreC
tooton + tohambreC + tChambreSC

* 100

Attractivité esurée =

Ou tooton est le temps passé sous le coton, topamprec €St le temps passé dans la chambre avec coton
(coton non compris) et topampresc €st le temps passé dans la chambre sans coton. Le résultat donne
le pourcentage de temps passé dans la chambre contenant le coton (coton compris), par rapport
au temps total passé hors de la chambre d’acclimatation. Ce score peut étre calculé pour les 3

essais afin d’avoir des répétitions. Si le pourcentage moyen est significativement plus grand que

39



50% (Attractivitépgsard), la chambre contenant le coton peut étre considérée comme attractive.

Ensuite, une mesure de 'activité du poisson peut étre réalisée pour les deux tests, en comptant
le nombre de transitions entre les différentes zones (entre la zone proche de l'objet et le reste de
I’aréne pour le test d’habituation, et entre les différentes chambres pour le test d’apprentissage

spatial). Cette mesure est fournie par le logiciel.

Une derniere mesure de personnalité est le type de réponse de l'individu face a un danger.
Lorsqu’il se retrouve en situation dangereuse, 3 types de réactions peuvent étre produites par
I'individu. Il peut s’immobiliser, mais il peut également fuir, ou attaquer. Le choix de réponse
parmi ces 3 stratégies dépend notamment de la personnalité de 'animal. La réaction des individus
est donc observée lors de la pose de la colonne pour le test d’habituation, ou lors de I'ouverture de

la porte lors des 3 essais du test d’apprentissage spatial.

Le test d’habituation et le test d’apprentissage spatial ne peuvent pas étre considérés comme
deux réplicats mesurant la personnalité des poissons, puisque les protocoles de ces deux tests sont
tres différents. Mais cela peut permettre de classer les individus selon un gradient de personnalité.
De plus, la variabilité au sein des individus peut tout de méme étre comparée a la variabilité
entre individus grace aux 3 essais différents de I’apprentissage spatial. Cela permet de déterminer
I'individualité, qui indique s’il y a une certaine constance dans les traits de personnalité au sein des

individus, et s’il y a de la variabilité entre individus.

3.4 Tests épigénétiques

La méthylation géne-spécifique est choisie comme méthode d’étude épigénétique. Celle-ci permet de
détecter le pourcentage de méthylation précis de chaque CpG indépendamment pour une séquence

donnée.

3.4.1 Euthanasie et dissection

A 6741 dph, les poissons sont euthanasiés dans de I’eau froide & 4+1°C et & une salinité de 25 ppt.
Apres 'euthanasie, ils sont mesurés et pesés afin de déterminer les mesures morphologiques, puis
décapités afin de s’assurer de leur mort avant dissection. La peau de la face dorsale de la téte peut
alors étre découpée longitudinalement du c6té postérieur vers le c6té antérieur, afin de dégager le

crane. Ensuite, le sommet de la boite cranienne est soulevé, leur cerveau (figure [19)) est récupéré
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Figure 19: Vue dorsale de la téte de Kryptolebias marmoratus avec indication de la localisation du
cerveau (& gauche en photo, a droite schématisé)

dans un eppendorf et immédiatement conservé dans de 'azote liquide, pour enfin étre stocké a

-80+1°C jusqu’aux extractions d’ADN.

3.4.2 Extraction d’ADN

L’objectif de cette manipulation est d’isoler ’ADN contenu dans le cerveau des individus a l'aide
du kit NucleoSpin® Tissue XS de l'entreprise Macherey-Nagel. Cette section ne présente que

les grandes lignes des étapes suivies. Pour plus de détails quant au protocole utilisé, se référer a

11Annexe 21

L’échantillon de cerveau prélevé lors de la dissection est tout d’abord prédigéré par de la
protéinase K dans du buffer T1 lors d’'une incubation de 4h dans un thermomixer. Les tissus
sont ensuite une deuxiéme fois digérés par le buffer B3 lors d’une incubation de 5 minutes. On
ajoute alors de I’éthanol absolu et on place 1’échantillon dans une colonne a membrane de silice.
Lors de la centrifugation, ’ADN va se lier a cette membrane, alors que le reste de ’échantillon
passera au travers. S’en suit alors 2 cycles de lavage au cours desquels du buffer B5 est placé dans
la colonne puis centrifugé. Lors d’une derniere étape, le buffer BE est placé dans la colonne. Celui-ci
va éluer ’ADN, qui pourra donc passer au travers de la membrane de silice et étre récupéré dans un
eppendorf lors d’une derniere centrifugation. L’échantillon peut alors étre conservé au congélateur

a -80°C.

La quantité et la qualité de ’ADN extrait lors de cette étape est évaluée de deux manieres.

La pureté et la quantité de I’échantillon d’ADN est mesurée a ’aide d’un spectrophotometre
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™ . . . ) .
NanoDrop™ 2000 de la marque ThermoFisher. Cet outil permet de détecter 1’éventuelle présence
de protéines ou de lipides qui auraient contaminé 1’échantillon et de connaitre la concentration en
ADN de notre échantillon. Un gel sur 20 échantillons parmi les 60 a également été réalisé afin voir

si PADN extrait était dégradé ou fragmenté.

3.4.3 Geénes étudiés et design des primers

5 genes ont été sélectionnés pour leur role dans la cognition afin d’étre analysés d’un point de vue
épigénétique. Bdnf, crebl et mecp2 sont 3 génes importants dans les processus moléculaires liés a
I’apprentissage, et ont tous les 3 été démontrés comme influencant les capacités cognitives lorsque
leur niveau d’expression était mal régulé chez des mammiferes (Vaynman, Ying, and Gomez-Pinilla
2004; Gonzales and LaSalle 2010)). Grin1b, dont I’équivalent chez C. elegans est nmr-1, est un gene
qui code pour une sous-unité du récepteur NMDA, qui, lorsqu’il est muté chez ce dernier, impacte
la mémoire associative, mais pas la mémoire non-associative (Lau et al. 2012). Enfin, egr! est un
géne qui est déméthylé apres un apprentissage (C. A. Miller, Gavin, et al. [2010)), il pourrait donc
servir de controle, et renseigner s’il y a bien eu un apprentissage plus important d’un point de vue

moléculaire chez les individus ayant mieux réussi le test.

L’entiereté des poissons n’a pas été testée d’un point de vue moléculaire. Seuls les 12 pois-
sons ayant le mieux et le moins bien réussi le test du labyrinthe ont été sélectionnés (voir section

Résultat), pour un total de 24 poissons utilisés pour les tests épigénétiques.

La séquence des genes, ainsi que la localisation des exons, ont par la suite été recherchées sur
NCBI (National Center for Biotechnology Information (NCBI) n.d.). Tous ont été retrouvés chez
K. marmoratus, a 'exception de crebl. La séquence de Nothobranchius furzeri a donc été choisie
a la place, car il s’agit d'une autre espece de Kkillifish, de la famille des Rivulidae, et donc assez
proche philogénétiquement (Murphy, Thomerson, and Collier [1999)). Les ilots CpG ont par la suite
été cherchés sur ces séquences a l'aide des sites MethPrimer (MethPrimer|n.d.) et GPMiner (Gene
Promoter Miner/n.d.)). Les séquences les plus intéressantes ont alors été sélectionnées. Elles se
situent toutes dans la région précédent le premier exon, supposée régulatrice, a I’exception de l'ilot
1 de bdnf, qui est lui localisé dans un intron a proximité du début de I'exon 4. Ce dernier a été
choisi car il posséde un pattern particulier composé de 6 CpG d’affilée. Le logiciel PyroMark Assay
Design de l'entreprise Quiagen a ensuite créé les primers forward et reverse qui permettraient de

réaliser la PCR et le primer syntheése nécessaire au pyroséquencage (seul le deuxieéme ilot de grinib
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a nécessité 'utilisation de MethPrimer car PyroMark Assay Design ne trouvait aucun primer pour

cette séquence).

L’efficacité des primers forward et reverse a été testée en faisant une PCR sur un pool des 60
individus (traité au préalable au bisulfite), puis en effectuant un gel, afin de voir s’il y a bien eu
une amplification suffisante et que la PCR n’a amplifié qu'un seul fragment. Le primer synthese a

été testé sur un pool des 24 individus testés d’un point de vue moléculaire, lors d’un run test.

La structure des différents génes, ainsi que les primers utilisés lors des manipulations sont
représentées dans I{Annexe 3| Il est a noter que crebl ne s’y retrouve pas, car aucun couple

de primer n’a fonctionné pour ce gene.

3.4.4 Traitement bisulfite

Cette étape permet de convertir les cytosines non méthylées en thymine, & I'aide du kit EZ DNA

. ™ . .
Methylation-Gold ~ de Zymo Research, afin de permettre ’analyse par pyroséquencage. Les étapes

précises du protocole sont disponible dans 1{Annexe 4]

Apres avoir ajouté le réactif de conversion des C en T & chaque échantillon, ceux-ci sont placés
dans le thermocycler pour un programme de 10 minutes a 98°C, suivi de 2h30 & 64°C. Chaque
échantillon est ensuite placé dans une colonne avec du buffer de liaison, afin que ’ADN se lie a
la membrane de silice de la colonne. Ils sont alors centrifugés, puis lavés par ’ajout du buffer de
lavement et une nouvelle centrifugation. Ils sont ensuite traités pas un buffer de désulfonation, puis
a nouveau lavés deux fois. Enfin, les échantillons sont récupérés dans un eppendorf, par I’ajout d’un

buffer d’élution dans la colonne et d’une derniere centrifugation. Ils peuvent alors étre stockés a 4°C.

Le controle permettant de vérifier que le traitement bisulfite a fonctionné correctement est réalisé

durant la phase de pyroséquencage.

3.4.5 PCR

Le kit PyroMark® PCR de Qiagen a été utilisé pour répliquer massivement les séquences d’intérét.

Les détails du protocole sont repris dans 1JAnnexe 5

Les différents couples de primers (forward et reverse) listés dans le tableau (3| de 1 ont
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été ajouté a un mélange de Master Mix PyroMark PCR, de Coralload et d’eau nucléase free. Ces
différents mélanges ont ensuite été ajoutés aux échantillons, puis placés dans le thermomixer selon
le programme suivant. Apres une initiation de la PCR a 95°C pendant 15 minutes, 50 cycles de
dénaturation (94°C - 30s), annelage (56°C - 30s), extension (72°C - 30s) sont réalisés. Lors du
dernier cycle, I'extension a 72°C est conservée 10 minutes de plus afin de s’assurer qu’'un maximum

de fragments soient complets. Les échantillons peuvent alors étre conservés a 4°C.

Plusieurs gels ont été réalisé afin de vérifier que 'amplification par PCR a bien fonctionné sur

I’ensemble des échantillons.

3.4.6 Pyroséquencage

Le pyroséquencage a été réalisé a ’aide du kit PyroMark® Q24 Advanced CpG Reagents, ainsi
que du poste de travail PyroMark Q24, de I'instrument PyroMark Q24 Advanced et du logiciel
PyroMark Q24 Advanced de Qiagen. Un protocole plus précis est disponible dans 1JAnnexe 6]

Un master mix est tout d’abord préparé, contenant des billes de streptavidine-sépharose, un
buffer de liaison et de I'eau MilliQQ. Ce master mix est ensuite ajouté aux échantillons d’ADN, et
agité pendant 10 minutes afin de s’assurer que 'ADN soit bien lié aux billes. Le Cartridge est
alors rempli avec les différents nucléotides, I’enzyme et le substrat, puis placé dans I'instrument
PyroMark Q24 Advanced. Les primers synthéses sont ensuite dilués dans du buffer d’annelage et
disposés sur une plaque PyroMark Q24. Les plaques PCR et PyroMark sont alors disposés sur le
poste de travail, et les différents bacs sont remplis avec leurs produits respectifs (voir figure de
1. Un outil d’aspiration va alors aspirer le contenu liquide de la plaque PCR, mais les
billes de streptavidine-sépharose seront bloquées par le filtre. L’ADN est alors lavé dans ’éthanol,
puis dénaturé dans de la solution de dénaturation afin de ne garder que le brin utilisé pour le py-
roséquencgage, puis a nouveau lavé dans le buffer de lavement. Les billes ainsi que les brins d’intérét
sont alors déposés dans les puits de la plaque PyroMark Q24 contenant le primer synthese. Cette
plaque est ensuite chauffée a 80°C pendant 5 minutes afin d’assurer ’annelage du primer au brin. La
plaque PyroMark Q24 est ensuite placée dans I'instrument, et le programme préalablement préparé

sur le logiciel PyroMark Q24 Advanced peut étre lancé.

Deux controles ont lieu lors du pyroséquencage. Tout d’abord, un controle bisulfite permet de

vérifier que la conversion des C en T s’est effectuée correctement. Ensuite des nucléotides au hasard
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sont insérés régulierement tout au long de la séquence, afin de vérifier qu’il n’y a pas de déviation
dans la séquence, ainsi que pour s’assurer qu’il n’y a pas d’autres séquences que celle d’intérét, qui

pourraient fausser les résultats.

3.5 Analyse statistique
3.5.1 Conditions d’application

La normalité des données est vérifiée a I’aide d’un test D’Agostino et Pearson (fonction dagoTest (),
package fBasics). Ce test s’adapte mieux aux tests comportementaux, car il est plus adapté aux
données comprenant de nombreux ex equo. L’homogénéité des variances est vérifiée a 'aide d’un
test de Bartlett (bartlett.test(), package stats). Ces conditions d’applications sont nécessaires

pour plusieurs tests réalisés ci-dessous.

3.5.2 Tests statistiques

Le choix de la chambre au 1¢" et 3¢ essai a été considéré comme suivant une distribution binomi-
ale. Afin de vérifier si celui-ci était significativement différent du hasard (50%-50%), la fonction

pbinom() a donc été utilisée.

Un test de Wilcoxon (wilcox.test(), package stats), aussi appelé test de Mann-Whitney, a
été utilisés pour vérifier si attractivité du coton était significativement plus grande que 0,5 (hasard)
pour I’ensemble du jeu de donnée, car la normalité n’était pas respectée. Il a également été utilisé
lorsque chaque individu a été étudié séparément, puisque le faible nombre de valeurs (3) ne perme-
ttait pas de vérifier de maniere fiable la normalité. Un test de t (fonction t.test()) a été utilisé
pour vérifier que le score d’apprentissage était significativement plus grand que 0, et pour chercher
quelles différences étaient significatives entre les individus & apprentissage lent et rapide d’un point

de vue pourcentage de méthylation.

Plusieurs modeles linéaires et linéaires généralisés ont été réalisés sur les données. Tout d’abord,
la fonction 1m() (package stats) a été utilisée afin de vérifier si le score d’apprentissage utilisant les
pentes d’évolution du temps passé dans le chambres était dépendant de la longueur du poisson et de
Iordre des tests, mais aussi afin de voir s’il y avait un effet des différents comportements observés.
La fonction glm() (package stats), avec la famille binomiale (fonction logit) a été utilisée pour le
score basé sur le choix de la chambre au dernier essai, avec comme valeurs 0 si le poisson a été dans

la mauvaise chambre et 1 s’il a été dans la bonne. La fonction 1m() a également été utilisée pour
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vérifier le pourcentage de méthylation moyen de mecp2 sur la séquence étudiée avait un effet sur
la valeur de I’axe 2 de 'ACP de I’ensemble des comportements. Cependant, ce test n’a été utilisé
que lorsque la variable réponse était approximable a une normale. Pour le pourcentage moyen de
méthylation de mecp2 en fonction de la réponse au stress, la fonction kruskal.test () du package
stats a été utilisée. Cette fonction a également été nécessaire pour visualiser un potentiel effet de
I'individu sur plusieurs traits de personnalité et sur la méthylation des différents CpG, qui pourrait
indiquer une constance au sein des individus. Elle a aussi servit a mesurer les corrélations entre
la personnalité et la réponse a un stress. L’effet de I'individu sur 'attractivité a été calculé grace
a une glm(), avec la famille quasi-binomiale, et la réponse au stress a plutot nécessité la fonction
glm(), avec la famille binomiale (fonction logit), les ”fuites” ayant été remplacées par des 1 et les

”immobilisations” par des 0.

Afin de vérifier la constance au sein des individus des 4 traits de personnalité et la méthylation
de mecp?2 entre CpG, des tests de répétabilités ont également été effectués a l'aide de plusieurs
fonctions du package rptR. rpt () a été utilisé pour les comportements d’attractivité, d’audace et
d’activité, ainsi que pour le pourcentage de méthylation, en raison de la non-normalité des données.

C’est la fonction rptBinary() qui a été utilisée sur le jeu de données de réponse au stress.

Plusieurs ACP ont également été réalisées au cours de I'analyse sur les données numériques.
La création de ces ACP a nécessité la fonction dudi.pca() du package aded. Les coefficients de
corrélations entre les différents comportements et leurs significativités ont été calculés avec rcorr ()
du package Hmisc. Le coefficient de Spearman a été choisi, car la plupart des données comporte-

mentales ne sont pas distribuées normalement.
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4 Résultats

4.1 Tests cognitifs

4.1.1 Habituation

Lors de la mesure de I’habituation, il a été constaté que de nombreux individus ne répondaient
pas comme attendu. La figure illustre quelques exemples de résultats obtenus. Quelques tests
de séries temporelles ont été réalisés afin de tenter de voir quelles mesures étaient exploitables et
quelles autres ne 1’étaient pas, mais ces tests étant infructueux, il a été décidé de ne pas exploiter

le test d’habituation pour la mesure d’apprentissage.
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Figure 20: Pourcentage de temps passé pres de 'objet pour chaque intervalle de 5 minutes: exem-
ples de résultats obtenus a) similaire aux résultats attendus (poisson 20-56) ; b) a f) difficilement
interprétables (respectivement poissons 20-4, 20-11, 20-55, 20-57, 20-59).

4.1.2 Apprentissage spatial

4.1.2.1 Controles de fiabilité du test

Deux controles ont été réalisés afin de vérifier qu’il n’y ait pas de biais dans les résultats obtenu lié

a la maniere dont le test a été réalisé.

Le premier vise a vérifier si le poisson percevait le coton sans sortir de la chambre d’acclimatation.
Lors du premier essai, autant de poissons sont sorti en premier dans la chambre ne contenant pas
de coton que dans la chambre contenant le coton. On ne peut donc pas rejeter 'hypothése que le
choix de la chambre lors de la premiere sortie de la chambre d’acclimatation soit di au hasard. Il

sera donc considéré que les individus ne percevaient pas, ou n’étaient pas attirés par le coton avant
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de sortir de la chambre d’acclimatation.

Le deuxieme permet de vérifier que le coton était bien attractif pour les poissons testés. Si I’on
regarde I’ensemble des 60 poissons et les 3 essais, on obtient que les poissons ont significativement
(p-valeur de 2,2 % 10~!!) tendance & rester plus longtemps dans la chambre possédant le coton que
dans la chambre vide, avec une moyenne d’environ 66% du temps. Lorsque 'on regarde chaque
poisson individuellement, on observe qu’aucun individu a passé significativement plus de temps
dans la chambre avec abri au cours de leurs 3 essais. Il y avait cependant beaucoup de variabilité
entre les poissons, car 40% ont passé en moyenne plus de 75% du temps dans la chambre avec abris,
et 16,7% ont passé en moyenne plus temps dans la chambre vide que dans la chambre avec coton.
Il ne peut donc pas étre affirmé que l'entiereté des individus percoivent le coton comme attractif,

mais la population étudiée semble globalement plutot attirée par celui-ci.

4.1.2.2 Résultats d’apprentissage

Avant d’analyser les résultats liés a I’apprentissage, il a d’abord été vérifié que les scores mesurés
n’était pas le fruit du hasard, mais représentaient bien une évolution dans le comportement de
I'individu qui peut étre associé a de ’apprentissage. Le score du choix de la chambre au dernier
essai a été évalué comme n’étant pas significativement différent du hasard (p-valeur = 0,205). On
ne peut donc pas affirmer que ce choix soit représentatif de ’apprentissage du poisson. Pour ce qui
est du score dépendant des pentes de I’évolution des temps passés dans les différentes chambres, le
test a montré que le score moyen obtenu (172) était significativement plus grand que 0 (p-valeur =
0,004). L’hypothese selon laquelle le temps passé dans les chambres a chaque essai est uniquement
di au hasard est rejetée. On observe cependant beaucoup de variabilité entre les individus, et si

certains ont eu un score au-dessus de 1000, 18 individus sur 60 ont obtenu un score négatif.

Un nouveau test a par la suite été réalisé afin de vérifier si cette variabilité pouvait étre expliquée
par la longueur du poisson, ainsi que 'ordre des tests et leurs interactions. Aucun de ces effets n’est
significatif pour aucun des deux scores mesurant ’apprentissage spatial. Un coefficient de corrélation
a par la suite été calculé, permettant de constater une corrélation positive significative (p-valeur
de 0,024) de 0,29 entre les deux scores d’apprentissage spatial. Parce que cette corrélation est
significative, il a été décidé de conserver le score du choix de la chambre dans les tests suivants,
mais de toujours utiliser les 2 scores ensemble, afin d’essayer d’avoir une vision plus globale des

différents aspects de I’apprentissage.
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Figure 21: ACP réalisée afin de choisir les poissons destinés aux tests épigénétiques. A gauche se
trouve le cercle des corrélations selon le plan 1-2; avec en rouge l'axe supposé d’intelligence. A
droite se trouve la localisation des différents individus selon le plan 1-2. La fleche rouge représente
a nouveau l'axe d’intelligence. Sur la partie gauche de ce graphe, encadrés en bleu foncé, sont
représentés les individus supposés avoir un apprentissage plus rapide, et a droite, plus lents (cadre
bleu clair). Les 60 poissons ont été utilisés pour réaliser cette ACP. Les deux premiers axes de
celle-ci représente plus de 70% de la variation de notre jeu de données.

Grace aux scores d’apprentissage, certains poissons ont été sélectionnés pour les tests épigénétique.
L’ACP réalisée, comprenant les 2 scores d’apprentissage, ainsi que deux des traits de personnalité,
est représentée sur la figure On y voit sur le cercle des corrélations selon le plan 1-2, que I'axe
des x semble représenter le gradient des capacités d’apprentissage des poissons pour ce test. Sur
la représentation de la position des individus, les 12 poissons situés le plus a gauche et les 12 pois-
sons les plus a droite ont été considérés comme étant respectivement ceux avec ’apprentissage le
plus rapide et le plus lent. Ce sont ces 24 individus qui seront utilisés lors des différentes étapes

moléculaires et analysés d’un point de vue épigénétique.

4.1.3 Syndromes comportementaux et cognitifs
4.1.3.1 Constance des traits de personnalité

Il a tout d’abord été vérifié si les comportements étudiés étaient constants au sein des individus, afin
de vérifier qu’il s’agisse bien de traits de personnalité et non de comportements isolés. Les modeles
expliquant Dattractivité, la timidité, I’activité et la réponse au stress par le poisson montrent que
I'individu a un effet significatif sur les 4 traits de personnalité (p-valeur de respectivement 0,0018,
0,0005, 3,6+ 10~7 et 0,001). Il y a donc une certaine constance de ces traits au sein des individus et
une variabilité entre les individus. On constate également que le numéro de 1’essai n’est significatif

pour aucun des traits de personnalité, & I’exception de la réponse au stress (p-valeur = 6,8 % 107°),
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mais que celui de Pattractivité présente une tendance (p-valeur de 0,053). Ensuite, la répétabilité
a été vérifiée pour les 4 traits de personnalité (en ne tenant compte de la vidéo que lorsqu’elle était
significative), et celle-ci s’est révélée non significative pour l'attractivité (p-valeur de 0,092) et la
réponse au stress (p-valeur de 0,076), mais bien pour la timidité avec une répétabilité moyenne de
0,37, et l’activité avec une répétabilité moyenne de 0,35 (p-valeurs de respectivement 7,9 x 10~7 et

4,9 % 1079).

Ces résultats montrent qu’il y a de l'individualité dans les comportements des poissons pour
Iactivité et la timidité. En ce qui concerne l'attractivité et la réponse au stress, la répétabilité
n’était pas significative, mais on observe tout de méme une variation entre individus, car les modeles

montrent un effet significatif du poisson sur les mesures de ces 2 traits.

4.1.3.2 Analyse en composante principale sur ’ensemble des comportements a valeur

numérique et corrélations entre comportements

L’ACP montrant les relations entre les différents traits de personnalité et les scores d’apprentissage
est représentée par la figure La valeur des coefficients de corrélation entre les différents com-

portement et leur significativité est montrée dans le tableau

La figure ) montre les 2 premiers axes de ’ACP et y représente les différents traits de per-
sonnalité. Selon I'axe des X, on y observe une anti-corrélation presque tout le temps significative
(voir table [1)) entre les traits mesurés de timidité et d’activité pour le test d’apprentissage spatial.
Les 3 mesures de 'activité lors du test du labyrinthe sont également significativement corrélées
entre elles, alors que seuls les traits de timidité mesurés au 2¢ et 3¢ essai sont significativement
corrélés. L’axe Y de ce méme cercle des corrélations montre une anti-corrélation entre ’attractivité
mesurée au 2¢ essai de 'apprentissage spatial et 'activité mesurée lors du test d’habituation. On
constate également sur le tableau [1| des corrélations que cette attractivité est corrélée a 2 autres
traits d’attractivité et que ’activité mesurée au cours de I’habituation est également corrélée a un

trait d’activité mesuré lors du test d’apprentissage spatial, et anti-corrélée avec 2 traits de timidité.
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Figure 22: ACP de l’ensemble des comportements sur les 60 individus. Cercles des corrélations
selon le plan a) 1-2 et b) 3-4. ¢) Graphe de la proportion des valeurs propres pour chaque axe. Les
2 colonnes noires sont représentées par le cercle a) et les 2 colonnes grises par le cercle b). Les 4
premiers axes représentent 60% de la variabilité du jeu de données. Abréviations: HAB = habitua-
tion ; LAB = labyrinthe (apprentissage spatial) ; 1, 2, 3 = numéro de ’essai ; LAB_choix_chambre
= score d’apprentissage en fonction du choix de la chambre ; LAB_pentes_temps_chambre = score
d’apprentissage en fonction des pentes des temps passés dans les chambres.

Le troisieme axe, ’axe des x sur la figure ), est principalement représenté par les 2 scores
d’apprentissage: le choix de la chambre, et les pentes de temps passé dans chaque chambre. Cet
axe représenterait donc les capacités d’apprentissage des individus. Les deux scores sont également
positivement corrélés a 'attractivité mesurée au 3¢ essai du test d’apprentissage spatial, et le score
utilisant les pentes de temps dans les chambres est négativement corrélé avec 'attractivité mesurée
au 1" essai. Le quatrieme et dernier axe représente le gradient d’audace mesuré lors du test
d’habituation. On y voit que la timidité semble anti-corrélée avec 3 des 4 mesures de 'activité des

individus.

On observe également sur le tableau des corrélations que les 2 scores de 'attractivité mesurés
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Figure 23: Représentation synthétique et simplifiée des différents syndromes comportementaux
et cognitifs observés. Les cadres verts représentent les valeurs issues du test d’habituation ; les
cadres bleus, du test d’apprentissage spatial ; et les cadres oranges, les scores d’apprentissage. Les
fleches vertes représentent les corrélations significatives positives ; les fleches rouges, les corrélations
négatives significatives ; et 'absence de fleche, aucune corrélation significative. Les fleches pleines
indiquent que la majorité des corrélations étaient significatives et les fleches pointillées, que la
plupart n’étaient pas significatives.

pour le test d’habituation, en plus d’étre corrélé entre eux, sont corrélés positivement avec presque
tous les scores de timidités mesurés, et négativement avec presque toutes les mesures de 'activité

des individus dans labyrinthe.

En ce qui concerne la réponse a un stress ou une menace, les résultats montrent que les indi-
vidus qui ont réagi par la fuite lors de 'ouverture de la porte au 1¢ et 2¢ essai avaient en moyenne
un score de timidité pour I'apprentissage spatial significativement plus bas (p-valeurs de 0,025 et
0,00016). Un résultat similaire a été trouvé pour I’habituation (p-valeur de 0,046). Les individus
ayant réagi par la fuite pour le 2¢ essai et lors de la pose de la colonne du test d’habituation avaient
également un score d’activité plus haut au labyrinthe (p-valeur de 0,00013 et 0,0088). Cependant,

pour le 3¢ essai, il n’y avait plus de différence pour ces deux traits de personnalité entre les individus
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qui fuyaient ou restaient immobiles, mais les individus qui ont produit un comportement de fuite
avaient une attractivité significativement plus grande (p-valeur = 0,018). Ce dernier résultat est
cependant plus discutable, car on observe une relation inverse entre les individus qui fuient au 1¢"

essai et le score d’attractivité de I'habituation apres la premiere approche (p-valeur = 0,023).

La figure [23| représente de maniere synthétique et simplifiée les différentes corrélations observées
entre les traits de personnalité et les scores d’apprentissage. On y voit une corrélation qui semble
positive entre attractivité et timidité (bien qu’aucune corrélation significative n’ait été détectée en-
tre la timidité et les score d’attractivité du labyrinthe, et que les coefficients de corrélations soient
tous proches de 0 pour ceux-ci). Il semblerait également qu’il y ait une corrélation positive entre
la réponse de fuite face & une menace et ’activité mesurée lors du test du labyrinthe. On peut
également observer une tendance a avoir de nombreuses corrélation négatives entre ces 2 groupes de
personnalité. On aurait donc un syndrome comportemental avec d’un coté, des individus timides,
tres attirés par le coton, peu actifs et qui s’immobilisent en cas de menace, et de I'autre des individus
actifs, audacieux, moins attirés par le coton, et qui fuient en cas de menace. Chaque individu se

placerait alors approximativement le long de ce gradient.

On remarque également que les scores d’apprentissage sont corrélés uniquement aux mesures

d’attractivité du test d’apprentissage spatial, et ce de maniere différente entre les 3 essais.

4.1.3.3 Modeles expliquant ’apprentissage par I’ensemble des comportements

Des modeles ont également été testés afin de vérifier si certaines variables comportementales ”ex-
pliquent” les résultats aux scores d’apprentissage. Le modele linéaire généralisé utilisé pour tenter
d’expliquer le choix de la chambre au dernier essai montre un effet significatif de ’attractivité
mesurée au 3¢ essai, tout comme ’ACP, avec un Begpime de 7,39. On constate cependant également
un effet de lattractivité mesurée aux 1¢" et 2¢ essais, avec des Bestimes respectivement de -3,56 (p-
valeur = 0,044) et -6,34 (p-valeur = 0,042). Il y aurait donc possiblement une corrélation négative
entre attractivité aux deux premiers essais et le choix de la chambre au dernier essai. Pour ce
qui est du modele linéaire du score d’apprentissage utilisant les pentes de temps, deux effets sig-
nificatifs ont été mis en avant: une corrélation négative avec 'attractivité mesurée au 1¢" essai et
une positive avec 'attractivité mesurée au 3¢ essai, comme 'avait déja montré I’ACP. Cependant,
le type de réaction de I'individu lors de 'ouverture de la porte ou le placement de la colonne (fuite

ou immobilisation) ne semble pas corrélé avec les résultats d’apprentissage.
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Ces résultats semblent donc plutét cohérents avec ce qui a été observé lors de 'ACP sur
I’ensemble des comportements. Mais ces modeles ajoutent deux informations: une corrélation
négative entre 'attractivité au 2 premiers essais sur le choix de la chambre au dernier essai, et une

absence de corrélation avec la réponse face a une menace.

4.2 Tests épigénétiques
4.2.1 Controles

Plusieurs controles ont été effectués tout au long des manipulations afin de vérifier que chaque étape

a fonctionné correctement.

Apres extraction, il a été vérifié que ’ADN extrait des échantillons de cerveaux était en quantités
suffisantes, mais aussi qu’il n’était pas contaminé par des protéines ou des solvants, ni fragmenté.
Ces deux premieres informations ont été fournie par le Nanodrop, dont les résultats par échantillons
sont visibles dans IJAnnexe 7] Il a été mesuré que la concentration en acide nucléique des échantillons
était d’en moyenne 125+34ng/ulL, ce qui est une concentration suffisante pour la suite de Ianalyse.
On y voit également des rapports d’absorbance entre 260nm et 230nm de 1,98+0,04, et entre 260nm
et 230nm de 2,09+0,19, montrant un faible taux de contamination par des solvants ou protéines.
La fragmentation de PADN a été estimée par un gel d’électrophorese (voir 1. Celui-ci

montre que les échantillons d’ADN n’étaient que tres peu fragmentés.

L’efficacité du traitement bisulfite a été vérifiée lors de I’étape de pyroséquencage. L’ajout dans
la séquence d’un C juste avant un T converti pendant le traitement permet de voir le pourcentage
de C qui n’ont pas été convertis en T. Le résultat issu n’a pas été exploité pour les échantillons dont

ce pourcentage était trop haut.

L’efficacité des couples de primers a également été estimée a 1’aide de gels d’électrophorese, qui
sont montrés dans 1JAnnexe 8 Ceux-ci montrent que les primers ont fonctionné correctement pour
la plupart des génes. Seul l'ilot 1 de grin1b présente 2 autres amplicons. Ceux-ci n’ont cependant
pas affecté les résultats du pyroséquencage. Les quelques échantillons ayant été moins bien amplifiés
pour un gene n’ont pas été utilisés pour le pyroséquencage de ce gene. Il est également important
de noter que I’échantillon 20-2 n’a jamais été utilisé car il a été contaminé par de ’ADN d’un autre

individu lors d’une erreur de manipulation.
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Lors du pyroséquencage, en plus du controle du traitement bisulfite, sont également vérifiés
d’autres parametres. Le logiciel permet de s’assurer que la séquence soit correcte, ou que d’autres
séquences ne contaminent pas d’échantillon étudié. Il controle également d’autres problemes internes
au pyroséquencage comme la déviation de la ligne de base, ou que les photons émis soient en quantité
suffisante pour pouvoir estimer de maniere fiable le pourcentage de méthylation. Les résultats dont
la fiabilité était mauvaise & cause de possibles contaminations par d’autres séquences, de la trop
faible concentration en photons émis, d’'une trop grande déviation de la ligne de base, etc. n’ont

pas été pris en considération.

4.2.2 Résultats du pyroséquencgage

Le pyroséquencage donne comme résultat le pourcentage de méthylation de chaque CpQG, pour
chaque individu et chaque séquence. Sur la figure[24] sont représentés les pourcentages de méthylation
moyens de chaque CpG de chaque séquence, en séparant les individus a apprentissage rapide et lent.
24 échantillons par séquence ont été testés au pyroséquencage, cependant, certains échantillons de

certaines séquences ont du par la suite étre écartés a cause de résultats non exploitables.

On constate quelques différences significatives entre les deux groupes: pour le gene egri, 2 CpG
sont significativement plus méthylés chez les individus & apprentissage rapide (CpG7: p-valeur =
0,0007 et CpG: p-valeur = 0,0009). Pour l'ilot 2 de grinib, le CpGl est significativement plus
méthylé chez les "rapides” (p-valeur de 0,006) et le CpG5 chez les "lents” (p-valeur de 0,044). On
remarque également pour le CpG8 de l'ilot 2 de bdnf un pic chez les individus a apprentissage lent.
Ce pic est en réalité dii & un unique individu (20-46) dont la méthylation dépassait les 30% pour ce

CpG, et celui-ci n’a donc pas été pris en compte.

On constate donc au total assez peu de différences dans le taux de méthylation entre les indi-
vidus a apprentissage rapide et a apprentissage lent, et méme lorsque ces différences de moyennes
sont significatives, elles n’excedent pas les 1,4%. Il est donc peu probable que celles-ci aient un effet
biologique. On remarque cependant beaucoup de variabilité dans le pourcentage de méthylation

des CpG de mecp2, avec des variations qui vont de 2-3% jusqu’a plus de 20% pour certains CpG.
La figure 25| montre que cette variation de pourcentage de méthylation de mecp2 provient en fait

d’une tres grande variabilité dans le pourcentage de méthylation entre les individus, mais qui semble

plutot constante sur I’ensemble de la séquence (pour les valeurs de méthylation pour chaque CpG
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Figure 24: Pourcentage de méthylation moyen de chaque CpG, pour chaque séquence étudiée, en
distinguant les individus & apprentissage lent (bleu clair) des individus & apprentissage rapide (bleu
foncé). La derniére colonne (”Moyenne”) représente la moyenne de tous les CpG de la séquence. a)

bdnf ilot 1 (apprentissage lent n = 12 et rapide n = 12) ; b) bdnf ilot 2 (lent n = 4 et rapide n
5) ; ¢) egrl (6 premiers CpG: lent n = 7 et rapide n = 5 ; 3 derniers CpG: lent n = 6 et rapide
= 2);d) grinib ilot 1 (lent n = 12 et rapide n = 12) ; e) grinib ilot 2 (lent n = 12 et rapide n

12) ; f) mecp2 (lent n = 10 et rapide n = 9). .
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Figure 25: Pourcentage de méthylation moyen de I’ensemble des CpG de la séquence étudiée pour
le gene mecp2, pour chaque individu. En bleu clair sont représentés les individus a apprentissage
lent et en bleu foncé a apprentissage rapide.

de chaque individu, voir . On constate en effet avec un modele (test de Kruskal-Wallis)
que le niveau de méthylation est significativement influencé par l'identité de I'individu (p-valeur
< 2,2%10719). Le pourcentage de méthylation est également significativement influencé par le site
CpG (p-valeur = 0,014). Un test de répétabilité a également permis de confirmer cette tendance
(répétabilité moyenne de 0,91, et p-valeur de 4,3+ 107%5). On remarque enfin que cette variation ne
semble a nouveau pas liée aux capacités d’apprentissage du poisson. Afin d’essayer de comprendre

la variabilité observée entre les individus, ce géne a été investigué plus en détail.

4.2.3 MeCP2

Puisque la méthylation est constante et tres répétable au sein des individus, c’est la moyenne de
méthylation de ’ensemble des CpG de la séquence qui a été utilisée pour chaque individu dans les

analyses suivantes.

4.2.3.1 ACP comprennant le taux de méthylation moyen de mecp2

Une ACP a été réalisée sur I’ensemble des traits de personnalité et d’apprentissage, a laquelle on a
ajouté le pourcentage de méthylation moyen de la séquence de mecp2. Cela permettra de vérifier
si le pourcentage de méthylation est corrélé avec un de ces traits. Celle-ci n’inclue que les 19
poissons dont il y a des résultats pour la méthylation. On voit sur cette ACP (figure [26)) que
le niveau de méthylation semble suivre approximativement les axes 2 et 3 de I’ACP (figure )
et b)). Cependant, bien que les axes 1, 2 et 4 semblent représenter approximativement les mémes

informations que dans I’ACP précédente, on constate que ’axe 3 semble nettement moins représenté
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Figure 26: Cercles de corrélations de ’ACP, selon a) le plan 1-2, b) le plan 3-4, incluant la valeur
de méthylation moyenne des individus. La fleche représentant la valeur de méthylation moyenne
est encadrée en bleu sur les schémas. c) Représentation des valeurs propres pour chaque axe. Les
4 premiers axes représentent 76% de la variation totale. d) Position des individus selon le plan 3-4
et groupés par rapidité d’apprentissage ; e) groupés par pourcentage de méthylation (”bas”<5% ;
5%<"moyen” <10% ; "haut” >10%).

Coefhicient de corrélation | P-valeur
LAB_choix_chambre -0,05 0,84
LAB_pentes_temps_chambre -0,1 0,68
LAB_Attractivité_1 0 0,99
LAB_Attractivité_2 -0,4 0,091
LAB_Attractivité_3 -0,1 0,68
HAB_Attractivité_tot 0,03 0,91
HAB_Attractivité_approche 0 0,99
LAB_Timidité_1 0,28 0,24
LAB_Timidité_2 0,28 0,25
LAB_Timidité_3 -0,1 0,69
HAB_Timidité -0,03 0,92
LAB_Activité_1 -0,18 0,47
LAB_Activité_2 -0,26 0,28
LAB_Activité_3 -0,16 0,52
HAB_Activité 0,45 0,055

Table 2: Corrélations entre le taux moyen de méthylation de mecp2 pour la séquence étudiée
et les différents traits de comportement. Abréviations: HAB = habituation ; LAB = labyrinthe
(apprentissage spatial) ; 1, 2, 3 = numéro de 'essai ; LAB_choix_chambre = score d’apprentissage en
fonction du choix de la chambre ; LAB_pentes_temps_chambre = score d’apprentissage en fonction
des pentes des temps passés dans les chambres.
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Figure 27: Réponses a un stress en fonction du pourcentage moyen de méthylation des CpG dans
la séquence de mecp2 étudiée.

(a) a (d): Chaque individu a été classé en fonction de la réponse comportementale: & ’ouverture de
la porte du labyrinthe pour les graphes (a) a (c), ou la pose de la colonne du test d’habituation pour
le graphe (d). Sur la figure sont représentés les boxplots du pourcentage de méthylation moyen des
individus en fonction de si I'individu a réagi par la fuite, ou s’est immobilisé.

(e) & (h): Ces mémes réponses sont représentées sous forme d’histogrammes représentant le nom-
bre d’individus ayant réalisé chaque réponse (immobilisation ou fuite), ou les différentes couleurs
représentent le nombre d’individus de chaque groupe de méthylation.

(a) et (e) représentent la réponse au 1¢" essai du labyrinthe ; (b) et (f) au 2¢ essai du labyrinthe ;
(c) et (g) au 3° essai du labyrinthe ; (d) et (h) a ’habituation.

par les scores d’apprentissage. Sur la figure ), on observe en effet que les fleches sont assez petites,
et la figure ) montre qu’a 'exception de quelques individus extrémes, les deux groupes semblent
assez confondus. Donc bien qu’un potentiel gradient de mecp2 soit représenté le long de cet axe
(figure )), on ne peut pas conclure a une corrélation avec 'apprentissage. Le tableau [2| des
corrélations confirme que les coefficients de corrélation entre les scores d’apprentissage et le taux de
méthylation de mecp2 sont tres proche de 0, et que cette corrélation n’est pas du tout significative.
On remarque également sur ce tableau qu’aucune autre relation n’est significative. On ne constate
qu’une potentielle tendance de corrélation positive avec ’activité au cours de ’habituation (p-valeur
= 0,055) et un autre négative avec 'attractivité au 2¢ essai du labyrinthe (p-valeur = 0,091), qui

correspondent & la variation selon 1'axe 2 de ’ACP.

4.2.3.2 Corrélations entre le taux moyen de méthylation de mecp2 et la réponse a un

stress

On peut également chercher si le pourcentage de méthylation est corrélé a la réponse des individus

face & un stress. Sur la figure les différentes réponses au stress sont représentées en fonction du
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niveau de méthylation des individus. Sur les boxplots a), b) et d), on observe que les moyennes de
méthylation sont assez proches entre les groupes ”immobilisation” et ”fuite”. On constate en effet
qu’aucune de ces 3 différences n’est significative. Il ne semble donc pas y avoir de corrélation entre
le taux de méthylation des CpG pour la séquence de mecp2 et la réponse de l'individu a 'ouverture
de la porte pour les 2 premiers essais de ’apprentissage spatial et lors de la pose de la colonne
pour le test d’habituation. On observe d’ailleurs que la proportion de chaque couleur (donc chaque
groupe de niveau de méthylation) sur les histogrammes e), f) et h) sont & peu pres identiques entre
les groupes immobilisation et fuite. Seul I'histogramme g) differe: on y voit que lentiereté des
individus qui ont un haut taux de méthylation (le bleu le plus foncé) ont tous réagi par la fuite.
Cela est également visible sur le graphe c), pour lequel le niveau de méthylation moyen des CpG
du gene mecp2 est significativement plus haut pour les individus ayant répondu par la fuite que
pour ceux qui se sont immobilisés (p-valeur = 0,002). Cela montrerait qu’au 3¢ essai du labyrinthe,
les individus aux CpG fortement méthylés pour la séquence étudiée pour mecp2, ont tendance a
préférer fuir, plutot que rester immobiles, alors que les individus dont les CpG sont peu méthylés

utilisaient I'une ou autre défense face & une menace.
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5 Discussion

5.1 Comportement durant les tests, variabilité entre individus et syndromes

cognitifs
5.1.1 Interprétations des résultats d’apprentissage

Pour commencer, le comportement général des poissons face aux tests peut nous renseigner sur la
capacité des tests a évaluer ’apprentissage. En ce qui concerne le labyrinthe, les résultats semblent
montrer premierement que le coton n’est pas percu depuis la chambre d’acclimatation, ou que s’il
est pergu, il n’a pas un effet attractif significatif sur le poisson au premier essai. Cela signifierait
que si les poissons orientent leur choix au fur et a mesure du test, ils n’orientent pas ce choix de
maniere innée, mais a la suite d’'un apprentissage. Ensuite, il semblerait que cette lignée de K.
marmoratus soit de maniere générale plutot attirée par le coton, puisque ils passent en moyenne
significativement plus de temps dans la chambre avec le coton que dans la chambre sans. Il est
cependant plus difficile de tirer des conclusions individuelles pour ces deux résultats, car il n’est
pas possible de faire des répétitions pour le choix de la chambre au premier essai pour chaque indi-
vidu, et qu’il y en a trop peu (3) pour lattractivité pour distinguer des individus significativement
attirés par le coton. Cependant, pour ce dernier, beaucoup de variabilité entre les poissons a pu

étre observée, et on ne peut pas étre certains que la totalité des individus étaient attirés par le coton.

La représentativité des scores a également été évaluée, ce qui a permis de constater que le choix
de la chambre au dernier essai pouvait étre di au hasard. Cependant, on observe une certaine
évolution du comportement global des individus, car la moyenne du score se basant sur les pentes
de temps passé dans chaque chambre est significativement différente de 0, et positive. Donc en
moyenne, les individus ont passé de plus en plus de temps dans la chambre possédant le coton au
fur et & mesure des essais, ce qui semble montrer un apprentissage. Une premiere hypothese serait
donc que les individus ne choisissent pas la chambre en fonction de ce qu’ils ont appris, par exemple
parce que l'aréne étant assez petite, ils peuvent passer de I'un a l'autre facilement et en peu de
temps. Mais on constate une corrélation positive entre les 2 scores d’apprentissage, ce qui tendrait
a faire penser que le choix de la chambre représente en partie un certain apprentissage également. Il
suffirait donc peut étre d’un plus grand nombre d’individus pour avoir une différence significative,
ou de plus d’essais pour que ce comportement se manifeste plus clairement (certains individus a

apprentissage plus lent auraient aussi appris).

62



Cette corrélation montre également qu’il peut étre intéressant d’utiliser les deux scores ensem-
ble, car bien que le score se basant sur les pentes de temps semble déja montrer une évolution
de comportement seul, le fait qu’il s’agisse d’un score induit nécessairement une simplification des
données. Le choix de la chambre au dernier essai ne peut également pas étre utilisé seul puisqu’il
pourrait étre expliqué par le hasard. De plus, un autre probleme de cette variable, est que si les
individus a apprentissage rapide sont supposés n’aller que du bon coté, ceux a apprentissage lent
iront au hasard dans une des 2 chambres. Aller dans la chambre avec coton n’indique donc pas
nécessairement un apprentissage rapide. L’idéal est donc d’associer les 2 scores, afin qu’ils com-

pensent les biais I'un de 'autre, de sorte a avoir un résultat plus proche de la réalité.

Une autre faiblesse potentielle de ce test, est que les résultats au score d’apprentissage pour-
raient étre lié & certains facteurs, comme a 'attractivité de I’abri pour chaque individu. Il n’a pas
pu étre distingué des individus significativement attirés par ’abri, mais on observait beaucoup de
variation dans la moyenne de D'attractivité, et cela peut impacter 'expérience. En effet, si certains
sont plus attirés par le coton que d’autres, le renforcement positif de la récompense n’est peut-étre
pas le méme pour tous les poissons. Dans ce cas, la différence dans le score d’apprentissage ne serait
pas due a des capacités d’apprentissage différentes, mais & une motivation plus ou moins forte a
apprendre. Il est assez difficile d’évaluer I'effet de 'attractivité, étant donné que le score se basant
sur les pentes de temps passé dans chaque chambre correspond en quelques sortes & une mesure
de I’évolution de cette attractivité. Mais on observe tout de méme que ¢a ne semble pas étre le
cas pour le test d’apprentissage spatial, car comme cela est visible sur la figure lattractivité

moyenne n’est pas du tout corrélée avec ’axe d’intelligence.

Cependant, ce facteur a pu jouer pour la difficulté a interpréter le test d’habituation. Par
exemple, sur la figure lindividu du graphe e) était sans doute particulierement néophobe, et
il ne s’est presque pas approché de la colonne durant les 2h30 de test, alors que les individus le
faisaient en moyenne apres une dizaine de minutes. A Uinverse, I'individu 20-11 (c) était tres attiré
par la colonne et a passé en moyenne beaucoup de temps pres de celle-ci. Le calcul de 'apprentissage
de ’habituation indiquerait que le poisson a mis 2h30 a apprendre, et que cet apprentissage n’est
toujours pas fini a la fin du test, mais il y a également une autre hypothese. La colonne étant assez
haute, elle faisait de I'ombre derriere laquelle certains poissons allaient se cacher, ils étaient donc

attirés par la colonne pour une autre raison que celle de 'apprentissage. Le pattern tres irrégulier
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visible sur le graphe est probablement plus proche de ce comportement d’attractivité de la colonne,
ou le poisson fait des allers et venues entre la zone siire proche de la colonne et le reste de I’aréne,
que de celui plus net de 'apprentissage, tel que visible en a). Il est cependant souvent difficile de
distinguer les 2, comme pour le graphe b), d) ou f), et il a donc été décidé de ne pas exploiter les
données d’habituation. On constate donc que des traits de personnalité pourraient probablement
influencer le comportement indépendamment de I’apprentissage lors du test et biaiser les résultats

de maniere conséquente.

5.1.2 Constance dans les traits de personnalité observés

On a pu constater dans les résultats un effet individuel significatif pour 'ensemble des traits de
personnalité, ce qui montre que pour chaque trait, il y avait au moins 2 individus qui agissait de
maniere significativement différente I'un par rapport a 'autre. La variabilité au sein des individus
est donc inférieure & celle entre les individus. Cependant, la répétabilité n’était significative que
pour 'audace et I'activité, et pas pour l'attractivité et la réponse au stress. Cela est probablement
dit a une évolution du comportement au cours des différents essais pour ces 2 derniers traits. On
observe en effet que 'effet de la vidéo est significatif pour la réponse au stress et presque significatif
(p-valeur de 0,053) pour Pattractivité. Ces résultats sont assez cohérents avec ce qui a été observé
sur ’ACP des différents comportements: on observait que les fleches étaient orientée de maniere
assez différentes entre les 3 essais pour l'attractivité, alors que celles de l'activité et la timidité
étaient plus proches I'une de 'autre. Les trois essais de ’activité étaient d’ailleurs significativement
positivement corrélés entre eux. En ce qui concerne la réponse au stress, il est, de plus, plus com-
pliqué de trouver une potentielle répétabilité au sein des individus, du fait que ce soit une variable
binaire et qu’il n’y ait que 3 essais. Cependant, il a été constaté que certains traits de personnalité
pouvaient évoluer au cours du développement chez le rivulus (Edenbrow and D. Croft 2011)), et le
fait que les différents réplicats aient été réalisés sur un tres court laps de temps ne traduisent pas

une possible variation a plus long terme.

On constate également que la réponse des individus n’est pas la méme lors du test d’apprentissage
spatial, et lors du test d’habituation. En effet, bien que des corrélations significatives soient par-
fois trouvées entre le trait de personnalité mesuré dans le labyrinthe ou lors de I’habituation, la
valeur du coefficient de corrélation est généralement plus faible que celles retrouvées entre les 3
essais de 'apprentissage spatial. Cela est également visible sur le cercle des corrélations de I’ACP,

on y voit que les différentes fleches de "apprentissage spatial sont plutot regroupées pour l'activité
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et la timidité, et que celle de I’habituation est un peu plus éloignée. On pourrait expliquer cela
par le fait que le protocole est différent, que la situation n’est pas identique et qu’elle percue de
maniere différente par chaque individu. La réponse comportementale est donc différente en fonc-
tion de la personnalité, mais il y a toujours une certaine plasticité en fonction de la situation
et de l'environnement (Jolles et al. 2019). C’est également ce que 'on retrouve dans le cas de
I’habituation. Dans ce cas, ni la personnalité et ni ’environnement n’ont a priori changé, mais
la situation a évolué, dia au fait que l'individu a déja vécu une expérience similaire et donc a son

apprentissage.

Il est également intéressant de constater qu’assez peu d’habituation a été observée entre les
différents essais du labyrinthe pour les traits de personnalité, contrairement aux tests de person-
nalité réalisés précédemment dans le laboratoire du Prof. F. Silvestre. Il serait donc intéressant
de comparer qu’est ce qui a changé dans les conditions du test qui a permis d’éviter cette habitua-
tion. Certains articles préconisent de diminuer le nombre de tests, et la durée de ceux-ci, ainsi que
d’augmenter le temps entre les différents essais (Chajma, Kopecky, and Vojar [2020; Mazzamuto et
al. [2019). Cependant, I'habituation apparaissait parfois des le 2¢ test (Chapelle 2018]), et diminuer
de maniere conséquente la durée peut avoir un effet sur la fiabilité du test. De plus, les essais du test
du labyrinthe étaient parfois plus longs que les tests ou ’habituation étaient observées, et le temps
entre les essais était nettement plus court (seulement 30 minutes contre 3 semaines pour les tests
ou 'habituation a été observée) (Chapelle|2018). L’habituation est un apprentissage qui se base sur
le fait qu’il est colteux de réagir a un stimulus si celui-ci n’est pas dangereux ou nocif: on observe
alors une diminution progressive de la réponse a ce stimulus. On peut donc émettre 'hypothese
que si le stimulus est toujours percu comme suffisamment dangereux, ’habituation n’aura pas lieu.
Lors du test d’apprentissage spatial, les 3 essais ont été réalisés a seulement 30 minutes d’intervalle,
et le poisson n’est jamais sorti de ’arene entre les essais. La situation a donc peut-étre toujours été
considérée comme ”nouvelle et imprévisible”, comme un seul long test, contrairement a un test a la

fin duquel il est remis dans son bocal, et auquel il est réexposé plus tard.

Une autre solution a I’habituation serait d’utiliser plusieurs tests différents pour étudier le méme
trait de personnalité. Par exemple, I’audace pourrait étre estimée a l’aide d’un ”shelter test” et
d’un test "novel object”. De plus, le fait d’exposer le poisson a une nouvelle situation empécherait
non seulement ’habituation d’avoir lieu, mais permettrait d’évaluer la personnalité de maniere plus

fiable. En effet, il a été observé qu’il peut y avoir une variation plus ou moins grande dans les traits
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de personnalité mesurés en fonction de la situation, que ce soit dans cette expérience entre le test
d’apprentissage spatial et le test d’habituation, ou lors d’autres études (Jolles et al. 2019; Hubena,

Horky, and Slavik 2020)).

5.1.3 Variabilité entre les individus: intérét écologique et évolutif

Ce qui a été également remarqué, est que chaque individu avait une maniere différente de répondre
aux tests qui étaient proposés. Que ce soit dans les traits d’apprentissage ou dans la personnalité,

une tres grande variabilité a été observée.

Pour ce qui est du score d’apprentissage se basant sur les pentes de temps passé dans les
différentes chambres, on constate que malgré le fait que la moyenne soit significativement plus
grande que 0, et qu’il y a donc eu une évolution globale du comportement similaire a un apprentis-
sage chez la plupart des individus, cela n’est sans doute pas le cas pour tous. Certains avaient en
effet un score tres proche de 0, voire méme négatif. Ces poissons peuvent avoir, soit des capacités
d’apprentissage inférieures & la moyenne, soit un trait de personnalité ou une perception de leur
environnement qui les poussent a agir de maniere contre-intuitive selon nous. Mais dans les 2 cas,
cela montre que les individus n’adaptent pas leur comportement de la méme maniere face a la méme

situation.

Cette variabilité a également été observée dans les traits de personnalité. Par exemple, pour
I’audace, les poissons sortaient apres en moyenne un peu plus de 7 minutes. Cependant, certains
poissons sortaient aprés moins d’une minute, et un poisson (qui n’a donc pas été utilisé), n’est sorti
de la chambre d’acclimatation pour aucun des 3 essais. Cette variabilité a été constatée pour tous
les traits de personnalité étudiés, puisqu’il y avait pour chacun d’entre eux au moins un individu

qui différait significativement d’au moins un autre individu.

Il est déja bien connu que la variabilité est un des piliers de I’évolution. Parmi la gamme
de phénotypes présents dans la population, la sélection naturelle élimine les individus ayant les
traits les moins adaptés a leur environnement et les traits favorisant la fitness, s’ils sont héritables,
sont plus transmis & la génération suivante (Endler |1986). Cependant, I’environnement peut étre
changeant, et dans ce cas, un trait qui était adaptatif par le passé, peut ne plus ’étre dans le futur.
La variabilité au sein de la population permet de conserver une variété de phénotypes différents, qui

permet donc a cette population d’évoluer en cas de changement des conditions environnementales.
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Le comportement et la personnalité sont des aspects du phénotype des individus qui peuvent
dans certains cas étre héritables et soumis a la sélection (Pelletier and Garant [2012). Par exem-
ple, chez ’espece de poisson Pacifastacus leniusculus, les individus des populations pour lesquelles
la nourriture est peu abondante montrent une personnalité plus agressive, audacieuse et active,
car la compétition est plus forte dans cet environnement (Pintor, Sih, and Bauer 2008|). Mais
I'environnement étant variable, il peut également y avoir de la variabilité spatiale et/ou temporelle
dans la sélection, et donc conserver de la variation est important pour les populations (Pelletier and
Garant |2012). Par exemple, chez les écureuils Tamiasciurus hudsonicus, I'agressivité et lactivité
des femelles est corrélé a la survie des jeunes et a leur rapidité de croissance, mais cette corrélation
pourrait étre modulée voire inversée en fonction de la variation annuelle d’abondance de la nourrit-
ure (Boon, Réale, and Boutin 2007)). En fonction de I'environnement, certains traits de personnalité
pourraient donc étre favorisés ou défavorisés, ce qui montre 'importance de conserver une gamme

suffisamment large de phénotypes.

En ce qui concerne 'apprentissage, on sait qu’il s’agit d’un trait qui peut étre intéressant pour
les individus. En effet, cela permet a I'animal d’adapter son comportement a I’environnement a
plus courte échelle de temps qu’'une génération (Brown 2012). Plus un individu a d’informations
sur son environnement, plus sa fitness et sa survie en sont augmentée (Dall et al. |2005). Par ex-
emple, lors de 'expérience réalisée pour ce mémoire, les individus qui avaient appris ou se trouvait
le coton auraient pu se réfugier en cas d’attaque par un prédateur. On observe cependant de
la variabilité dans ce trait également. Cela peut étre expliqué par le fait que I'apprentissage est
également cotuteux pour les individus. Tout d’abord, la recherche d’information nécessite beaucoup
d’énergie et de temps. De plus, cette phase pendant laquelle I'individu recherche les informations
sur son environnement n’est pas nécessairement adaptative car il n’a pas encore appris comment
se comporter, alors qu’elle lui a cotité de I’énergie et du temps (Brown 2012; Dall et al. 2005). De
plus, le cerveau et les tissus neuraux nécessitent beaucoup d’énergie. On estime que chez ’homme,
20% de Vénergie assimilée quotidiennement est utilisée pour alimenter le cerveau, alors qu’il ne
compte que pour 2% de la masse totale (Raichle and Gusnard |2002). Or la masse de tissus neuraux
semble souvent corrélée aux capacités d’apprentissage (Brown 2012; Dall et al. 2005). Il est donc
nécessaire de trouver un compromis entre I’apprentissage et ses cotits, ce qui peut faire apparaitre
plusieurs stratégies différentes. Cela est d’autant plus vrai que certains traits peuvent compenser
des capacités cognitives plus basses. Par exemple, chez les mésanges Parus major, la compétitivité

est inversement corrélée avec la capacité a résoudre un probleme. On peut interpréter cela par le
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fait que les individus tres compétitifs n’auraient pas besoin de grandes capacités cognitives, car ils
ont acceés aux ressources facilement. Cependant, les individus peu compétitifs pourraient trouver
ce dont ils ont besoin dans les ressources plus difficiles d’acces, qui nécessitent de résoudre des

problémes et ou la compétition est donc inférieure (Cole and Quinn 2012]).

La variabilité des comportements, comme pour tous les autres traits des individus, peut également
avoir un effet sur la dynamique des populations. En effet, bien que la personnalité des individus
a un impact sur leur fitness, la sélection naturelle qui agit sur ces traits de personnalité n’est pas
suffisante pour stabiliser ces traits et supprimer la variabilité (Pelletier and Garant 2012). De par
le fait que ces comportements ont un effet sur la survie, la dispersion et la reproduction, cette vari-
abilité doit nécessairement affecter, positivement ou négativement, la croissance de la population
(Wolf and Weissing [2012; Pelletier and Garant [2012)). De plus la variabilité dans la personnalité
peut avoir un effet sur la compétition, comme chez les mésanges (Cole and Quinn [2012), mais aussi
a beaucoup plus large échelle, sur les interactions interspécifiques, les communautés et écosystemes
(Wolf and Weissing [2012)). Les différents types comportementaux présents au sein d’une espece
peuvent en effet interagir avec des especes différentes, puisqu’ils n’interagissent pas de la méme
maniere avec leur environnement, et ils peuvent méme étre distribués différemment dans le milieu.
La variabilité est donc également importante pour comprendre la structure et la dynamique des

réseaux écologiques (Wolf and Weissing [2012)).

On constate donc de la variabilité comportementale chez Kryptolebias marmoratus, malgré la
tres faible variabilité génétique, puisqu’une seule lignée isogénique a été utilisée. Une autre source
de variation doit donc entrer en jeu pour produire ce phénomene. Cela est d’autant plus impor-
tant pour cette espéce qu’elle vit dans des mangroves. En effet, ces milieux possedent une forte
hétérogénéité spatio-temporelle, dans la salinité et la température de surface de ’eau par exemple
(Lazareth et al. 2003). De plus, les petits bassins peu profonds dans lesquels il vit (D. Scott Taylor
2000) peuvent s’assécher ou apparaitre et amener les individus & devoir adapter leur comportement
en peu de temps. L’apprentissage fait sans doute partie des solutions, il permettrait aux indi-
vidus de mieux connalitre les endroits relativement stables dans le temps et d’apprendre au fur et a
mesure les évolutions des autres bassins. Mais les individus utilisent probablement également des
stratégies alternatives, comme une variabilité dans la résistance aux variations environnementales

par exemple, pouvant faire augmenter la variabilité dans les capacités cognitives dans la population.
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Cependant, des expériences sur le terrain et sur d’autres lignées sont nécessaire afin de vérifier
si ce qui est observé en laboratoire est également valable pour les populations sauvages vivant dans
leur milieu naturel. En effet, les individus utilisées proviennent d’un élevage, dont les animaux sont
élevés en captivité depuis plusieurs générations. Or, il a déja été montré que de micro-évolutions
pouvaient survenir en quelques générations de captivité (Fraser et al.[2019). Il serait donc intéressant

de savoir si ces résultats pourraient étre extrapolables a I’espece dans la nature ou non.

5.1.4 Syndromes comportementaux et cognitifs: importance écologique et évolutive
5.1.4.1 Syndromes observés

La figure [23] représentant les différents traits de personnalité et d’apprentissage étudiés et leurs
relations montre la présence de plusieurs corrélations significatives. Cette figure semble montrer un
syndrome comportemental entre I’audace, ’activité, une attractivité faible envers un abri, et une

réponse de fuite face & une menace.

Il semble en effet cohérent qu’un individu audacieux soit moins attiré par les abris, ou qu’un
poisson actif et audacieux réagisse plutot par la fuite plutot qu’en s’immobilisant face & un stress.
Bien que cette derniere réponse n’a pas été mesurée comme répétable lors de cette expérience, elle
a pu l’étre chez un autre poisson, la sole Paralichthys olivaceus (Rupia et al. 2016]). Dans cet ar-
ticle, ils associent également le comportement de fuite & une défense active et I'immobilisation a
une défense passive qui correspondraient aux réponses respectivement des individus audacieux et

timides (Rupia et al. 2016, ce qui semble cohérent avec les observations chez K. marmoratus.

La corrélation audace-activité a quant a elle déja été observée chez le rivulus des mangroves
lors d’autres expériences, ou il a été observé que le temps nécessaire pour sortir d’un abri était
négativement corrélé a la distance totale parcourue (Chapelle |2018). De plus, ce syndrome a déja
été observé chez d’autres especes (Wilson and Godin 2009; Kanda, Louon, and Straley 2012)) et
semble assez typique (Sih, Bell, et al. 2004). Cependant, plus d’études sont nécessaires pour vérifier
que ce syndrome soit valable a ’échelle de 'espece, car il a été trouvé chez I’épinoche qu’il pou-

vait y avoir des variations plus ou moins fortes en fonction de la population (Dingemanse et al. [2007)).

Cependant, quelques résultats sont moins cohérents. Il est par exemple étonnant que ce soit
I’attractivité lors du test d’apprentissage spatial qui soit corrélé avec I'activité lors de I’habituation,

et inversement, plutot que les résultats soient corrélés au sein d’un test. On observe également que
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la réponse de fuite au troisieme essai du labyrinthe est corrélée positivement avec l'attractivité, et
non plus avec 'activité ou 'audace. De plus, les coefficients de corrélation, méme significatifs, sont
rarement au-dessus de 0,5, donc généralement assez bas. Cela montre qu’il reste tout de méme une

certaine flexibilité dans le comportement, malgré la présence d’un syndrome comportemental.

On observe également qu’il ne semble pas y avoir de syndromes cognitifs entre I’apprentissage
et les traits de personnalité mesurés. Il y a quelques corrélations entre les scores d’apprentissage
et l'attractivité, mais difficilement interprétables. Le score d’apprentissage se basant sur les pentes
est négativement corrélé a l'attractivité au 1°" essai, et positivement corrélé a celle du 3° essai,
mais cela peut-étre expliqué par le fait que les deux se basent sur la méme information: le temps
passé dans les chambres. Pour ce qui est du deuxieme score d’apprentissage, il était positivement
corrélé a 'attractivité au dernier essai, mais il semblerait que l'attractivité aux deux premiers es-
sais ait un effet négatif sur le choix de la chambre au dernier essai. De plus, lorsque 'on compare
I’attractivité moyenne des 3 essais a ’apprentissage il ne semble pas y avoir de corrélations avec
aucun des deux scores (figure [21)). Une interaction entre attractivité et apprentissage spatial n’est
donc pas clairement démontrée. Cependant, il est difficile d’imaginer qu’un poisson qui ne semble
pas attiré par le coton et ne le pergoit pas comme un renforcement positif (comme les 16,7% qui
ont une moyenne d’attractivité inférieure a 0,5) apprenne tout de méme a aller plus souvent dans la
chambre possédant le coton. Il serait donc plus fiable d’examiner dans un premier temps la réaction
de chaque individu face au coton indépendamment du labyrinthe, afin de mesurer ’attractivité, puis

dans un deuxieme temps de I’exposer au test d’apprentissage spatial, pour évaluer I'apprentissage.

De plus, les autres types d’apprentissages et de personnalité n’ont pas été investigués. On
observe par exemple dans une expérience de Guenther et Brust que la sociabilité des individus
est négativement corrélée a la capacité a résoudre des problémes chez le cochon d’inde. On con-
state également que I'audace semble positivement corrélée avec la résolution de problemes et avec
lapprentissage social (Guenther and Brust [2017). L’audace apparait d’ailleurs comme un trait
souvent corrélé a différents types d’apprentissage, et ce notamment chez les poissons. Ce trait de
personnalité a été associé aux capacités d’apprentissage associatif chez le bar Micropterus salmoides
(Louison et al. 2019), et a lapprentissage social et associatif chez le guppy Poecilia reticulata
(Trompf and Brown 2014; Dugatkin and Alfieri 2003). Il semblerait que chez beaucoup d’especes,
les individus audacieux expérimentent plus leur environnement et donc apprennent plus vite en

situation nouvelle (Carere and Locurto |2011). Cependant, une autre hypothese indique que les
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individus "proactifs” (audacieux, actifs et agressifs) tentent plus de maitriser leur environnement
et sont moins sensibles aux changements subtils, alors que les individus ”réactifs” s’adaptent plus
facilement a de petits changements dans une tache familiere (Carere and Locurto 2011). On aurait
alors que les individus audacieux réussissent plus vite des taches nouvelles pour lesquelles explorer
I’environnement est avantageux, alors que les individus plus timides remarquent mieux les change-
ments subtils et savent donc adapter leur comportement dans une situation proche d’une tache a

laquelle ils sont habitués (Carere and Locurto 2011)).

Ce genre de corrélations entre la personnalité et I’apprentissage peuvent étre causés par différentes
interactions. Tout d’abord, les 2 traits peuvent avoir une cause commune, et dans ce cas, ni
I’apprentissage, ni la personnalité n’influe 'un sur 'autre. Afin de comprendre les mécanismes qui
entrent en jeu dans les capacités cognitives, il suffirait de trouver cette cause commune. Mais il serait
possible que 'apprentissage influence la personnalité ou a l'inverse, que la personnalité impacte la
vitesse d’apprentissage, comme montré dans les hypotheses de ’effet de I’audace sur 'apprentissage.
Il y a alors un rapport de causalité entre les deux traits. Dans le cas ol la personnalité impacte
I’apprentissage, celle-ci peut le faire de plusieurs manieres: soit elle influence directement les ca-
pacités cognitives, soit elle facilite les conditions d’apprentissage sans nécessairement améliorer les
capacités d’apprendre. Un animal curieux, par exemple, aura plus tendance a plus explorer le dis-
positif de test qu'un animal timide, ce qui pourrait ’amener a résoudre un probleme plus vite sans
que ses capacités d’apprentissage ne soient nécessairement meilleures. Il est donc possible que la
personnalité biaise le résultat du test (Carere and Locurto 2011). La maniere de réaliser I'expérience
va alors dépendre de I'objectif de celle-ci et de la définition d’apprentissage. S’il s’agit de compren-
dre les implications écologiques et évolutives de la rapidité d’apprentissage, il n’est pas directement
nécessaire de distinguer ce qui est causé par la personnalité ou par les capacités cognitives, car
le comportement final produit est suffisant. Cependant, il peut étre intéressant de comprendre
cette covariation pour identifier quels phénotypes sont optimaux en cas de trade-off entre les traits
(Carere and Locurto [2011)). Et si le but est d’identifier les mécanismes sous-jacents aux capacités
d’apprentissage, il devient intéressant de tenir compte de l'effet de la personnalité afin d’enlever
de possibles biais et de réduire la variation due au hasard, ce qui augmenterait la précision du
modele. On voit donc que les mécanismes qui régissent les syndromes cognitifs peuvent influencer
la maniere dont il faut étudier les capacités cognitives, et qu’il est donc important d’explorer plus

en profondeur les liens entre ces différents traits.
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5.1.4.2 Impact des syndromes sur 1’écologie et I’évolution

D’un point de vue écologique, ces syndromes comportementaux représentent généralement des
stratégies alternatives. Par exemple, dans le cas du gradient entre les individus ”proactifs” et
"réactifs”, les individus qui sont audacieux et agressifs auront tendance a obtenir plus de ressources
et partenaires de reproduction, mais ils prennent également plus de risques pour les avoir. A
I'inverse, les individus timides prendront moins de risques, mais auront (& court-terme) moins
de ressources. La meilleure stratégie entre les 2 dépendra de l'environnement (abondance des
ressources, présence de prédateurs, etc.) (Sih and Del Giudice 2012). On observe un gradient qui
pourrait s’apparenter a cet axe proactif-réactif chez le rivulus des mangroves dans cette expérience.
On a en effet pu observer que les individus qui sortaient plus to6t de la chambre d’acclimatation ou
les moins néophobes étaient également ceux qui ont fait le plus de transitions entre les zones. A
I'inverse, ceux qui ont mis plus de temps a sortir de leur zone de confort ont été également ceux qui

sont le plus restés a ’abri de la colonne lors du test d’habituation.

On peut utiliser cette méme approche dans le cadre de I'apprentissage, ce qui permet de com-
prendre le lien et la continuité entre la stratégie de la proactivité et de ’apprentissage rapide. On
retrouve en effet ici aussi un compromis, cette fois-ci entre la vitesse d’apprentissage et la précision
ou la fiabilité des informations. Les individus qui ont un apprentissage rapide perdent donc en
précision des informations, ou ont plus de chance d’apprendre quelque chose de faux, car ils ont
moins d’observations sur lesquelles baser leur apprentissage (Sih and Del Giudice [2012). 11 y a donc
ici aussi une prise de risque (le manque de fiabilité et de précision des informations), qui est contre

balancé par un avantage a court terme (l’apprentissage).

Mais ces syndromes comportementaux, en corrélant plusieurs traits de personnalité entre eux
peuvent avoir des désavantages d’un point de vue adaptatif, car les comportements corrélés ne sont
pas libres d’évoluer indépendamment. Un comportement observé chez un individu peut alors étre
maladaptatif, mais il n’est pas pour autant contre-sélectionné car il est corrélé a un autre trait qui lui
est avantageux pour l'individu (Sih, Bell, et al. 2004). Par exemple, chez le bar, il a été trouvé que
I’audace était corrélée avec la rapidité d’apprentissage. Cependant, les individus audacieux étaient
également ceux qui se faisaient le plus attraper par les pécheurs (Louison et al.2019). La rapidité
d’apprentissage pourrait alors étre contre sélectionnée a cause de cette corrélation avec ’audace,
alors qu’elle peut indépendamment étre adaptative. On a alors nécessairement un compromis en-

tre les deux traits de personnalité ou de cognition afin d’obtenir la combinaison comportementale
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optimale. Et comme il a déja été détaillé dans l'introduction, il est important d’en tenir compte en

expérimentation en écologie et évolution.

Enfin, un dernier point important concernant l’aspect écologique et évolutif des syndromes
cognitifs, est que, en plus des effets de la personnalité sur 'apprentissage détaillés plus haut, il
pourrait y avoir des effets de ’apprentissage sur la personnalité. On a en effet déja pu constater
I'importance de I'expérience au début de la vie de I'individu dans le développement de la personnalité
(Stamps and Groothuis |2010; Rédel and Meyer [2011). On a donc des effets en boucle, qui pourrait
possiblement former des rétro-actions, qu’elles soient positives ou négatives (Carere and Locurto

2011).

5.1.4.3 Comportement, personnalité et syndromes chez le rivulus

On observe chez K. marmoratus un syndrome comportemental semblable & I’axe proactivité-réactivité.
Peu de mesures différentes ont été récoltées pour confirmer sur base de plusieurs aspects les traits
de personnalités, mais on observe pour les deux tests différents une corrélation négative entre la
mesure d’activité et la mesure de timidité, ce qui correspond & un syndrome comportemental entre
activité et audace. Cependant, ce syndrome ne semble pas toujours complet, car, bien que des
expériences sur d’autres lignées montrent une corrélation entre agressivité, audace et exploration
(Chang et al. 2012), des expériences sur la lignée DC4 du laboratoire du Prof. Frédéric Silvestre
ont montré qu’il n’y avait pas de lien entre 'audace et Pagressivité (Chapelle 2018)). On observe
également que les capacités d’apprentissage ne semblent pas corrélées avec 'audace/timidité, con-
trairement a ce qui aurait pu étre déduit sur base d’expériences déja réalisées sur d’autres espece.
On se trouve en effet dans une situation ou 'animal est exposé & un environnement entierement
nouveau, et ou ce trait de personnalité aurait pu avoir un impact positif sur I'apprentissage. On
pourrait donc conclure que le syndrome cognitif entre audace et apprentissage spatial n’est pas
présent chez le rivulus des mangroves. Pourtant, cela signifie également que les individus qui sont
sortis rapidement de la chambre d’acclimatation n’ont pas appris plus rapidement que ceux qui
sont sortis nettement plus tard, malgré 'avantage qu’ils avaient d’avoir plus de temps pour ex-
plorer l'aréne. Il y a alors 3 hypotheses possibles pour expliquer ce phénomene. Soit (1) le temps
supplémentaire dont les audacieux ont profité n’était pas nécessaire pour 'apprentissage et une ex-
ploration est suffisante pour développer 'apprentissage, indépendamment du temps d’exploration.
Une deuxiéme hypothese (2) est que, puisque l'audace et l'attractivité du coton sont anti-corrélé,

les poissons peu audacieux étaient en fait plus attirés par le coton, et avaient donc une motiva-
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tion plus grande & apprendre. Cette hypothese expliquerait d’ailleurs également partiellement que
Iattractivité n’ait pas d’effet visible sur 'apprentissage. Mais on pourrait également imaginer que
(3) les individus plus timides ont développé des capacités cognitives supérieures qui compensent les
bénéfices apportés par ’audace lors d’un apprentissage. Il y aurait alors une corrélation négative
entre audace et capacités d’apprentissage, qui serait masquée par 'effet positif de I’audace lors d’un
apprentissage. Ce point reste toutefois a investiguer, car la répétabilité des résultats d’apprentissage
n’a pas été déterminée, et qu’il n’est donc pas possible de confirmer qu’elles sont représentatives
des capacités cognitives. De plus, on ne peut pas, avec les résultats obtenus, déterminer quelle
hypothese est vraie. Une expérience de Chang et al. 2012 sur d’autres lignées de K. marmoratus
ne trouve également aucune corrélation entre certains traits de personnalité (audace, exploration et
agressivité) et 'apprentissage spatial. Toutefois, aucune mesure de lattractivité de la récompense

(également des abris), ni de la répétabilité n’a été faite afin d’évaluer un potentiel biais.

Cependant, cette derniere hypothese permet de soulever un point important. Il a jusqu’a présent
souvent été considéré que les résultats observés d’apprentissage étaient causé par les capacités cog-
nitives a laquelle s’ajoutait de la variabilité non expliquée: Observation = Capacité £ Variation.
La théorie des syndromes cognitifs permet d’inclure le facteur personnalité dans 1’équation, afin de
diminuer la variabilité non expliquée: Observation = Capacité+ Personnalité £V ariation (Carere
and Locurto 2011). Cependant, les résultats de cette expérience montrent qu’il pourrait y avoir une
interaction entre personnalité et capacités cognitives, et qu’ils n’évoluent donc pas indépendamment
I'un par rapport a 'autre: Observation = Capacité + Personnalité + Capacité x Personnalité +
Variation. Dans ce cas-ci, ce n’est donc pas parce qu’aucun syndrome cognitif n’a été relevé qu’il
n’y a aucun effet de la personnalité sur les capacités cognitives. L’hypothese (2) montre également
qu’il pourrait y avoir des interactions assez complexes entre la personnalité et ’apprentissage ob-

servé, ce qui complique d’autant plus I’étude de ces traits.

L’hypothese (1) selon laquelle I'audace n’a pas d’effet sur les capacités d’apprentissage peut
cependant aussi étre intéressante et apporter des informations sur K. marmoratus. En effet, la
sélection naturelle a pu découpler certains traits des syndromes comportementaux et cognitifs de
sorte a ce que cette espece soit mieux adaptée a son environnement. Ces syndromes diminuent
en effet la flexibilité des populations et conservent certains traits qui pouvaient étre maladaptat-
ifs. Généralement, cette sélection n’est pas suffisamment forte pour faire disparaitre les syndromes

comportementaux et cognitifs (Pelletier and Garant [2012), mais le milieu trés changeant des man-
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groves peut avoir exercé une pression plus forte, nécessitant plus de flexibilité et un découplage des
personnalités et apprentissages. De plus, méme lorsqu’on remarque chez le rivulus des corrélations,
celles-ci ont généralement un coefficient de corrélation assez faible et toutes les corrélations ne sont
pas significatives. Cela montre que malgré les corrélations observée, celle-ci reste relativement flex-
ible, et permettent plus de souplesse dans la variation des traits de personnalité. Cependant, seuls
des hermaphrodites ont été étudiés lors de cette expérience. Or, il a déja été observé chez le rivulus
des mangroves des variations dans les syndromes comportementaux entre males et hermaphrodites
(Edenbrow and D. Croft 2012)), ce qui montre I'importance d’étudier le role du sexe dans les syn-

dromes.

5.2 Corrélations avec 1’épigénétique

5.2.1 Variation de méthylation observée pour les CpG des séquences étudiées entre

les individus a apprentissage rapide et lent

La premiere chose que 1’on peut observer est le faible taux de méthylation global de tous les CpG de
la plupart des séquences. Cela est principalement da au fait qu’il ne s’agit presque que de régions

promotrices, et cela montre également qu’il s’agit de génes fortement exprimés de maniere générale.

Peu de différences significatives ont été observées dans la méthylation des CpG pour les individus
a apprentissage lent et rapide. Seul la séquence de egr! présente 2 CpG dont la méthylation est
significativement supérieure chez les "rapides”. Il s’agit d’un résultat inverse a ce qui était attendu.
En effet, le taux de méthylation global de egr! est sensé diminuer a partir de 24h apreés un apprentis-
sage (C. A. Miller, Gavin, et al. 2010). Il était donc supposé que les individus ayant le mieux appris
auraient un taux de méthylation plus faible de ce gene. Cependant, tres peu d’individus ont pu étre
utilisés pour montrer cette différence, il ne peut donc pas étre affirmé avec certitude qu’il existe une
réelle différence entre les deux groupes. De plus, pour montrer une différence de méthylation avec
ou sans apprentissage, les chercheurs ayant déja investigué le gene utilisaient souvent un groupe
témoin n’ayant pas été exposés a un test et un groupe ayant réalisé le test (Jeremy J Day et al.
2013; C. A. Miller, Gavin, et al. 2010). La variation des capacités d’apprentissage n’est peut-étre

pas suffisante pour montrer une réelle différence entre les 2.

Une deuxieme séquence présente 2 résultats significatifs, il s’agit de l'ilot 2 de grin1b. Mais pour
cette séquence, les 2 CpG montrent des résultats contraires: le taux de méthylation est plus haut

chez les individus a apprentissage rapide pour I'un des deux CpG, et pour l'autre, ce taux est plus
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haut chez les individus a apprentissage lent. Ce geéne ne jouant un role que lors d’un apprentissage
associatif, il était attendu que les individus ayant un plus haut taux de méthylation auraient des ca-
pacités d’apprentissage similaires pour ’habituation, mais inférieures pour des tests d’apprentissage
associatifs comme ’apprentissage spatial. Puisque les scores d’apprentissage ne se basent ici que
sur le test du labyrinthe, il était attendu que les individus & apprentissage lent aient un taux moyen

de méthylation plus haut.

Cependant, pour 'une comme pour l'autre séquence, malgré une différence statistiquement sig-
nificative, il n’y a probablement pas de différence importante dans I’expression des genes. En effet,
la différence de moyenne de méthylation des CpG entre les deux groupes est entre 0,2 et 1,4%,
ce qui est assez faible d’un point de vue biologique. Il semblerait que certaines variations aussi
faibles puissent avoir un effet sur I'expression du gene (Breton et al. [2017). Cependant, puisque
I’expression des génes n’a pas été mesurée dans cette expérience, il ne peut pas étre affirmer que
les faibles variations observées aient un effet biologique. De plus, chez le rivulus des mangroves,
il a été observé pour quelques génes que pour avoir un réel effet sur 'expression, cette différence
doit tourner autour des 10 a 20% (Carion 2020; Voisin [2018). En revanche, cela montre que la
variation interindividuelle dans la méthylation des différents CpG de la séquence de mecp2 aurait

probablement un effet biologique.

On observe assez peu de différences qui sont significatives entre les individus & apprentissage
rapide et lent, et méme lorsqu’elles le sont, les différences de méthylation sont trop faibles pour avoir
un effet biologique. De plus, il est important de préciser que de nombreux tests ont été réalisés
puisque chaque CpG a été testé séparément. La probabilité d’avoir un résultat significatif qui est
le fruit du hasard augmente donc beaucoup. On peut alors se demander pourquoi il n’a pas été

trouvé de différences entre les individus a apprentissage rapide et lent.

On peut tout d’abord imaginer qu’il y avait bien des différences de méthylation des CpG entre les
individus a apprentissage lent et rapide dans les séquences étudiées, mais que ces différences n’étaient
perceptibles que dans certaines zones du cerveau des individus. Le fait d’utiliser le cerveau entier a
alors pu estomper la différence et elle a donc pu ne pas étre pergue. Par exemple, la déméthylation
de egr! lors de l'apprentissage chez les mammiferes n’a lieu que dans le cortex préfrontal (C. A.
Miller, Gavin, et al. 2010)). Si on avait fait le test uniquement sur la zone équivalente chez le pois-

son, une différence significative et suffisamment importante pour avoir un effet biologique aurait
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peut-étre pu étre trouvée.

Ensuite, la méthylation n’est pas le seul moyen de régulation des genes. Certes, la régulation
des genes peut influencer les capacités cognitives chez certaines especes. Il a par exemple été trouvé
que les individus qui avaient un plus grand taux I’ARNm de bdnf étaient également ceux qui appre-
naient le plus vite (Vaynman, Ying, and Gomez-Pinilla [2004)). Pour mecp2, les problémes de sous-
et surexpression du gene induisent des déficiences cognitives (Gonzales and LaSalle 2010). Mais il
est possible que ce soit plutét les modifications d’histones ou les microARNs interférents qui influe
sur la variabilité des capacités cognitives chez K. marmoratus. La méthylation des histones pourrait
en effet empécher la méthylation du la région promotrice, tout en réduisant ’expression du gene

(Weber et al. 2007)).

De plus, seule une courte séquence de la région promotrice en amont du gene a été étudiée. 11
se pourrait que la séquence contenant les CpG régulateurs de I'expression du gene se trouve dans
une région promotrice située tres loin du gene, ou dans le géne lui-méme, que ce soit un intron ou
un exon, voire dans une partie non-étudiée de la région promotrice a proximité du début du gene.
Par exemple pour le gene egr! chez le rat, on remarque une grande variation de la méthylation des
CpG en fonction de la séquence étudiée (Jeremy J Day et al. [2013). Cela pourrait non seulement
expliquer le peu de différences observées mais également les résultats contre-intuitifs constatés pour

les genes egrl et grinlb ilot 2.

On peut également imaginer que ce ne sont pas ces genes-la qui modulent la variabilité interindi-
viduelle des capacités cognitives. Cela entrerait cependant en contradiction avec certains résultats
trouvés dans la littérature sur d’autres especes. Comme dit plus haut, ’expression de certains genes
comme bdnf et mecp2 avait un effet sur les capacités cognitives de ’animal (Vaynman, Ying, and
Gomez-Pinilla |2004; Gonzales and LaSalle 2010). Comme ’apprentissage est un phénomene tres
complexe impliquant de nombreux genes, il serait toutefois possible que plusieurs genes différents
soient impliqués dans la variation des capacités cognitives. Par exemple, il n’est pas impossible
que les capacités d’apprentissage moins grandes du poisson numéro 20-46 soit causé par un taux
de méthylation plus haut (>30%) du CpG8 dans la séquence de l'ilot 2 de bdnf. Ce n’est pas pour
cette raison que cela doit étre le cas pour tous les individus, et peut-étre que les autres poissons
a capacité d’apprentissage plus réduite ont une modification de ’expression d’un autre gene, qui

peut étre différent pour chacun. Ce serait alors la combinaison de méthylation de tous les genes
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impliqués dans la cognition qui représenterait les capacités d’apprentissage des individus.

Une derniere possibilité est que les scores d’apprentissage mesurés ne soient pas représentatifs
des capacités d’apprentissage, et que la distinction apprentissage lent et rapide ne soit donc pas
correcte. Cependant, le fait que les 2 scores soient corrélés, alors qu’ils mesurent des aspects tres
différents du comportement d’apprentissage, indiquerait le contraire. Mais il est impossible de
savoir avec ce design expérimental, si 'apprentissage observé n’est qu’un comportement ponctuel

ou représentatif des capacités d’apprentissage de I'individu, car aucune répétition n’a été réalisée.

On voit par cela que les causes de la variabilité dans les capacités cognitives sont probable-
ment trés complexes, que ce soit les mécanismes qui induisent cette variabilité ou les interactions
qu’il peut y avoir entre les différents processus. Lorsque ce n’est pas une lignée isogénique qui est
étudiée, il faut de plus ajouter tous les aspects génétiques, ainsi que les interactions entre le génome
et I'épigénome. Tout cela rend la variabilité des capacités d’apprentissage d’autant plus complexe

a étudier.

Cependant, cette expérience met en avant un résultat intéressant. Il a été observé une variation
biologiquement importante de la méthylation des CpG de mecp2 qui ne serait pas corrélée avec la

variation de capacité d’apprentissage spatial qui a été mesurée.

5.2.2 Variation dans la méthylation des CpG de la séquence de mecp2 étudiée et

corrélation aux comportements

Mecp2 est un gene encore mal compris. A 'origine on pensait que la protéines MeCP2 ne se liait
a des méthylcytosines que dans des zones trés méthylées de ’ADN afin de réduire I'expression du
gene cible. On sait maintenant que son roéle est beaucoup plus subtil. Non seulement il ne se lie
pas nécessairement a toutes les régions tres méthylées, mais en plus il est aussi capable de se lier a
des régions tres peu méthylées avec I'aide d’autres protéines (Yasui et al. 2007). Et au lieu d’agir
uniquement en répresseur, il serait plutot un moyen beaucoup plus fin de réguler 'expression des
génes autant positivement (en recrutant CREB par exemple), que négativement (en condensant la
chromatine) (Guy et al. 2011)). MeCP2 joue un réle particulierement important dans la cognition: il
permet le développement post-natal du cerveau. En effet, il influe sur 'expression des genes de plas-
ticité neuronale comme bdnf, id1, egr2 et junb. En fonction de I'activité des différents neurones, il

va moduler ’expression de ces genes de sorte a maturer certaines synapses spécifiques, ce qui permet
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lapprentissage (Gonzales and LaSalle |2010). Chez les mammiféres certaines mutations de mecp?2
entraine des maladies neurologiques graves, telles que le syndrome de Rett, mais une variation de
I'expression (autant sous- que surexpression) du gene peut également mener a certains désordres
mentaux comme de l'autisme ou du retard mental (Gonzales and LaSalle 2010). Toujours chez les
mammiferes, le taux de méthylation normal des CpG de la région promotrice de ce géne varie entre
0 et 6% en fonction du CpG, alors que le taux de méthylation des CpG peut dépasser les 12% chez
des individus autistes (Nagarajan et al. 2006]). Chez les poissons, on pourrait s’attendre a un role
et a des conséquences similaires en cas de problemes d’expression, car méme s’il y a des différences
entre la protéine MeCP2 des mammiféres et des poissons, les domaines semblent conservés (Guy

et al. [2011)).

Cependant, la variation de méthylation des CpG de la séquence étudiée de MeCP2 ne semble
pas influencer les capacités d’apprentissage spatial chez le rivulus des mangroves. Il n’y avait en
effet aucune différence significative entre la moyenne de méthylation les individus & apprentissage
rapide et lent, et ce pour aucun des CpG étudiés. Une surexpression de mecp2 chez K. marmoratus
ne causerait donc pas de retard mental. On constate cependant beaucoup de variation entre les in-
dividus. Cette variation est également tres constante entre les 9 différents CpG d’un méme individu.
Certains poissons ont en effet tous leurs CpG méthylés a 2 ou 3%, alors que d’autres ont presque
tous leurs CpG au-dessus de 10%, avec une moyenne dépassant les 15%. Cette variation devrait
influencer I'expression de mecp2 et avoir un effet biologique (Carion 2020; Nagarajan et al. [2006;
Voisin [2018). On peut alors chercher si cette variation d’expression pourrait induire une certaine

forme d’autisme chez les poissons.

L’autisme chez ’homme est caractérisé par plusieurs phénomenes. On retrouve tout d’abord de
fortes déficiences en interaction sociales et communication, combiné a des activités et intéréts tres
ciblés et répétés. 1l est également intéressant de constater que I’autisme ne mene pas nécessairement
a une déficience, ou un retard dans le développement des capacités intellectuelles, comme par ex-

emple dans le syndrome d’Asperger (Frith and Happé 2005; Lord et al. [2020).

Chez le rivulus, on observe tout d’abord 2 potentielles tendances: une corrélation négative entre
la méthylation des CpG de mecp2 et attractivité au 2° essai, et une autre positive avec 'activité
mesurée via le test d’habituation. Il serait nécessaire d’a nouveau faire un test avec plus de poissons

pour confirmer cette tendance, mais cela pourrait vouloir dire que les individus avec un plus haut
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taux de méthylation (les poissons avec une possible tendance autiste) sont moins attirés par le coton
et sont plus actifs. Cependant, ces comportements ne sont pas particulierement cohérents avec ce
qu’on aurait pu attendre d’un individu autiste chez I’homme. Ces personnes ont, comme déja dit
plus haut, tendance a beaucoup répéter leurs actions, et a ne pas aimer le changement. On se serait
donc attendu & un comportement plutot néophobe et peu audacieux chez les poissons, plutét qu’a
des individus qui font beaucoup de transitions entre la zone proche de I'objet et le reste de ’aréne,
et qui ne sont pas attirés par le refuge du coton. Il serait donc nécessaire de répéter cette expérience
pour avoir la confirmation de ces tendances, d’autant plus que le nombre de variables testées étant

relativement grand, il est probable de trouver des tendances presque significatives par hasard.

On a également constaté que le taux de méthylation des CpG de mecp2 pouvait étre lié au
type de réponse produit par les individus a la suite d’un stress ou d’une menace. Lors du 3° es-
sai, les individus dont les CpG sont fortement méthylés ont tous répondu par la fuite lors de la
potentielle menace que représentait 'ouverture de la porte, alors que les individus dont les CpG
de la séquence de mecp2 était moins méthylés ont produit les deux réponses de maniére approx-
imativement équivalente. Il y a 2 interprétations possibles de ce résultat. Tout d’abord, on peut
faire I’hypothese que les individus dont le taux de méthylation des CpG de la séquence étudiée
pour mecp2 est plus élevé pourraient avoir tendance a développer un comportement de plus en plus
audacieux au cours des essais. En effet, la fuite semblait plutot liée aux individus proactifs, que ce
soit dans cette expérience ou dans la littérature (Rupia et al. 2016|). Cependant, le dernier essai
était le seul pour lequel la réponse ne semblait ni liée a D'activité, ni a la timidité, mais plutét a
Iattractivité. Il se pourrait donc que les individus dont les CpG de mecp2 sont fortement méthylés
soient ceux qui étaient particulierement attirés par le coton. Cependant, cette derniere hypothese
n’est pas cohérente avec la tendance de corrélation négative entre le taux de méthylation des CpG

et lattractivité au 2¢ essai.

L’impact que pourrait avoir la variation de la méthylation du promoteur de mecp2 chez le rivu-
lus des mangroves n’est donc pas encore clair. Les différences semblent suffisamment fortes entre
les individus pour avoir une variation de ’expression et un effet biologique. Celui-ci pourrait se
traduire par une variation du comportement de réponse a une menace apres plusieurs essais, et de
potentielles autres tendances, mais ces observations ne sont pas tres nettes et/ou peu interprétables.
Ce gene devrait donc étre investigué plus en détail chez cette espece pour comprendre le role qu’il y

joue. Par exemple, l'autisme chez ’homme impacte grandement les interactions sociales, et il serait
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donc intéressant de s’intéresser a certains traits sociaux chez K. marmoratus afin de voir s’ils sont

corrélés aux variations de méthylation des CpG de la région promotrice de mecp2.

Un résumé des limitations de Pexpérience est disponible dans 1{Annexe 10}
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6 Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus semblent montrer que K. marmoratus présente des capacités d’apprentissage
spatial. Cependant, cet apprentissage, tout comme les traits de personnalité observés, semblait tres
variable entre les individus. Des corrélations entre traits de personnalités montrent que cette espece
présente également des syndromes comportementaux. Tous ces traits comportementaux, puisqu’ils
influent sur des traits de fitness, comme la survie, la reproduction ou la dispersion, vont influer sur
les dynamiques de population, mais aussi les interactions entre espece, ce qui va donc influencer
I’écologie de 'espece. La présence de variabilité va également jouer un role important en évolution,
car il s’agit d’un des piliers du principe de sélection naturelle. Les syndromes comportementaux et
cognitifs peuvent eux aussi influencer ’évolution en corrélant certains traits qui pourraient avoir des
valeurs adaptatives opposées, ce qui nécessite alors un compromis. L’absence de syndromes cognitifs
observés chez le rivulus pourrait alors nous donner des informations: la pression de sélection dans
I’environnement dans lequel il vit a pu étre suffisamment forte pour décorréler 'apprentissage et la
personnalité chez cette espece, mais pas suffisante pour supprimer toutes les corrélations entre les
traits de personnalité. Cela pourrait donc montrer que de la flexibilité peut étre tres importante
dans un environnement changeant comme les mangroves. Cependant, plus d’études sont nécessaires
pour pouvoir 'affirmer avec certitude, car des hypotheses alternatives pourraient également expli-

quer certains résultats.

Il a enfin également été cherché de possible causes épigénétiques a la variabilité dans les ca-
pacités cognitives. Cependant, aucun résultat biologiquement important n’a été observé pour les
séquences étudiées. Seul la séquence étudiée pour le gene mecp?2 montrait une grande variabilité
interindividuelle, mais celle-ci ne semblait pas liée aux capacités d’apprentissage, ni aux traits de
personnalité étudiés. Mais ce gene étant lié a I'autisme, il serait intéressant de vérifier s’il pourrait
étre corrélé a d’autres traits de personnalités comme la sociabilité. De plus, des avancées dans la
compréhension du role de ce gene chez les poissons pourraient aider a comprendre le réle qu’il joue

chez 'homme, ce qui est d’autant plus important que celui-ci est lié a plusieurs maladies mentales.

Dans la continuité de ce mémoire, il serait intéressant d’approfondir certains points. De nouvelles
expériences pourraient par exemple étre réalisées dans le but de vérifier s’il y a bien de la constance
dans les traits d’apprentissage, ainsi que des corrélations entre les différents types de cognition, et

avec la personnalité, et cela chez plusieurs lignées du rivulus des mangroves comme chez d’autres
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especes. Il serait ensuite intéressant d’investiguer les mécanismes sous-jacents a cette constance et
a ces corrélations, car cela permettrait de trouver les interactions entre personnalité et cognition.
En alliant ces informations a des études sur le terrain, cela permettrait de comprendre leur impact
sur ’écologie et I’évolution des especes. Enfin, la variabilité de méthylation de CpG du gene mecp2
a semblé particulierement intéressante a investiguer, autant dans un but de comprendre son role
chez le rivulus des mangroves, que pour les potentielles avancées dans la compréhension de ce gene

chez 'homme.
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Annexes

Annexe 1

Cette annexe reprend des compléments d’information concernant des types d’apprentissage et de
mémoire qui n’ont pas été détaillés dans l'introduction, car pas directement liés aux expériences
réalisées.

Conditionnement classique

Dans le cadre du conditionnement classique, ce stimulus inconditionnel est lié & un stimulus condi-
tionnel (qui n’induit pas automatiquement une réponse (J.-H. Wang2019). Ce stimulus conditionnel
peut étre une lumiere, une forme, une couleur, etc. Un exemple de conditionnement classique est
I'expérience de Pavlov sur les chiens (Pavlov|1927). En effet, il a associé le son de la cloche (stimulus
conditionnel) a Papport de nourriture (stimulus inconditionnel), ce qui a déclenché la réponse réflexe
de salivation chez les animaux a la seule entente du son de cloche. Le conditionnement classique
peut étre subdivisé en deux parties. D’une part, on retrouve le conditionnement retardé (delay
conditionning), s’il y a un recouvrement dans le temps de I'exposition aux stimuli conditionnel et
inconditionnel (Woodruff-Pak and Disterhoft 2008). A l'inverse, on parle de conditionnement trace
(trace conditionning), s’il n’y a pas de recouvrement dans le temps des deux stimuli (Woodruff-
Pak and Disterhoft 2008). Il est alors nécessaire que l'individu garde une ”"trace” du stimulus
conditionnel pendant I’exposition au stimulus inconditionnel pour pouvoir associer les deux.

Processus d’apprentissage Le siege du conditionnement classique est le cervelet et les structures
qui y sont associées (Brown, Krause, and Laland [2011)). Cette structure est commune aux vertébrés
terrestres et aux poissons. Bien qu’il manque a ces derniers les noyaux cérébelleux, leur role est
remplacé par la couche ganglionnaire (Ikenaga, Yoshida, and Uematsu [2006). Chez les mammiferes,
cette seule zone est nécessaire et suffisante au conditionnement classique. Les détails du mécanisme
ne seront pas développés, car relativement complexes (pour plus de détails, voir Christian and
Richard F. Thompson 2003; R. F. Thompson and Steinmetz 2009)), mais la base cellulaire de
ce mécanisme chez les mammiferes serait due a la convergence des voies liés au traitement du
stimulus inconditionnel et du stimulus conditionnel (Christian and Richard F. Thompson |2003). Une
stimulation conjointe des 2 voies pourrait en effet les associer, ce qui permettrait a la seule présence
du stimulus conditionnel de déclencher la réponse au stimulus inconditionnel (R. F. Thompson and
Steinmetz 2009)). Il est probable que ces mécanismes neuronaux du conditionnement classique soient
similaires chez les téléostéens (Brown, Krause, and Laland 2011)). Mais il est nécessaire de distinguer
conditionnement classique retardé et trace. En effet, dans ce dernier, le décalage temporel entre
les stimuli conditionnels et inconditionnels nécessite une nouvelle structure, qui permettrait une
forme de mémoire de la ”trace” laissée par le stimulus conditionnel. Il s’agit ici d’une structure du
télencéphale, ’hippocampe des mammiferes (Woodruff-Pak and Disterhoft 2008), dont ’homologue
chez les poissons est le pallium latéral (Brown, Krause, and Laland [2011)).

Généralisation et discrimination

Par exemple, 'article ” Apprentissage de concepts perceptuels, associationnels et relationnels chez le
pigeon” de Zentall, Craddock, and Molet 2008 ajoute des termes pour distinguer de nouveaux types
d’apprentissages. Ils parlent d’apprentissage de concepts perceptuels, qu’ils définissent comme le
fait de ranger des stimuli dans des catégories sur base d’une ou plusieurs propriétés communes. Il
y a également les concepts associationnels, qui sont la création arbitraire de catégories de stimuli
sur base du fait qu'’ils sont associés & un méme évenement ou stimulus inconditionnel. Un dernier
type dont ils parlent est 'apprentissage de concepts relationnels qui impliquent la présence d’une
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relation déja existante entre les objets. Ces trois nouveaux types d’apprentissages nécessitant des
associations, ils font partie de la classe ” apprentissage associatifs”, mais ne rentrent pas directement
dans les classes conditionnements classique et opérant. Il ne s’agit pas ici de lier un stimulus
inconditionnel a un stimulus conditionnel ou une action, mais de rassembler des stimuli en classes
en fonction de leurs propriétés, ou des liens entre eux ou avec d’autres stimuli. Ils appartiennent donc
a une nouvelle catégorie de classes, la généralisation, et son opposé, la discrimination. 11 s’agit ici de
voir si un nouveau stimulus conditionnel va étre associé a un stimulus conditionnel déja existant, et
donc que la réponse fournie par I'organisme sera la méme pour les deux stimuli (généralisation), ou
non (discrimination) (Barak, Rigotti, and Fusi|2013). Ce concept est important, car il faut que deux
stimuli qui signifient la méme chose, méme légerement différents a cause de la variation ”bruit”,
produisent la méme réponse, alors que si la différence augmente, la probabilité qu’ils soient liés
au méme stimulus inconditionnel diminue, et donc il ne faut plus déclencher une réponse (Barak,
Rigotti, and Fusi [2013)). 1l est intéressant de constater que ce principe de généralisation peut
étre adapté a plusieurs types d’apprentissage. Il serait possible d’associer le nouveau stimulus a
un stimulus conditionnel du conditionnement classique, mais on peut aussi imaginer qu’un animal
pourrait associer deux comportements du conditionnement opérant, voire méme deux stimulus dont
I'un fait 'objet d’habituation lors d’un apprentissage non-associatif.

Processus d’apprentissage Cet apprentissage utilise un mécanisme similaire a ’habituation et
la sensibilisation. En effet, lors de la généralisation/discrimination, un continuum dans la variation
du stimulus doit produire une réaction binaire (méme réponse que le stimulus connu ou pas). Il faut
donc placer un seuil subjectif de variation, comme il faut placer un seuil de nocivité pour passer
de ’habituation a la sensibilisation. Il est donc cohérent que ’on retrouve un mécanisme semblable
chez les deux types d’apprentissage. Ici aussi, une série de voies comprenant les informations de
plusieurs sources sensorielles provenant de partout dans le cerveau, traduisent le contexte et la
variation du stimulus par rapport au stimulus ”appris”. Toutes ces voies sont alors intégrées par
un neurone qui déclenchera ou non la réponse (Barak, Rigotti, and Fusi |[2013).

Autres types de mémoire

J.-H. Wang|2019|ajoute de nombreux autres types de mémoire, et les organise légérement différemment.
En partant de la mémoire associative, il créé plusieurs classements différents contenant chacun 2
catégories. Il oppose par exemple mémoire implicite et explicite, mais divise également cette derniere
en mémoire sémantique (liée au savoir et a la compréhension) et mémoire épisodique (liée aux
émotions et aux expériences). Il sépare aussi mémoire de travail, qu’il définit comme la mémoire
a court terme, qui joue un role dans la sélection et le traitement des informations, et mémoire
perceptive, qui est, elle, la mémoire a long terme des expériences vécues par une personne d’un
point de vue sensoriel, et qu’il sépare a nouveau en plusieurs catégories. Il distingue également la
mémoire spatiale, qui stocke 'information en lien avec la localisation et I'orientation des objets,
de la mémoire temporelle, qui gere les informations liées a 1’ordre et la localisation dans le temps,
ainsi que la mémoire a signaux exogenes et endogenes, respectivement la mémoire liée aux sens et
aux expériences, et la mémoire liée a des processus de réflexion et émotions. On retrouve aussi la
mémoire eidétique, aussi appelée mémoire photographique, qui est la capacité de se souvenir d’un
lieu, d’'un objet, d’'un son avec une extréme précision, et la fausse mémoire, correspondant a des
souvenirs transformés, voire de moments qui n’ont jamais existés. Enfin on retrouve la mémoire de
signaux unitaires, qui sont simplement les signaux acquis, a différencier de la mémoire de signaux
complexes réorganisés depuis des signaux unitaires, quand ces signaux sont réorganisés afin de créer
des liens entre eux. Cependant, la plupart de ces types de mémoires sont valables surtout chez les
étres humains, et plus difficilement testables chez les animaux. C’est pourquoi ces points ne seront
pas plus développés.

98



Annexe 2

Cette annexe reprend les étapes précises de 'extraction d’ADN. Le protocole et les produits provi-
ennent du kit NucleoSpin™ Tissue XS de 'entreprise Macherey-Nagel.

1.

2.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

Placer ’échantillon de cerveau dans un eppendorf de 1,5mL
Ajouter 80uL de buffer T1 et 8uL de protéinase K
Vortexer 2 fois 5 secondes, puis centrifuger a ’aide d’un spin pendant 7 secondes

Incuber pendant 4h dans un thermomixer a 56°C avec 350 rpm. Au milieu de l'incubation,
dissoudre les organes a l’aide d’ups and downs

. Ajouter 80uL de buffer B3

Vortexer 2 fois 5 secondes, puis centrifuger a ’aide d’un spin pendant 7 secondes
Incuber pendant 5 minutes dans un thermomixer a 70°C avec 350 rpm.

Vortexer a la fin de I'incubation

Ajouter 80uL d’éthanol absolu

Vortexer 2 fois 5 secondes, puis centrifuger a ’aide d’un spin pendant 7 secondes
Déposer I’échantillon dans une colonne NucleoSpin® Tissue XS placée dans un tube collecteur.
Centrifuger pendant 1 minute & 11 000 x g

Ajouter 50uL de buffer B5 (changer de tube collecteur)

Centrifuger pendant 1 minute a 11 000 x g

Ajouter 50uL de buffer B

Centrifuger pendant 2 minutes a 11 000 x g

Placer la colonne sur un eppendorf 1,5mL

Ajouter 20uL de buffer BE

Centrifuger pendant 1 minute a 11 000 x g

Stocker I’échantillon au congélateur a -80°C
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Annexe 3

Cette annexe reprend les différents genes qui ont été étudiés d’un point de vue épigénétique. On
retrouve sur la figure[28|1a structure de BDNF, EGR-1, GRIN1B et MECP?2 ainsi que la localisation
par rapport a ces genes de la ou des séquence(s) utilisées lors de 'analyse. Ces séquences sont
détaillées dans le tableau [3| avec les primers correspondants qui ont été utilisés ainsi que leurs
caractéristiques.

+1
BDNF Exgn 1,2
[

g [ \
95 = 37 7458 - 7634 3
ILOT2 ILOT 1 T —
+1
EGR-1 N eessscoe—
5 a3 oam E4
1000 pb
+1 Exons 8,9, Exons 13,14, 15,
ons 1,2 Exgns 3,4 Exons 5,6 Exan 7 10,11,12 16.17,18,19.20 Exon 21
GRIN1B
LoT1 LoT2 Lomm
H
Exon 1 Exon 2 Exons 3,4.5.6
MECPZ2 | 1T xan 7
u N
! 3
5 145 =+ 9

Figure 28: Structure des 4 genes étudiés comprenant la taille et la localisation des exons a I’échelle
(Iéchelle est différente pour chaque gene). Le symbole // signifie que 'intron représenté a été rac-
courci par souci de place. Sur chaque gene, la ou les séquence(s) étudiée(s) a (ont) été représentée(s)
en rouge. Les nombres rouges représentent le début et la fin de la séquence en nombres de paires
de bases avant ou apres la premiere paire de bases de ’exon 1.
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Annexe 4

Cette annexe reprend les étapes précises du traitement bisulfite. Le protocole et les produits provi-
. . T™ .
ennent du kit EZ DNA Methylation-Gold ~ de I’entreprise Zymo Research.

Préparation des buffers:

e Réactif de conversion CT: Ajouter 900uL d’eau nucléase Free, 300uL. de buffer M-Dilution

et 50ulL de buffer M-Dissolving au tube contenant la poudre du réactif de conversion CT.
Mélanger pendant 10 minutes.

e Buffer M-Wash: Ajouter 96mL d’éthanol absolu aux 24 mlL du buffer M-Wash concentré.

Traitement bisulfite:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ajouter 130uL de réactif de conversion CT & 20uL de I’échantillon (solution d’ADN 25ng/uL)
Placer les échantillons dans un thermocycler avec le programme suivant

(a) 98°C pendant 10 minutes
(b) 64°C pendant 2h30
(c) 4°C pour stocker (max 20h)

Dans une colonne Zymo—SpinTM IC posée sur un tube collecteur, ajouter 600uL. de buffer
M-Binding et les échantillons

Mélanger en retournant la colonne plusieurs fois

. Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Ajouter 100uL de buffer M-Wash (changer de tube collecteur)

Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Ajouter 200uL de buffer M-Desulphonation et laisser reposer pendant 15-20 minutes
Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Ajouter 200uL de buffer M-Wash

Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Ajouter 200uL de buffer M-Wash

Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Placer la colonne dans un eppendorf d’1,5mL et ajouter 10uL. de buffer M-Elution
Centrifuger 30 secondes a 11 000 x g

Stocker I’échantillon au frigo & 4°C (utiliser rapidement)
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Annexe 5

Cette annexe reprend les étapes précises de la PCR. Le protocole et les produits proviennent du kit
PyroMark® PCR de l'entreprise Qiagen.

1. Mélanger tous les produits ci-dessous dans les quantités indiquées (quantités pour un échantillon)

Produit Quantité
Master Mix PyroMark PCR 12,5uL
Corall.oad concentré 2,5uL
Eau Nucléase Free 6,5uL

2. Ajouter 2,5uL du mix de primers forward et reverse en concentration 2uM. Voir le tableau de
1TAnnexe 3| pour les primers utilisés pour chaque génes.

3. Ajouter 1uL de I’échantillon d’ADN issu du traitement bisulfite

4. Placer les échantillons dans un thermocycler avec le programme suivant (répéter 50 fois les
étapes de (b) a (d) avant de passer a (e))
(a) 95°C pendant 15 minutes
(b) 94°C pendant 30 secondes
(¢) 56°C pendant 30 secondes
(d) 72°C pendant 30 secondes
()
(f)

C

72°C pendant 10 minutes
4°C pour stocker

5. Stocker I’échantillon au frigo a 4°C (si pas utilisé rapidement, au congélateur a -20°C)
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Annexe 6

Cette annexe reprend les étapes précises du pyroséquencage. Le protocole et les produits provien-
nent du kit PyroMark® Q24 Advanced CpG Reagents de I'entreprise Qiagen.

Immobilisation du produit PCR sur des billes de sépharose

1. Préparer une plaque PCR 24 puits (3x8) contenant les différents échantillons d’ADN utilisés
2. Secouer la bouteille contenant les billes de sépharose de sorte a obtenir une solution homogene

3. Préparer un master mix contenant les proportions suivantes des différents réactifs (quantités
pour un échantillon)

Produit Quantité
Streptavidine Sépharose HP 1l
Buffer PyroMark Binding 40uL
Eau MilliQ 29uL

4. Vortexer et ajouter 70uL du master mix a chaque échantillon de la plaque préparée en (1)

5. Sceller la plaque PCR et placer sur un agitateur a 1400 rpm pendant 10 minutes a température
ambiante

Préparation du PyroMark Q24 Cartridge

1. Placer le Cartridge en face de soi avec 1’étiquette visible, les différents éléments sont alors
disposés comme suit dans les puits (E = enzyme et S = substrat)

E|A]|S
T C
G

2. Remplir le Cartridge avec les quantités de nucléotides, enzyme et substrat indiquées dans le
fichier ”Pre Run Information” fourni lors de la création d’un "Run” par le logiciel PyroMark
Q24 Advanced

3. Placer le Cartridge dans 'instrument PyroMark Q24 Advanced
Préparation de ’ADN et annelage au primer

1. Diluer les primers syntheses préalablement dissous dans le Buffer Annealing, de sorte a obtenir
une concentration finale de 0,375uM (voir 1{Annexe 3| pour les détails des primers utilisés)

2. Placer 20uL de la solution de primer dans chaque puits d’une plaque PyroMark Q24 (choisir
le primer synthese en fonction du géne étudié, voir [Annexe 3)

3. Placer la plaque PCR et la plaque PyroMark Q24 sur le poste de travail PyroMark Q24 (figure

%)
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Outil d'aspiration

Tuyau

Emplacement
plaque PCR

Emplacement plaque
PyroMark Q24

Figure 29: Poste de travail PyroMark Q24. Sont indiqués les emplacements des plaques PCR et
PyroMark Q24, de l'outil d’aspiration et de son tuyau, ainsi que des différents bacs (a) d’éthanol,
(b) de solution Denaturation, (c¢) de buffer Wash, (d) et (e) d’eau MilliQ, et (f) le parking.

4. Remplir les bacs du poste de travail (figure de :

(a) 40mL d’éthanol 70%

(b) 40mL de solution Denaturation
(c¢) 50mL de buffer Wash

(d) 70mL d’eau MilliQ

(e) 70mL d’eau MilliQ

5. Allumer 'outil d’aspiration et vérifier que le tuyau soit vide

Placer 'outil d’aspiration dans les puits de la plaque PCR, et s’assurer qu’ils soient tous vidés

N

Placer 'outil d’aspiration dans le bac (a) contenant 1’éthanol pendant 5 secondes

8. Placer l'outil d’aspiration dans le bac (b) contenant la solution Denaturation pendant 5 sec-
ondes

9. Placer l'outil d’aspiration dans le bac (c) contenant le buffer Wash pendant 10 secondes

10. S’assurer que le tuyau est vide, et placer ’outil d’aspiration au dessus de la plaque PyroMark

Q24

11. Eteindre l'outil d’aspiration et plonger les embouts dans les puits contenant les primers
synthese, en remuant légérement afin de détacher les billes.
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12.

13.

14.

15.
16.

17.

Placer I'outil d’aspiration dans le bac (d) contenant de I'eau MilliQ pendant 10 secondes

Rallumer l'outil d’aspiration et le placer dans le bac (e) contenant de I'eau MilliQQ jusqu’a
aspiration de ’entiereté du contenu du bac

S’assurer que le tuyau est vide, puis éteindre 'outil d’aspiration et le placer sur le parking
(bac (f))

Faire chauffer la plaque PyroMark Q24 pendant 5 minutes a 80°C
Placer rapidement la plaque dans 'instrument PyroMark Q24 Advanced et le refermer

Insérer la clé USB et sélectionner le programme préalablement créé sur le logiciel PyroMark
Q24 Advanced
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Annexe 7

Cette annexe montre le tableau des résultats fournis par le Nanodrop quant a la quantité et la
pureté de PADN extrait (table . On observe une concentration en acide nucléique moyenne de
125ng/uLs avec un écart-type de £34. On constate aussi que les rapports entre I’absorbance a 260nm
et 280nm, ainsi qu’entre 260nm et 230nm sont toujours proche de 2 (respectivement 1,984+0,04 et
2,0940,19). On en conclut que la pureté et la quantité d’ADN contenu dans les échantillons est
suffisant pour la suite des manipulations moléculaires.

| Numéro poisson | Conc. acides nucléiques (ng/uL) | A260 | A280 [ 260/280 | 260,/230 |

20-1 78,1 1,562 | 0,793 | 1,97 1,85
20-2 133,3 2,667 | 1,352 | 1,97 2,07
20-3 135 2.7 1,375 | 1,96 211
20-4 89,1 1,782 [ 0,034 | 1,91 1,64
20-5 63,4 1,260 | 0,637 | 1,99 1,7

20-6 130,9 2,618 | 1,29 | 2,03 2,02
20-7 203,9 1,078 | 2,113 | 1,93 2,03
20-8 98,9 1,979 | 1,002 | 1,98 2,16
20-9 67,3 1,346 | 0,659 | 2,04 2,16
20-10 113,1 2,262 | 1,134 | 1,99 2,04
20-11 243.6 1,873 | 2,566 | 1,90 1,82
20-13 137,7 2,754 | 1,369 | 2,01 2,25
20-14 156,9 3,137 | 1,591 | 1,97 2,08
20-15 104,5 2,089 | 1,144 | 1,83 2,12
20-16 127 4 2,548 | 1,339 | 1,90 1,75
20-17 121,7 2,433 | 1,225 | 1,99 2,2

20-18 195 3,9 1,944 | 2,01 2,00
20-19 149,9 2,007 | 1,494 | 2,01 2.1

20-20 169 338 | 1,723 | 1,96 2,25
20-21 134,8 2,606 | 1,368 | 1,97 2,1

20-22 122.2 2,445 | 1,244 | 1,97 2,31
20-23 122,9 2,458 | 1,256 | 1,96 2,26
20-24 118,4 2,367 | 1,246 | 1,90 1,83
20-25 115,4 2,308 | 1,16 | 1,99 2,2

20-26 1378 2,756 | 1,405 | 1,96 2,03
20-27 116,3 2,327 | 1,178 | 1,98 2,21
20-28 1381 2,762 | 1,402 | 1,97 2,23
20-30 101,9 2,038 | 1,037 | 1,97 2,22
20-32 99,9 1,998 | 1,085 | 1,84 1,66
20-33 152.2 3,044 | 1,562 | 1,95 2,07
20-34 150,5 301 | 1,537 | 1,96 1,87
20-35 140,3 2,805 | 1,395 | 2,01 2,23
20-36 89,6 1,792 | 0,886 | 2,02 2,14
20-37 141,2 2824 | 1,402 | 2,01 2,02
20-38 123 2461 | 1,24 | 1,98 2,08
20-39 1254 2,508 | 1,254 | 2,00 1,75
20-40 91,1 1,822 [ 0,008 | 2,01 2,16
20-41 1483 2,966 | 1,48 | 2,00 2,28
20-42 135,3 2,705 | 1,341 | 2,02 2,21
20-45 153 306 | 1,54 | 1,99 2,21
20-46 1785 357 | 1,79 | 1,99 2,12
20-47 1236 2,472 | 1,209 | 2,04 2,22
20-49 86,6 1,732 [ 0,853 | 2,03 2,36

107



| Numéro poisson | Conc. acides nucléiques (ng/uL) | A260 | A280 | 260/280 | 260/230 |

20-50 1514 3,027 | 1,534 | 1,97 2,18
20-51 85,1 1,702 [ 0,85 | 2,00 2,34
20-52 116,7 2334 | 1,172 | 1,99 2,24
20-53 91,3 1,826 | 0,012 | 2,00 2,06
20-54 141,4 2,828 | 1,425 | 1,98 2,27
20-55 88,8 1,776 | 0,892 | 1,99 2,13
20-56 114,2 2,284 | 1,148 | 1,99 2,3
20-57 112,5 2,25 | 1,141 | 1,97 2,11
20-58 91,4 1,828 [ 0,009 | 2,01 2,22
20-59 70,7 1,415 | 0,696 | 2,03 2,28
20-60 96,4 1,928 [ 0,966 | 2,00 2,21
20-61 177,9 3559 | 1,773 | 2,01 2,24
20-62 116,1 2,322 | 1,143 | 2,03 2,07
20-63 1539 3077 | 1,521 | 2,02 2,03
20-64 127 254 | 1,305 | 1,95 16
20-65 1223 2,446 | 1,224 | 2,00 2
20-34 83,1 1,661 | 0,817 | 2,03 1,74
20-85 92,2 1,843 | 0,008 | 2,03 2,12

Table 4: Tableau des résultats issus du Nanodrop. On y observe la concentration en acides nucléiques
pour chaque échantillon, ainsi que I’absorbance & 260nm et 280nm et les rapports d’absorbance entre
260nm et 280nm, et entre 260nm et 230nm.
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Annexe 8

Cette annexe vise a décrire le protocole des gels d’électrophorese réalisés, ainsi qu’a montrer les
résultats obtenu pour les vérifications de la qualité de ’ADN extrait et de 'efficacité des couples de
primers utilisés pour 'amplification.

Protocole

Le gel est préparé avec 50mL de tampon TAE en concentration 0,5% auquel on ajoute 0,5g (pour
un produit d’extraction) ou 1g (pour un produit PCR) d’agarose. Apres avoir porté a ébullition,
2,5ul. de Syber safe sont ajoutés, puis le gel est coulé. Apres 30 minutes, les échantillons sont
déposés dans les puits et ’électrophorese est lancée: a 100V pendant 30 minutes pour le produit de
Iextraction ou a 80V pendant 1h pour un produit PCR. Le résultat du gel est ensuite visualisé a
I’aide d’une caméra Biorad et du logiciel ImageLab.

Résultat de ’extraction

La figure 30 montre le résultat du gel visant & vérifier la qualité de TADN extrait. Le gel a été réalisé
sur 20 échantillons parmi les 60, supposés représenter I’ensemble de la population. On remarque une
bande principale a la méme hauteur pour ’ensemble des échantillons testés, plus ou moins visible,
représentant 'ADN entier. On observe également une faible trainée en dessous de ses bandes.
Celles-ci on cependant été jugées suffisamment faible pour étre négligées et 'ADN a été considéré
comme étant de qualité suffisante pour poursuivre les manipulations.
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Figure 30: Résultat du gel d’électrophorese pour la vérification de la qualité de ’ADN apres ex-
traction. Le numéro indiqué au dessus des colonnes indique le numéro du poisson.
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Figure 31: Résultats des gels d’électrophorese pour la vérification de I’amplification des genes cibles
pour chaque individu. a) bdnf ilot 1 ; b) bdnf ilot 2 ; ¢) egrl ; d) grinib ilot 1 ; e) grinib ilot 2 ;
f) mecp2. Le numéro indiqué au dessus des colonnes indique le numéro du poisson.

110



Résultat de la PCR

La figure 3] montre les gels d’électrophoreses réalisés sur les échantillons apres les amplifications des
différents genes d’intérét.Les 14 échantillons du haut représentent les 14 individus ayant le mieux
réussi le test d’apprentissage spatial en ordre décroissant, et ceux du bas, ayant le moins bien réussi
en ordre décroissant également (les individus les plus extrémes se trouvent a gauche).

Pour la plupart des genes, 'amplification a fonctionné pour ’ensemble des échantillons, mon-
trant lefficacité de la majorité des couples de primers utilisés. Les 12 premiers échantillons des 2
lignes ont donc été utilisés pour le pyroséquencage, a l'exception de 1’échantillon 20-2, qui a été
contaminé par de P’ADN d’un autre individu lors d’une erreur de manipulation. L’individu 20-57 a
également été écarté pour le gene egri et 20-36 pour l'ilot 1 de grinib, car 'amplification n’a pas
ou peu fonctionné pour ces échantillons.

On peut également constater la présence de 2 autres amplicons sur le gel de l'ilot 1 de grinlb, ce
qui aurait pu traduire la présence de séquences différentes de celle d’intérét, qui auraient pu altérer
les résultats du pyroséquencage. Cependant, aucun probleme n’a été détecté par le logiciel, et cette
séquence a donc aussi pu étre utilisée.
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Annexe 9

Cette annexe reprend le tableau [5| comprenant toutes les valeurs de méthylation obtenues par
pyroséquencage pour le gene mecp2.

l Fish_ID ‘ Apprentissage ‘ CpG1 ‘ CpG2 ‘ CpG3 ‘ CpG4 ‘ CpG5 ‘ CpG6 ‘ CpG7 ‘ CpGS8 ‘ CpG9 ‘

20-8 Lent 11,35 | 13,25 | 6,97 10,39 | 10,75 | 7,96 10,7 11,03 | 5,66
20-9 Lent 6,78 6,76 3,71 5,43 6,64 1,37 6,01 5,86 3,3
20-11 Lent 1726 | 21,82 | 11,86 | 15,97 | 18,83 | 12,38 | 16,55 | 18,45 | 7
20-14 Lent 5,67 6,83 1,05 1,95 5,75 1,36 5,63 6 2,62
20-32 Lent 13,09 | 15,41 | 8,21 13,01 | 12,27 | 9,04 12,26 | 12,82 | 5,73
20-46 Lent 2,89 2,12 1,55 2,36 2,09 1,57 2,65 2,3 1,58
20-47 Lent 3,26 2,34 1,76 2,86 2,51 1,67 3,34 2,44 1,44
20-50 Lent 2,63 2,33 2,11 2.4 2,68 1,9 4,14 2,76 1,39
20-51 Lent 2,99 2,02 2,49 3,07 2,03 2,16 3,81 3,06 2,68
20-54 Lent 3,52 2,51 2,64 2,24 3,72 1,82 3,74 2,74 2,27
20-10 Rapide 13,32 | 15,33 | 7,84 10,53 | 12,69 | 9,54 12,83 | 13,28 | 6,43
20-24 Rapide 2,76 3,44 3.3 2,66 2,9 0 4,03 3,13 2,76
20-36 Rapide 3,26 2,14 2,71 2,51 2,47 2,22 3,42 3 1,61
20-40 Rapide 2,58 2,08 2,23 1,84 2,49 1,06 2,11 2,09 1,35
20-41 Rapide 2,7 2,54 1,93 2,09 3,36 1,7 3 2,38 1,9
20-45 Rapide 18,3 21,02 | 10,71 | 16,44 | 15,34 | 11,81 | 17,04 | 17,75 | 7,69
20-49 Rapide 3,6 3,85 2,26 3,39 3,19 2,32 3,67 3,44 1,39
20-57 Rapide 13,48 | 14,34 | 7,57 11,35 | 10,74 | 8,62 11,55 | 12,58 | 6,14
20-62 Rapide 3,35 2,87 2,07 2,34 3,07 2,04 3,05 3,24 2,32

Table 5: Tableau des pourcentages de méthylation des CpG. Pour chaque poisson, est indiqué s’il a
été considéré comme ayant un apprentissage lent (n=10) ou rapide (n=9), ainsi que la proportion
mesurée de méthylation (en %) pour les 9 CpG de la séquence étudiée de mecp?2
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Annexe 10

Cette annexe reprend 1’ensemble des limitations de ’expérience réalisée dans le cadre de ce mémoire.

Pour ce qui est de la mesure des capacités cognitives, un maximum a été fait afin de vérifier
que le test était fiable, et que les comportements observés dans le labyrinthe correspondent bien a
de lapprentissage. Le score utilisant les pentes de temps représente cependant une simplification
d’une réalité plus complexe, on réduit donc beaucoup l'information et il y a également un risque
de biais. Il a également été constaté que le choix de la chambre au dernier essai pouvait étre du
au hasard. Cependant, ces deux scores d’apprentissage étaient significativement corrélés, ce qui
pouvait impliquer qu’ils avaient tendance & montrer la méme information, mais avec un coefficient
de corrélation suffisamment bas (0,29), pour indiquer que les informations que chacun apporte sont
complémentaires.

On peut également critiquer le fait qu’aucune répétition n’a été faite, ce qui empéche de vérifier
que cette mesure est répétable dans le temps et constante chez l'individu. Cette répétition aurait
cependant apporté des complications a I'expérience, car les différences de capacités de mémorisation
auraient biaisé les résultats du deuxieme test. Une mesure de cette mémoire aurait due également
étre faite, ce qui aurait néanmoins permis d’ajouter de 'information quant aux capacités cogni-
tives des individus. Une autre solution aurait été d’utiliser plusieurs tests différents, comme ce
qu’il avait été prévu de faire avec le test d’habituation. Dans ce cas, si les capacités entre les 2
tests sont similaires, on pourrait supposer une certaine constance dans les capacités d’apprentissage.
Cependant, si le résultat montre des capacités d’apprentissage différentes, cela ne montre pas pour
autant qu’elles ne sont pas répétables. Il se pourrait également que les capacités des individus
soient différentes pour chaque test. Cela aurait donc également pu fournir de 'information afin de
constater les capacités d’apprentissage des poissons sont similaires entre tests ou non.

Pour ce qui est du test d’habituation, le principal probleme qui avait été observé est que cer-
tains poissons percevaient la colonne comme un abri, et ils y retournaient donc régulierement apres
I’apprentissage pour se réfugier. Une solution a ce probleme serait d’utiliser un objet moins haut,
qui ne ferait pas de 'ombre derriere laquelle les poissons peuvent se cacher.

Ensuite, certains syndromes comportementaux ont pu étre détectés chez K. marmoratus. Ces
traits de personnalités ne semblaient cependant pas corrélés aux capacités d’apprentissage, con-
trairement a ce qui a pu étre observé chez d’autres espéces. Toutefois, seul ’apprentissage spatial et
certains traits de personnalité ont été testés, et il serait donc important de vérifier si des corrélations
pourraient étre observées entre personnalité et cognition chez cette espece. D’autant plus que cer-
tains facteurs liés a la personnalité (comme l'attractivité de la récompense) peuvent influencer
I’apprentissage observé, de sorte a ce qu’il ne soit plus représentatif des capacités d’apprentissage
réelles.

L’importance d’inclure la personnalité dans I'expérience peut dépendre des objectifs expérimentaux.
Pour comprendre les mécanismes de ’apprentissage, il est primordial de différencier les 2 afin de
distinguer ce qui est causé par les capacités cognitives de 'effet de la personnalité. Mais d’un
point de vue écologique, qu’un individu ne sache pas ou se localise un abri parce qu’il n’a pas
exploré, ou parce qu’il n’a pas retenu ou il était, le résultat sera le méme, il ne saura pas ou se
réfugier en cas d’attaque. La personnalité pourrait donc influencer les résultats d’une expérience
sur I’apprentissage. Mais il est également possible qu’elle influence d’autres expériences qui ne sont
pas en lien avec les capacités cognitives, par exemple, si un certain traitement expérimental affectait
différemment les individus en fonction de leur personnalité (Carere and Locurto 2011)).
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Ensuite, il n’a été montrer dans cette expérience que des corrélations entre différents traits. Il
pourrait donc également étre intéressant d’essayer de comprendre quelles sont les relations entre les
traits de personnalité et avec la cognition. Cela représenterait cependant un challenge expérimental,
car il est compliqué de manipuler la personnalité chez un animal, et une plus ample compréhension
des mécanismes sous-jacents serait sans doute nécessaire.

En ce qui concerne les possibles causes de la variabilité des capacités cognitives chez K. mar-
moratus, la méthylation des CpG d’aucune séquence étudiée ne semble correspondre aux capacités
d’apprentissage mesurées. Plus d’études sont donc nécessaires pour comprendre comment ’origine
et les mécanismes possibles de cette variabilité. Cela peut se faire en étudiant d’autres séquences
sur les génes étudiés, d’autres genes ou d’autres mécanismes épigénétiques sur ces séquences.

On a cependant tout de méme observé une variation importante dans la méthylation des CpG
de mecp2 entre les individus qui devrait probablement avoir un effet biologique. Il faudrait donc
vérifier ’ils sont en effet exprimés différemment entre les individus au taux de méthylation élevé
et bas. Si c’est le cas, il serait alors intéressant d’essayer de trouver quels sont les impacts sur
cette espece, car comprendre le role de MeCP2 chez poisson pourrait aider & comprendre le role
de MeCP2 chez 'homme. Or des mutations et variations de l’expression de ce géne chez les étres
humains peuvent mener & des déficiences mentales importantes.

Enfin, cette expérience a été réalisée en laboratoire sur des individus d’une seule lignée, élevés
en captivité depuis de nombreuses générations. Il ne peut donc pas étre certains que ces résultats
s’appliquent également a l’espece entiere dans son milieu naturel. Des études sur le terrain sont
donc nécessaire afin de vérifier si les résultats sont extrapolables ou non.
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