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Chapitre 1

INTRODUCTION GENERALE



1-Biodiversité et services écosystémiques

Les sociétés humaines sont fortement dépendantes des écosystemes naturels

gu’elles occupent et exploitent ainsi que de 'immense biodiversité animale et végétale que
ces écosystémes abritent (Giannini et al., 2012; Zhao et al., 2016). En effet, 'homme
bénéficie de deux catégories d’apports produits par les écosystémes naturels pour satisfaire
ses besoins et son bien-étre. Dans une premiére catégorie, il s’agit des bénéfices directs aux
humains tels que la production des matieres premiéres qu’ils utilisent, notamment la
nourriture, I'eau, les plantes médicinales, des produits textiles et des produits renouvelables
a des fins énergétiques comme le bois d’énergie (Jacobs et al., 2015). L'exemple le plus
concret de ce type d’intéréts directs que I'humanité tire des écosystemes naturels
concernent les produits de consommation. Par exemple, les animaux constituent une source
importante de protéines, d’énergie et de médicaments utilisés par les humains. Une étude
récente a, par exemple, montré que plus de 6,7% des protéines ingérées par I'Homme
proviennent uniquement de la ressource en poissons produite par les écosystemes
aquatiques. Ainsi plus de 77 millions de tonnes de poissons sont péchés en moyenne par an
au niveau mondial dont 60% correspondent a la production naturelle et 40% a I'aquaculture
(Gros, 2014). Une autre étude a montré qu’en ce qui concerne le secteur de bois forestier,
3,8 milliards de métres cubes de bois sont récoltés annuellement dans les foréts a I'échelle
mondiale (Guinard, 2009).
La deuxiéme catégorie de bénéfices tirés par I’'homme des écosystemes concerne les profits
indirects. Il s’agit, par exemple, de la régulation de la qualité de I’air et de I'’eau mais aussi de
la régénération des sols, de la protection contre les inondations ainsi que I'amélioration de
I’agriculture (Dicks et al., 2016; Gallai et al., 2008).

Ces bénéfices sont tels que méme en se cantonnant a la diversité animale, I'lhumanité
en tire des bénéfices sans lesquels son existence serait problématique (Kremen et al., 2007).
Certaines espéces animales, ou groupes d’especes, rendent service a 'homme a la fois
directement et indirectement. C’'est le cas par exemple, des abeilles qui, en produisant du
miel, constituent une importante source de nourriture pour 'Homme. La FAO estimait ainsi
la production mondiale de miel a 1,54 millions de tonnes en 2010 pour une somme évaluée
a 134 millions d'euros (FAO 2010). Mais les abeilles jouent aussi un role essentiel pour

I'agriculture a travers la pollinisation des plantes. Ainsi la production agricole liée a la



pollinisation par les insectes est évaluée a plus de 153 milliards d’euros, soit 9,5 % de la
valeur de I’ensemble de la production alimentaire mondiale (Brosseau et al., 2017; Gallai et
al., 2008) et plus de 80% de la production des espéces végétales dont ’humanité se nourrit
dépend directement de la pollinisation (Gallai et al., 2008). Par ailleurs, la pollinisation par
les animaux, notamment des insectes, ne se limite pas aux seules plantes a intéréts
économiques. Les pollinisateurs participent également a la régulation des écosystemes
naturels, par exemple a travers la pollinisation dans les écosystemes forestiers et
contribuent ainsi au maintien d’un équilibre dynamique des habitats naturels (Kremen et al.,
2007). D’autres animaux frugivores et nectarivores, tels que certains mammiféres comme
des primates, qui sont liés a la forét, contribuent aussi pleinement a cette dynamique des
écosystémes a travers la pollinisation mais aussi par la dispersion des graines des plantes
fruitieres. Cette dispersion assure le maintien de la connectivité entre les fragments
forestiers, permettant des échanges entre les habitats isolés, le maintien de flux de génes et
donc de la diversité génétique, ce qui accroit le potentiel dynamique et la complexité des
habitats naturels nécessaires pour le bien-étre de I'humanité (Giannini et al., 2012). C'est de
ces intéréts et de cette dépendance de I’homme aux écosystémes qu’a émergée la notion de
«services écosystémiques» (Groot et al., 2002).

Les premieres études ayant élaboré le concept de «service écosystémique» ont
émergées dans les années 1960 (Groot et al., 2002). L'objectif premier de ces études était de
favoriser I'émergence d’un concept permettant d’alerter les politiciens et les opinions
publiques quant a la vitesse alarmante de la perte de la biodiversité et des espaces naturels
en montrant qu’une telle perte avait des conséquences économiques du fait des avantages
et intéréts rendus aux humains par les animaux et les végétaux (Ryan et al.,, 2016). Pour
mettre cela en évidence, les scientifiques ont par exemple évoqué les effets de la
déforestation et mettaient ainsi en évidence I'importance des fonctions remplies par la forét
et la biodiversité de maniere générale pour les sociétés humaines. Dés lors, plusieurs
définitions du concept de service écosystémique ont été proposées mais la plus commune
définie ce concept comme étant «les bénéfices que retirent les humains des écosystemes»

(Hanson et al., 2009).



2-Qu’est-ce que favorise un écosysteme complexe dans le service

écosystémique

Les espéces animales agissent, a travers les services écosystémiques, sur le bien-étre
de I'humanité. Par ailleurs, chaque espéce intervient a sa maniéere dans le fonctionnement
des écosystemes avec une fonction bien précise d’ou l'intérét global de la diversité
spécifique pour I'équilibre des écosystemes (Santos et al., 2012). Il a par exemple été montré
gu’au niveau des écosystemes naturels, les services écosystémiques apportés par les
animaux sont d’autant plus importants que la richesse spécifique animale est élevée (Hooper
et al., 2005). Par exemple, une étude évaluant I'efficacité de la pollinisation par les insectes
montre que les chances qu’une plante soit visitée par un polinisateur augmentent avec
I'augmentation du nombre d'espéces dans I'écosysteme (Huston et al. 2000). Une autre
étude, basée sur des expérimentations visant a évaluer les relations entre biodiversité et
services écosystémiques, a montré qu’une baisse de la richesse spécifique conduit a une
baisse de la productivité primaire (Hector, 1999; Tilman et al., 2001). Dans le méme ordre
d’idées, Allan et al. (2015) ont montré que dans un écosystéme complexe ou la richesse
spécifique est élevée, lorsque des perturbations dans I’habitat conduisent a la perte
d'espéces, d’autres espéces, auparavant redondantes en termes de fonctionnalité, peuvent
les remplacer et ainsi maintenir la fonction dans I’écosysteme (Allan et al., 2015; Haddad et
al., 2015). La richesse spécifigue permet donc aux écosystemes de faire face aux
changements du fait de la plus grande diversité des réponses fonctionnelles des espéces et a

la redondance écologique a l'intérieur méme des écosystémes (Santos et al., 2013).



3- Sixieme masse d’extinction des especes et causes anthropiques

de la perte de biodiversité

Depuis la fin du XX¢ siecle, la biodiversité et les habitats naturels connaissent une
importante baisse a I'échelle planétaire. Ces pertes d’habitats et de la biodiversité sont si
alarmantes que la majorité des scientifiques parle de la 6° extinction de masse (Barnosky et
al., 2011). D’autres auteurs décrivent ce phénomene comme la plus grande crise d’extinction
d’especes que la terre ait jamais connu jusqu’a nos jours (Baillie et al., 2004; Barnosky et al.,
2011). Cette derniére crise d’extinction est cependant tres particuliére en comparaison avec
les précédentes au vu de son ampleur et de sa rapidité. Selon différents scientifiques, le taux
d’extinction actuel est 100 a 1000 fois plus élevé que les taux des extinctions précédentes
(Baillie et al., 2004; Hooper et al., 2012; McAlpine et al., 2016).

Dées I'apparition de I’étre humain sur terre, sa population a connu une croissance
phénoménale conduisant a une augmentation de son utilisation des ressources naturelles,
souvent de maniére irrationnelle, aboutissant a leurs épuisements (Hooper et al., 2005). Les
actions dévastatrices telles que les transformations des habitats naturels en zones de
cultures, I'urbanisation, la fragmentation des foréts par défrichements, les feux sauvages, la
chasse excessive ainsi que la modification de la structure et de la composition des
peuplements par les pratiques sylvicoles sont les causes directes de la crise de la biodiversité
observée aujourd’hui (Brooks et al., 2002; Vitousek et al., 1997). A ces causes directes,
s’ajoutent des actions indirectes de I’lhomme comme la pollution chimique ou l'introduction
d’espéces invasives qui constituent des menaces sur la biodiversité autochtone (Allan et al.,
1993; Gurevitch and Padilla, 2004). Chez les peuplements animaux, la destruction de leurs
habitats ou leur fragmentation constituent la menace la plus importante aboutissant a
I'extinction des especes (Brooks et al., 2002; Vitousek et al., 1997). Ces pertes d’habitats
contribuent, en effet, a une réduction de la taille des populations mais aussi, a leur
isolement géographique réduisant ainsi les flux de génes entre populations isolées (Brown
and Kodric-brown, 2016; Jackson and Fahrig, 2016). Ces isolements des populations
conduisent a une perte importante de la diversité génétique due a des phénomenes
stochastiques tels que la dérive génétique, ce qui accroit la vulnérabilité des populations

face aux modifications naturelles ou anthropiques de leur environnement, par perte du



pouvoir adaptatif et augmente le risque d’extinction des especes (Soule et al., 1988; Weigelt

and Kreft, 2013).

Selon le « Millennium Ecosystem Assessment» la modification des écosystémes causée par
I’'hnomme est plus rapide et plus intense depuis ces cinquante derniéres années (Hanson et al
2009). Ceci a notamment conduit certains auteurs a nommer la période actuelle
« 'anthropocene » (Caro et al., 2012). Par exemple, 20% des récifs de corail et % des foréts
de mangrove ont disparu depuis 1980 environ, en méme temps que leur capacité a amortir
les ondes de tempétes le long du littoral. Les collectes de poissons en milieu marin ont
atteint un niveau alarmant depuis 1980 avec une réduction importante de la richesse
spécifique, une réduction ayant des conséquences majeures pour tous ceux qui dépendent
des ressources marines pour leur survie (Hanson et al., 2009). Ces altérations anthropiques
massives des écosystemes impactent leur capacité a fournir les services qu’ils rendent a
I’'homme a un niveau satisfaisant. Ces services écosystémiques sont, de ce fait, aujourd’hui

en péril et menacés de maniére irréversible (Groot et al., 2002).

4-Théorie de McArthur et espéces insulaires

Les écosystemes insulaires sont des modeles intéressants pour étudier les réponses
des communautés naturelles vis-a-vis des changements de leurs habitats. Ces écosystémes
insulaires sont en effet caractérisés par une faible richesse spécifique, avec souvent des
espéces moins redondantes que sur les espaces continentaux, ce qui fait que ces habitats
moins complexes sont plus vulnérables aux actions anthropiques. Du fait de leur isolement
géographique, ces écosystemes présentent aussi un endémisme fort avec des espéces
souvent irremplacables en termes génétiques ce qui fait de leur conservation une question
éthique (Soule et al., 1988; Weigelt and Kreft, 2013).

Ces régions insulaires sont constituées par des iles ou groupe d’iles dont chacune
présente ses caractéristiques propres, telles que son origine, son degré d’isolement aux
continents, sa topographie, caractéristiques qui vont fagonner les écosystemes qu'’ils
abritent (Meiri, 2017; van der Geer et al., 2017). Selon I'origine de |'lle, on peut distinguer (1)
les isolats géographiques immobiles qui sont séparés de |'espace continental par des
fluctuations des niveaux de la mer. Cette séparation est donc périodique et souvent de

relativement faible importance en termes de distance (Gros-Desormeaux et al., 2015). C'est



le cas, par exemple, de la Grande-Bretagne ou de I'lrlande. Dans ce type de région insulaire,
on peut observer des échanges réguliers d’espéces entre I'lle et le continent. Du fait de ces
échanges réguliers, les isolats géographiques immobiles présentent des taux d’endémisme
faibles (Gros-Desormeaux et al., 2015). On peut trouver aussi (2) les isolats mobiles qui sont
issus des glissements des plaques tectoniques conduisant de grandes superficies de terre a
s’éloigner et a s’isoler du reste de la masse continentale. C’'est le cas, par exemple, de I'lle de
Madagascar qui s’est séparée définitivement du grand continent de Gondwana il y a 125 a
80 million d’années (Sampson et al., 1998). Dans ces situations, les espéces présentes dans
I'lle peuvent étre issues soit d’'une colonisation (naturelle ou introduction anthropique) soit
tout simplement des représentants faunistiques et floristiques occupant cet espace avant sa
séparation du continent qui ont survécu sur I'lle et ont évolué localement (Samonds et al.,
2013; Trewick, 2017). Ces types d’iles présentent un taux d’endémisme fort (Schwitzer et al.,
2014). Enfin, une situation fréquente concerne (3) le cas des iles volcaniques. Dans ce
dernier cas, les iles sont issues d’une activité d’éruption plus ou moins ancienne. Ces files
sont souvent éloignées des autres masses continentales et présentent un endémisme fort.
Parmi ces fles océaniques, certaines n’ont jamais été en contact avec les grands continents.
Plusieurs auteurs les ont baptisé «iles vraies» océaniques du fait de cet isolement dans
I’océan et le manque d’interconnexion entre elles mais aussi avec d’autres masses terrestres
(Gros-Desormeaux et al., 2015). C’'est le cas de quelques fles du Sud-Ouest de I'Océan Indien
comme I'lle de la Réunion ou les iles de I'archipel des Comores (O’Brien, 2011). L’histoire de
ces fles rend trés intéressant I'étude de leurs peuplements et de leurs histoires évolutives
(van der Geer et al., 2017). Tout d’abord, I'origine volcanique de ces iles implique qu’elles
ont émergé de I'océan complétement vierges de toute vie terrestre (Meiri, 2017). De ce fait,
les espéces qui occupent ces iles sont issues soit d’'une colonisation naturelle, soit d’une
introduction anthropique plus ou moins ancienne. L’histoire évolutive des peuplements de
ces iles est, de ce fait, relativement facile a retracer puisque I'dge d’apparition de I'ile est
souvent connu (Frey et al.,, 2007). Du fait de leurs isolement complet de toute masse
terrestre et de leur éloignement géographique aux continents, les colonisations sont aussi
rares et les habitats sont, par voie de conséquence, moins riches en espéces que sur les
continents ou les autres types d’iles. Cette richesse dépend cependant de la taille des fles et
de leur age mais aussi de leur éloignement au continent (Brown and Kodric-brown, 2016;

Losos and Ricklefs, 2009).



McArthur et Wilson (1963), qui ont développé la théorie de la biogéographie
insulaire, ont d’ailleurs précisé les caractéristiques attendues d’un peuplement insulaire.
Dans leurs travaux, ils ont montré que la richesse spécifique des fles est fonction de la
balance entre le taux de colonisation et le taux d’extinction des especes, ce qu’ils ont
nommé la «théorie de I’équilibre dynamique». Selon ces auteurs, le taux d'immigration
diminue avec le nombre d'especes présentes sur l'lle. Le taux d’extinction, quant a lui,
dépend de la saturation de I’habitat et diminue lorsque la taille de I'lle augmente. La richesse
spécifique dépend donc des caractéristiques géologiques de I'lle, sa topographie et du
nombre d’introductions volontaires par 'Homme.

Les especes endémiques insulaires sont parmi les groupes de taxons les plus menacés
d’extinction a relativement court-terme. En effet, ces espéces occupent des zones
géographiques isolées d’autres espaces analogues par des étendues marines. L'ampleur des
menaces sur ces especes est fonction de plusieurs parametres comme leurs histoires de
colonisations des files qu’elles occupent, le degré d’éloignement aux autres masses
continentales, la taille et les caractéristiques des iles occupées. Cependant, ces especes
disposent dans tous les cas de tailles de populations faibles qui les rendent sensibles aux
perturbations. De plus, leur possibilité de dispersion en réponse aux perturbations est
limitée (Nogales et al., 2013). Leur endémisme fort implique qu’il n’existe nulle part ailleurs
d’équivalents en termes génétiques a conserver comme solution alternative et les petites
tailles des populations peuvent amplifier les menaces a travers des mécanismes de
consanguinités ou d’effet Allee (Herfindal et al.,, 2014; Luque et al.,, 2016). A cette
vulnérabilité naturelle des especes insulaires, s’ajoutent les effets de ’homme qui ne se sont
pas seulement limités dans les aires continentales mais se développent aussi sur les files, y
compris sur celles des régions océaniques aux petites superficies. Leur localisation dans des
petites fles implique qu’elles sont moins nombreux en terme de richesse spécifique dans ces
habitats et donc moins redondantes avec une forte risque de dégradation rapide de la

résilience des écosystémes ce qui peut contraindre leur réle dans le maintien des habitats.



5- Les chauves-souris

5.1- Les chauves-souris et leur importance pour ’lhumanité

Les Chiroptéres, ou ordre des Chiroptera, représentent un groupe de mammiferes
hautement diversifié avec environ 1200 espéces. lIs se classent ainsi a la seconde position en
termes de diversité spécifique parmi les mammiféres aprés les rongeurs (Meganathan et al.,
2012). U'ordre des chiroptéres a été traditionnellement subdivisé en deux sous-ordres: le
sous-ordre des microchiroptéres et le sous-ordre des mégachiroptéres (Baker et al 1991).
Cependant des études moléculaires récentes ont montré que dans le sous ordre des
microchiropteres, tous les membres de la superfamille Rhinolophoidea (familles:
Rhinolophidae, Hipposideridae, Megadermatidae et Rhinopomatidae) étaient para-
phylétiques a toutes les autres familles de ce dernier sous-ordre et formait un groupe frere
de toutes les familles du sous-ordre des mégachiroptéres, ce qui a conduit a une nouvelle
classification des chiroptéres en deux sous-ordres : (1) sous-ordre de Yinpterochiroptera
composé de tous les mégachiroptéres ainsi que de la superfamille Rhinolophoidea et le sous-
ordre de Yangochiroptera qui renferme tous les microchiroptéeres autres que la superfamille
Rhinolophoidea (Jones and Teeling, 2006).

Les Yangochiroptera ou «vraies chauves-souris» renferment les chauves-souris de
petites tailles réparties dans les différents continents du monde (O’Brien 2011). Elles sont
généralement nocturnes avec une vision moins développée que le groupe des
Yinpterochiroptera mais disposent d’un systéme d’écholocation a travers les ultrasons tres
performant leur permettant de localiser leurs proies la nuit et d’éviter les obstacles (O’Brien,
2011). Ces especes sont majoritairement insectivores bien que quelques représentants de ce
groupe soient piscivores, omnivores mais aussi hématophages (Voigt and Kingston 2015). La
plus part des Yangochiroptera nichent en groupe dans des grottes, des habitations ou dans
des cavités d’arbres. Certains membres du sous-ordre, notamment des espéeces occupant les
zones tropicales, peuvent nicher dans des feuillages (O’Brien, 2011).

Les Yinpterochiroptera renferment des especes généralement de grandes tailles. A
part quelques exceptions (comme le genre Roussettus par exemple), les membres du groupe
des Yinpterochiroptera n’ont pas développé de systeme d’écholocation mais disposent
d’une vision nocturne et d’un odorat tres développés. Parmi ce groupe, les espéces du genre

Pteropus appelées aussi «renards volants» (a cause de leurs museaux allongés et a leur
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ressemblance aux chiens, figure 1) constituent un groupe exceptionnellement diversifié
(Voigt and Kingston, 2015). Ce genre, issu de la famille des Pteropodidae, regroupe 62
especes de grandes tailles, toutes frugivores et nectarivores (Voigt and Kingston, 2015). Elles
sont toutes distribuées dans les régions tropicales et subtropicales allant de I’Océanie, de
I'Asie, de I’Australie, aux Tles localisées dans les larges de I'océan pacifique et de I'océan
indien (O’Brien, 2011). Ce sont des espéces majoritairement nocturnes qui pendant la
journée se reposent dans leurs dortoirs constitués en majorité par de grands arbres (Voigt
and Kingston 2015). Le type de dortoirs chez les renards volants varie cependant en fonction
de I'espece. Alors que P. samoensis et P. livingstonii sélectionnent des dortoirs localisés dans
des foréts naturelles, P. seychellensis et P. tonganus choisissent des dortoirs constitués par
des grands arbres tels que les kapokiers et les figuiers situés dans les régions cotieres et dans
les villages (Brooke, 2001; Wodzicki and Felten, 1975). Pteropus aldabrensis préfére quant a
elle les cocotiers des zones de cultures (Trewhella et al., 2001). Toutes les espéces du genre
Pteropus sont principalement frugivores, complété par du nectar et de la séve chez certaines
especes. Par exemple, Long et Rancey (2007) ont montré que les fruits consommeées par P.
rufus ne représentent que 16% de son régime, alors que la grande partie de son alimentation
est constituée de pollen (44%) et de séve (22%). P. conspicillatus, quant a lui consomment,
essentiellement du pollen (69%) (Parsons et al., 2006). Les espéeces du genre Pteropus sont
reconnues pour leurs grandes capacités de dispersion. Par exemple, P. conspicillatus peut
parcourir un peu plus de 40 km au cours d’'une méme nuit entre ses sites d’alimentation et
ses dortoirs (Richards et al 1999). P. tonganus peut, elle aussi, parcourir une distance
maximum de 46 km entre son dortoir et sa zone d’alimentation (Bannack and S.Grant, 2002).
P. rufus et P. vampyrus ont respectivement été observées a une distance maximale de 66 et
87 km des dortoirs lors de leur recherche de nourriture (Epstein et al., 2009; Oleksy et al.,
2015).

Les chauves-souris, que cela soit les Yinpterochiroptera et les Yangochiroptera, sont
reconnues pour leur importance économique et écologique. Les Yangochiroptera,
majoritairement insectivores, agissent par exemple dans la régulation du peuplement
d’insectes nuisibles aux plantes mais prédatent aussi des insectes vecteurs de maladies chez
les animaux comme chez les humains (Stack et al., 2016). Par exemple, aux Etats Unis, les
services rendus par les chauves-souris insectivores sont estimées a 22,9 milliards de dollars

par an (Boyles et al., 2011). Quant aux chauves-souris fruigivores, elles sont reconnues pour
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leur importance dans le fonctionnement des foréts naturelles mais aussi pour I'amelioration
de la production d’arbres fruitiers a travers la polinisation des plantes et la dispersion des
graines. Elles présentent donc un trés grand intérét pour I’homme. Par exemple, Kunz et al.
(2011) ont signalé qu'au moins 549 espéces végétales, appartenant a 191 genres et 62
familles différentes, sont dispersées par des chauves-souris dans les zones tropicales parmi
lesquels, 139 genres appartenant a 58 familles sont dispersés par les renards volants. Du fait
de leur grande taille et de leur mode de vie en grands groupes, les renards volants peuvent
disperser des fruits de grandes tailles et ceci en grand nombre, ce qui est rare chez d’autres
animaux comme par exemple les oiseaux (Kunz et al.,, 2011). De ce fait, ces especes
présentent une importance écologique dans la régénération de la forét naturelle et dans le
maintien de la connectivité entre fragments forestiers. De plus, les renards volants jouent un
réle important dans la pollinisation des arbres fruitiers a intérét économique (Friday et al.,
2011; Kaboré et al., 2011). Par exemple, Voigt et Kingston (2015) ont rapporté que les
espéces de renards volants dispersent au moins 289 espéces de plantes, dont 186 sont
directement exploitées par 'Homme (McConkey and Drake, 2006). Ces espéces ont de ce

fait un réle important dans le service écosystémique nécessaire pour I’"humanité.

5.2- Les renards volants, un groupe de Yinpterochiroptera particulierement

menacé

Les chauves-souris du genre Pteropus constituent un groupe de mammiféeres
particulierement menacé par les actions anthropiques. En effet, parmi les 62 especes de
renards volants, quatre sont déja éteintes, toutes étaient des especes insulaires (UICN 2017).
Il s’agit de P. tokudae des fles de Guam et de l'archipel des fles Mariannes (éteinte aux
alentours de 1970), de P. subniger des iles Maurice et de La Réunion dans |'océan indien
(éteinte entre 1864 et 1873), de P. brunneus des iles Percy (une fle localisée au large de
I'océan pacifique, la date exacte de son extinction n’étant pas connue, on a présumé que
I'espece s’est éteinte au environ de 1878 date a laquelle ses derniéres traces sont connues,
Koopman, 1984) et de P. pilosus de I'lle Palau dans I'océan pacifique (éteinte avant 1874)
(UICN 2017).

Parmi les espéces de renards volants vivants actuellement, cing sont classées dans la
liste rouge de I'UICN comme étant « en danger critique d’extinction » et, la aussi, il s’agit

d’especes insulaires occupant de petites fles (UICN 2017). Il s’agit de P. auruensis des iles Aru
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tout pres de I'Indonésie; de P. pselaphon, une espéce endémique des fles d’Oagassawara au
Japon; de P. livingstonii, endémique des iles de Anjouan et de Mohéli dans I'archipel des
Comores (océan indien); de P. rodricensis, endémique de I'lle Rodrigues (Maurice, océan
indien) et de P. tuberculatus, endémique des fles Vanikolo au sud des fles Salomon (situées
dans le sud-ouest de I'océan pacifique). Cing autres especes parmi ces renard volants sont
guant a elle classées «en danger d’extinction» et, une fois de plus il s’agit d’especes
confinées dans des petites fles a savoir P. nitendiensis, endémique des fles de Nendo et
Tomotu Neo dans le sud des iles Salomon ; P. melanopogon dans I'archipel Moluccas et dans
les petites fles adjacentes (Indonésie); P. mariannus, endémique du nord des fles Mariannes,
de Guam, et de I’Atoll Ulithi au nord de I'océan pacifique; P. fundatus, endémique des iles de
Mota et Vanua dans |'océan pacifique et P. cognatus endémique des fles Salomon. La plus
part des autres especes sont considérées comme «quasi-menacées» ou «vulnérables» et
sont majoritairement localisées dans des petites iles (O’Brien, 2011). Etant des taxons
insulaires, ces espéces constituent un groupe particulierement menacé du fait de leur
isolement géographique mais aussi des faibles tailles de leurs populations. De plus, selon
plusieurs études, ces especes subissent les effets alarmants des actions anthropiques telles
gu’une chasse excessive, la fragmentation des habitats naturels mais aussi de la destruction
de leurs dortoirs qui est d’ailleurs notée comme la menace la plus importante a I'origine de
leurs déclins dans la nature (Soule et al., 1988; Weigelt and Kreft, 2013). Etant des taxons
relativement longévifs, ces especes présentent aussi des dynamiques de populations lentes
qui les rendent trés sensibles aux perturbations tout en possédant des faibles capacités de
récupération aprés perturbation (Nevoux et al., 2008). Ces espéces cumulent donc un
certain nombre de handicaps qui en font un des groupes de mammiféeres les plus menacés

au monde.
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Figure 1: Museau allongé du Pteropus seychellensis comorensis, Photo : © Mohamed-Thani
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6- L’archipel des Comores

Situé a I'entrée du canal de Mozambique, cet archipel est formé de quatre iles
océaniques d’origine volcanique, constituant une entité géologique issue d’une chaine de
volcan sous-marine (Michon, 2016). Ces files, d’'une superficie totale de 2236 km?, ont
commencé a apparaitre entre la fin du Miocene et le début du Pliocene (entre 10 et 5
millions d’années, Louette et al., 2004). Cette apparition aurait eu lieu bien apreés I'isolement
définitif de Madagascar qui s’est séparé du Gondwana il y a 125-80 millions d’années
(Sampson et al., 1998). L'apparition de chacune des quatre fles a eu lieu de maniéere
indépendante et les quatre fles n‘ont jamais été en contact les unes des autres ni avec
aucune masse terrestre (notamment avec Madagascar et I'Afrique qui les entourent a
distance égale d’environ 300Km, figure 2, Goodman et al., 2010). Cette singularité fait des
Comores des iles «vraies» présentant des caractéristiques particuliéres avec non seulement
une diversité faunistique marine unique et reconnue comme étant d’une importance
mondiale, mais aussi une diversité de paysages naturels et une faune et une flore terrestre
avec un taux d’endémisme élevé pour tous les groupes taxonomiques recensés (Goodman et
al., 2010 ; Louette et al., 2004). Cette zone biogéographique présente toute une gamme de
régions écologiques avec une biodiversité riche en espéces endémiques présentant
d’importantes affinités avec la faune et la flore de Madagascar mais aussi quelques

représentants mineurs de I’Afrique continentale et de I’Asie (Louette et al., 2004).
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6.1- Situation administrative des Comores

Les quatre fles de I'archipel des Comores (Grande Comore, Anjouan, Mohéli et
Mayotte), étaient administrées par la France, sous la quatrieme république, et faisaient
partie de I’'Union francaise, puis de la communauté francaise prévue par la Constitution de la
Cinquiéme République a partir de 1958. En 1975, trois des quatre fles (Grande Comore,
Anjouan et Moheli) ont pris leur indépendance et forment aujourd’hui I'Union des Comores.
Seule Mayotte reste sous 'administration francaise et est devenue le 101¢™¢ département

francais d’outremer en 2011.

6.2- Quatre iles «vraies» océaniques isolées les unes des autres

6.2.1-lle de Mayotte

D’une superficie totale de 374km?, Mayotte constitue la plus ancienne fle de
I'archipel des Comores en termes d’apparition. Elle serait apparue il y a 7,7 million d’années
a la fin du Miocéne juste avant le début du Pliocenes (Louette et al., 2004). Localisée dans la
région Sud-Est de I'archipel, a environ 300 Km du Nord-Ouest de Madagascar et 67 km du
Sud d’Anjouan (Figure 2 et 3), I'lle présente des aires moins montagneuses que les trois
autres fles des Comores et son point culminant est le Mont Bénara (660m d’altitude).
Mayotte est constituée par deux fles principales, Grande-Terre et Petite-Terre auxquelles
s’ajoutent une vingtaine de petits flots (Figure 3) entourés d’un lagon de 1100 km? (Audru et
al.,, 2010). L'lle abrite une diversité en faune et en flore remarquable due a une forte
hétérogénéité de ses habitats (Zinke et al., 2003). On y rencontre des foréts humides, des
foréts séches ou des fourrés xérophiles, des foréts semi-seches de basses altitudes. On y
trouve également des foréts hautement secondarisées (Zinke et al., 2003). L’ile abrite un
réseau de rivieres permanentes ou semi-permanentes mais aussi quelques lacs d’eau douce

(Louette et al., 2004).
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6.2.2-lle de Mohéli

Apparue apres Mayotte, au début du pliocéne, il y a environ 5 million d’années,
Mohéli représente la plus petite ile de I'archipel des Comores en termes de superficie (290
km?2). L’ile est caractérisée par un relief plus accidenté que Mayotte, s’atténuant vers I’Est et
vers les régions sud en plaines littorales. Son point culminant, localisé dans le Djando, atteint

790 m d’altitude (Louette et al., 2004). On y rencontre des vallées profondément creusées

hébergeant un réseau de rivieres permanentes se déversant dans la mer (Figure 3).

Figure 4: Forét de Hasserandrengué dans le Mledjelé, Mohéli, Photo : © Mohamed-Thani

L'tle abrite une grande diversité de paysages naturels et une grande forét primaire,

non encore détruite (Figure 4) et sans la moindre culture, localisée notamment dans le haut
de la forét de Hasserandrengué au-dessus des villages de Walla et de Miringoni. L'ile est
aussi caractérisée par le découpage de ses coOtes et la présence de petites baies a
mangroves, d’un récif corallien frangeant entourant toute I'lle et de huit ilots au sud de

Nioumachoua (Louette et al., 2004, Figure 5).

18



Légende

P Foréts Naturelles
Foréts dégradées
Plantations 0 2 4 8
[ sss—1 ]
——— Riviéres
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6.2.3-lle d’Anjouan

Anjouan serait la 3°™¢ fle de I'archipel apparue parmi les quatre fles des Comores, il y
a environ 3,3 million d’années avec une superficie de 424 km? (Louette et al., 2004). L'ile
présente un relief trés accidenté a crétes aigués et a flancs abrupts. Sa topographie consiste
en une série de chaines de hautes montagnes, dont le point culminant atteint 1595m
d’altitude, et ol se situent les quelques vestiges de foréts naturelles subsistant dans I'ile. La
partie centrale de I'lle est profondément entaillée par de grands cirques. Ayant la forme d’un
triangle (Figure 6), les trois extrémités de I'lle sont dominées par des falaises au niveau du
littoral avec un récif frangeant (Louette et al., 2004). L'lle est caractérisée par des sols
profonds et fragiles, tres sensibles a I’érosion induite par I'exploitation des terres. Anjouan

se caractérise aussi par un bon réseau de riviéres permanentes (Figure 6).

Légende

- Foréts Naturelles
Foréts dégradées
Plantations

—— Riviéres

Figure 6: Représentation de la végétation a Anjouan
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6.2.4-Grande Comore

Située a I'ouest (a 300km de I’Afrique continentale), Grande Comore est la plus jeune
des quatre iles, apparue il y a environ 0,5 million d’années (Michon, 2016). Comme son nom
I'indique, Grande Comore représente la grande ile de l'archipel en termes de superficie
(1148 km?). L'ille comporte deux massifs montagneux bien distincts: le massif du Karthala qui
représente le point culminant de I'archipel a 2361 m d’altitude, et le massif de la Grille,
culminant a 1087 m d’altitude. L'ille est dominée par de grandes superficies de coulées de
laves basaltiques avec des cendres volcaniques issues d’éruptions volcaniques récentes
empéchant I'lle d’héberger des rivieres (Michon, 2016). Elle est caractérisée par plusieurs
microclimats qui déterminent I'aspect de sa végétation encore dense et naturelle dans le
versant du massif du Karthala (Louette et al., 2004). Bien que I'lle ait subit une importante
perte de ses habitats forestiers durant les derniéres décennies avec une couverture végétale
hautement secondarisée, I'lle de la Grande Comore accueille la plus grande forét encore

naturelle de I'archipel apres I'lle de Mohéli (Figure 2 et 7).
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6.3- Pertes directes et fragmentation des habitats en archipel des Comores

Selon Louette et al. (2004), les fles des Comores auraient été couvertes de foréts
ombrophiles séches avant la colonisation par I’'homme. Les actions humaines ont depuis
contribué a une profonde modification des habitats naturels historiques et ont conduit
directement a la disparation de grandes surfaces de ces habitats naturels. Actuellement,
cette couverture végétale n’existe quasiment plus a son état naturel. Par exemple, a
Mayotte, plus de 95% de la couverture végétale originale a disparue et la superficie totale de
foréts naturelles dans cette fle n’est plus estimée qu’a 11,5km? pour une surface totale de
I'lle de 374km? ha soit environ 3% de la superficie totale. En Union des Comores (Grande
Comore, Anjouan et Mohéli), la situation est encore plus alarmante. Dans un intervalle de 10
ans, entre 1973 et 1983, la superficie de pertes d’habitats naturels a été estimée a 36%, 85%
et 53% a Mohéli, Anjouan et Grande Comore respectivement (Goodman et al.,, 2010). A
partir de 'année 2010, cette perte d’habitat est devenue alarmante et la FAO I'a évalué a
9,3% par an et estime que c’est le taux de perte d’habitat le plus important au niveau

mondial (FAO 2010, Daniel et al., 2016).
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Figure 8: Conversion de la forét en zone de culture Anjouan, Photo : © Mohamed-Thani

Cette perte d’habitat est due principalement a I'exploitation excessive du bois pour la
construction, la menuiserie et la vente mais aussi pour produire du combustible pour la
fabrication des huiles d’Ylang ylang (une huile essentielle tres utilisée en parfumerie dont les
Comores tiennent le rang de premier producteur mondial) dans certaine région de Mohéli et
Anjouan. La transformation non controlée des habitats naturels en milieux de cultures et en
milieux habitables est la deuxiéme cause de la perte des habitats naturels (Figure 8). Ceci est
induit par le fait que 72% de la population comorienne vit de I'agriculture (Bourgoin et al.,
2017; Fisher and Christopher, 2007). Enfin, la forte croissance démographique dans les trois
fles, particulierement prononcée a Anjouan (6.5% par an), augmente considérablement la
demande en bois de construction et en zones habitables et amplifie les pressions déja fortes
sur les habitats naturels (Sewall et al., 2011, Daniel et al., 2016). Enfin, les feux sauvages,

bien que rares aux Comores, représentent un des facteurs menacant la biodiversité dans ces
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fles puisqu’ils peuvent parcourir une région entiére en quelques minutes et causer des

dégats considérables a la forét (Louette et al., 2004).

6.4- Aux Comores, une flore et une faune hautement diversifiée

La diversité des paysages, la topographie des iles et la multiplicité de ses climats ont
fait des Comores une région trés riche en termes de diversité biologique composée d’une
faune marine d’intérét mondial et d’une faune terrestre trés diversifiée. Les Comores
accueillent aussi un taux d’endémique élevé en comparaison avec les fles voisines de la
région de I'océan indien telles que les fles du Mascareignes (Louette et al., 2004; Sewall et
al., 2011). L’archipel est d’ailleurs classé en seconde position en termes de richesse
spécifique de la région de I'océan indien aprés Madagascar. La flore des Comores est dense
avec une composition diversifiée et tres variable suivant le gradient altitudinal. Plus de 2000
especes de plantes sont ainsi recensées aux iles Comores. 33% de cette flore est d’ailleurs
constituée d’espéces endémiques. En qui concerne la faune, la richesse est élevée et
représentée par un taux d’endémisme exceptionnel dans chaque groupe taxonomique. Les
poissons sont par exemple représentés par environ 820 espéces dont la plupart sont
endémiques. L'archipel accueille 24 especes de reptiles dont environ 44% ne se trouvent
nulle part ailleurs dans le monde. Il accueille aussi un peu plus de 150 especes d’oiseaux
dont environ 50% sont des especes et sous-especes forestieres endémiques (Louette et al.,

2004).

6.5- Les chauves-souris des Comores

L'ordre des chiropteres représente un des groupes de mammiferes les plus diversifiés

aux Comores avec 10 espéces différentes dont la plus part sont endémiques de ces fles.

Les Yangochiroptera sont représentés par 4 familles et 7 especes différentes. Il s’agit de Ia
famille de Emballonuridae représentée par I'espece Taphozous mauritianus ; la famille
Molossidae représentée par les espéces : Chaerephon leucogaster, C. pusillus et Mops
leucostigma ; la famille Vespertilionidae représentée par I'espece Myotis anjouanensis
(espéce endémique) et la famille Miniopteridae avec les espéces Miniopterus griveaudi
(espece endémique) et M. aelleni (espece endémique, Goodman et al., 2010). Quant aux
Yinpterochiroptera, le groupe est représenté par trois especes différentes appartenant a

une seule famille, il s’agit de la famille Pteropodidae avec les espéces de Pteropus livingstonii

25



(espece endémique), P. seychellensis comorensis (sous espéce endémique) et Rousettus

obliviosus (espece endémique, Goodman et al., 2010)

6.6- Les renards volants des Comores

La roussette de Livingstone (Pteropus livingstonii) et la roussette commune des
Comores (P. seychellensis comorensis) sont deux taxons de Yinpterochiroptera endémiques
des Comores parmi les especes faunistiques les plus menacées par la perte des habitats
naturels. Les deux especes se différencient par leurs morphologies, leurs tailles corporelles,
leurs écologies, notamment leurs modes de locomotion et leurs comportements

alimentaires ainsi que leurs distributions géographiques (Trewhella et al., 2001, Ibouroi et

al., submetted).

Figure 9: Pteropus s. comorensis de Siri-Ziroudani a Mohéli, Photo : © Mohamed-Thani
Pteropus s. comorensis est caractérisée par une taille corporelle allant jusqu’a 1,2 m

d’envergure avec une masse corporelle moyenne variant entre 400 et 600 g (Figures 9 et 10).

Il s’agit d’'une espéce crépusculaire trés active pendant la nuit. Cependant, les individus de

cette espece peuvent également étre observés en train de voler quelques heures (deux a

26



trois heures) avant le coucher du soleil (entre 15h et 16h). Caractérisée par une large
distribution dans différents types d’habitats (zones de cultures, villages, foréts dégradées
etc., Ibouroi et al. submitted) dans les quatre fles Comores mais aussi dans I'lle Mafia en
Tanzanie, I'espéce est caractérisée par un type de vol actif, battant ses ailes lors des
mouvements, ce qui permet aux individus de se déplacer rapidement (Norberg et al., 2000).
Ce comportement est rendu possible par les caractéristiques morphologiques de ses ailes
qui sont peu larges (Norberg et al., 2000). Ce type de vol est rapide mais est en contrepartie
peu efficace sur de longues distances car il nécessite beaucoup d’énergie. La population de
P. s. comorensis est localisée dans des zones variant entre 0 et 700 m d’altitudes par rapport
au niveau de la mer (Granek 2002, Ibouroi et al. lbouroi et al., submitted). Pteropus s.
comorensis est caractérisée par un régime alimentaire a base de fruits dont les plus
communs sont les fruits de manguiers (Mangifera indica, Anacardiaceae), de letchis (Litchi
chinensis ; Sapindaceae), de tamariniers (Tamarindus indica, Fabaceae), de jacquiers
(Artocarpus heterophyllus, Moraceae), de badamiers (Terminalia catappa ; Combretaceae),
de bananiers (Musa sp., Musaceae), de kapokiers (Ceiba pentandra, Malvaceae) etc. Il s’agit
donc des espéces de plantes majoritairement cultivées (introduites aux Comores par les
humains, Trewhella et al., 2001). Ce régime alimentaire est complété par des pollens et de la
seve. Les individus de P. s. comorensis se reproduisent une fois par an. Les accouplements
ont lieu généralement entre le mois d’avril et le mois de juin (Trewhella et al., 1995). Aprés
une période de gestation de 150 jours, les naissances ont lieu généralement entre
septembre et novembre. Les femelles donnent naissance a un jeune par an. Les individus
arrivent a maturité sexuelle généralement entre un an et demi et deux ans (Trewhella et al
1995). Pour cette, I'espéce I'espérance de vie n’est pas connue (Trewhella et al., 1995). La
taille des populations de P. s. comorensis n’est pas non plus connue et I'espéece est classée

en statut de préoccupation mineur par I'lUCN (Mickleburgh et al., 2008).
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Figure 10: P. s. comorensis de Ouzini Anjouan, Photo : © Mohamed-Thani

Pteropus livingstonii (Figure 11) mesure environ 1,5 m d’envergure et sa masse
corporelle varie entre 500 et 800 g. Contrairement a son congénere P. s. comorensis, P.
livingstonii est une espéce pouvant étre active le jour et trés active aussi la nuit. Les individus
de cette espece sont observés déja actifs dans les zones de nourrissage alors que P. s.
comorensis est encore au repos (a partir de 14 h) (Granek 2002, Trewhella et al., 2001).
L'espéce est caractérisée par un type de vol lent et plané, utilisant les courants d’air chaud
pour se déplacer (Norberg et al., 2000). Ces mouvements sont liés a la superficie de ses ailes
tres larges en comparaison avec celles de P. s. comorensis. Bien que moins rapide, ce type de
vol est tres efficace et permet aux individus de pouvoir couvrir de longues distances (Russell
et al., 2016). Sa distribution géographique est restreinte aux foréts naturelles de hautes
altitudes dans deux iles de I'Union des Comores (Anjouan et Mohéli). Son alimentation est a
base de fruits et de nectars des plantes, le plus souvent endémiques des iles telles Ocotea
comorensis, Lauraceae, Nuxia pseudodentata, Buddlejaceae, Tambourisa comorensis,

Monimiaceae etc. (Trewhella et al., 2001, lbouroi et al. in press). La population de cette
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espéce est estimée entre 1200 et 1500 individus (Granek 2002), et I'espece est classée «en
danger critique d’extinction» dans la liste rouge de I'UICN (UICN 2017, Daniel et al., 2016). La
population de cette espéce est localisée dans les foréts de hautes altitudes allant jusqu’a
1200 m d’altitude par rapport au niveau de la mer dans des endroits reliés aux forte pentes
jusgu’a 45° (Ibouroi et al. submitted). Trewhella et al. (1995) ont mentionné que la période
de reproduction pour cette espéce peut varier en fonction des années suivant les
contraintes du milieu. Les accouplements ont lieu généralement entre le mois de mars et
avril, c’est-a-dire deux a trois mois avant ceux de son congénere P. s. comorensis (Trewhella
et al.,, 1995). La période de gestation est aussi de 5,5 mois et les naissances ont lieu
généralement en septembre. Des observations sur le terrain ont montré qu’au mois de
janvier, les jeunes P. livingstonii étaient quasiment non-différenciables de leurs parents
(Trewhella et al 1995). Pour cette espéce, I'espérance de vie est estimée a 31 ans pour des

individus vivant en captivité (Trewhella et al., 1995).
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Figure 11: P. livingstonii dans la forét de Mpagé a Anjouan, Photo : © Mohamed-Thani
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6.7- Enjeux de conservation

Les populations de P. livingstonii et P. s. comorensis sont soumises a de fortes
pressions telles que la destruction de leurs dortoirs, la perte et la fragmentation de leurs
habitats mais aussi une forte pression de chasse (seulement pour P. s. comorensis) (Sewall et
al., 2011, Ibouroi et al. submetted). Des actions de conservations sont menées aux Comores
(Grande Comore, Anjouan et Mohéli) depuis plusieurs années par différentes institutions
comoriennes (telles que la « Direction Générale de I'Environnement et des Foréts » dont
I'objectif est de définir des plans de gestions et de conservation de la biodiversité dans ces
fles, incluant la conservation de P. livingstonii, Ibouroi obs. pers.). Cependant, ces initiatives
restent en général cantonnées a des documents administratifs et ne déclenchent aucune
action concréte pour la conservation de ces espéeces sur le terrain (Ibouroi obs. pers.). Des
initiatives ont été menées par des ONG locales, telles que I'ONG « Engagement
Communautaire pour le Développement Durable » (ECDD) de 2008 a 2013 dont les objectifs
étaient de contribuer au développement local a Anjouan et de suivre la population de P.
livingstonii sur le long terme afin de proposer des mesures de conservation pour cette
espece. Ces projets de conservation ont cependant généralement avorté a des stades
embryonnaires. Une autre ONG locale (Dahari) a depuis 2013 pris le relai de ECDD avec les
mémes objectifs, mais toute seule, sans I'appui du gouvernement comorien, elle ne semble
pas étre en mesure d’assurer la conservation de ces espéces sur le long terme (Daniel et al.,
2016). Le manque de politique de conservation sur les trois Tfles Comores est probablement
lié a un manque d’études scientifiques publiées dans le domaine de la conservation mais
aussi sur la biodiversité en général aux Comores en comparaison avec ce qui peut étre mené
sur d’autres iles de I'océan indien telles que Madagascar, I'lle Maurice ou méme a Mayotte.
Les chauves-souris, et la biodiversité en général, sont d’autant plus méconnues aux Comores
du fait gqu’elles ne font pas partie des thémes abordés dans le cadre des études scientifiques.
En effet, 'Union des Comores étant un des pays les plus pauvres au monde (Elvidge et al.,
2009, Fisher and Christopher 2007), les études menées aux Comores s'intéressent
principalement aux activités pouvant générer des revenus directs pour les familles et
négligent les écosystemes et la biodiversité ainsi que les services que cette biodiversité

assure aux populations locales (Ibouroi obs. pers.).
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7- Objectifs scientifiques de la these

La mise en place d’une politique de gestion et de conservation de la diversité
biologique efficace nécessite une bonne compréhension de la nature des différentes
interactions qui existent entre les espéces et leurs habitats naturels pour mieux appréhender
les processus écologiques déterminant leurs distributions ainsi que leurs réponses face aux
perturbations potentielles des habitats. En ce sens, les informations sur la distribution et
I'utilisation de I'espace par les individus, la diversité génétique et structuration des
populations ainsi que la caractérisation des pressions anthropiques en lien avec les
caractéristiques socio-économiques seront des éléments de connaissances absolument
nécessaires pour identifier les causes des déclins et proposer des politiques publiques
adaptées a leur conservation (Broennimann et al., 2012; Mikolajczak et al., 2015; Monsarrat
et al.,, 2015).

L'étude de la distribution géographique et de la niche écologique d’'une espéce
permettent en effet d’identifier les zones favorables a cette espéce dans un but, par
exemple, de réguler les activités anthropiques et les perturbations dans les zones les plus
favorables a I'espéce. De telles études permettent aussi de déterminer quelles sont les
variables environnementales, éco-topographiques ou climatiques qui ont un impact sur la
sélection des habitats par I'espece étudiée et ainsi de proposer des mesures de gestion
adaptées. Par exemple, par l'application de méthodes appelées « Species Distribution
Modeling ou SDM», Fagundes et al. (2015) ont pu caractériser les habitats favorables a des
especes menacées de tortues d’eau douce (Rhinoclemmys punctularia, Mesoclemmys
nasuta, Kinosternon scorpioides et Acanthochelys macrocephala) en Amazonie Brésilienne et
ont pu montrer que le réseau d’Aires Protégées n’était pas suffisant pour assurer la
protection de toutes les populations de ces tortues en danger imminent d’extinction
(Fagundes et al., 2015). Par leur étude, Fagundes et al. (2015) ont ainsi conclu que I'inclusion
« d’aires d’utilisation durable » (sustainable use areas ou SUA) ainsi que les terres indigéenes
(indigenous lands ou IL) dans le réseau d’Aires Protégées était crucial pour que ces espéces
soit assurées d’une meilleure protection. De telles approches spatiales permettent donc de
proposer des mesures de gestion ou de restauration des habitats le cas échéant dans des
zones favorables a I'espéce ciblée. Zhu et al. (2016), ont appliqué la méthode des SDM sur

des espéces de plantes endémiques et menacées d’extinction de I’Asie (Ammopiptanthus
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mongolicus, Amygdalus mongolica, Helianthemum songaricum, Potaninia mongolica, et
Tetraena mongolica) et ont ainsi pu caractériser les zones favorables a ces espéces. lls ont pu
par la suite proposer les zones potentielles a protéger des actions anthropiques pour assurer
leur conservation (Zhu et al., 2016).

De leur coté, les études sur la diversité génétique et la structuration des populations,
permettent d’'une part de déterminer I'état de santé global d'une population notamment a
travers le taux de polymorphisme ou le coefficient de consanguinité. Par exemple, a I'aide
des outils génétiques, Craul et al. (2009) ont montré une faible diversité génétique ainsi
gu’un effondrement des populations d’une espéce de lémuriens (Lepilemur edwardsi) au
Nord-Ouest de Madagascar. Du fait d’'une diversité génétique encore trés faible évaluée
dans les petits fragments forestiers non protégés par rapport aux foréts non fragmentées
notamment, la forét du Parc National d’Ankarafantsika (ANP), ils ont suggéré que cette perte
de diversité était essentiellement le résultat des actions anthropiques, notamment la
fragmentation des foréts. Par leur étude, ils ont pu conclure que la conservation a mettre en
place devrait tenir compte de toutes les sous-populations subsistantes pour assurer la survie
a long-terme de cette espéce (Craul et al., 2009). D’autres parts, les études génétiques
permettent de détecter d’éventuelles ruptures des flux géniques entre les différentes sous-
populations d’'une méme espéce. Par exemple, Goossens et al. (2016), ont montré par les
outils de la génétique, que la perte et de la fragmentation des habitats étaient a I'origine de
la structuration et de lisolement géographique des sous-populations d’une espéce
d’éléphant a Bornéo (Elephas maximus borneensis) et ont conclu que le maintien du niveau
actuel de diversité génétique était possible par la restauration de la connectivité entre les
différentes sous-populations actuellement isolées (Goossens et al.,, 2016). De telles
approches peuvent permettre ainsi d’identifier les populations a risque et ainsi mettre au
point des plans de gestion appropriés pour ces populations menacées. Par exemple, Weeks
et al. (2016) ont réalisé une étude génétique sur des especes de mammiféres australiens qui
étaient en «danger critique d’extinction» et ont trouvé une faible diversité génétique
(Weeks et al., 2016). Par leur étude, ils ont conclu que cette faible diversité génétique était
le résultat d’une stratégie de conservation inappropriée, a savoir la conservation des
populations hautement structurées génétiquement sous une seule unité de gestion, ce qui a
causé une chute de la population et une perte de la diversité génétique par dérive

génétique. Par leur étude, ils ont par la suite suggéré une autre stratégie de conservation
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visant a conserver les différentes populations sous différentes «unités de gestion» (Weeks et
al., 2016).

Cependant, les études écologiques ou génétiques ne permettent pas, a elles seules,
d’identifier les bras de levier pour protéger efficacement des espéces. En effet, les sociétés
humaines et leurs pratiques constituent souvent la menace principale sur ces especes mais
aussi le facteur le plus difficile a changer (Kamal and Grodzinska-Jurczak, 2014). Des études
sociologiques ou socio-économiques sont de ce fait nécessaires pour déterminer quelles
représentations ont les populations locales des espéces ciblées et quelles sont les actions
gu’elles entreprennent qui sont potentiellement en conflit avec la conservation de ces
especes afin de déterminer quels pourront étre les bras de leviers concrets potentiels pour
améliorer leur conservation mais aussi identifier les difficultés qui risquent de se présenter.
Par exemple, dans une étude réalisée en 1990, Sournia a étudié des situations en Afrique
francophone ol les plans de conservations de la biodiversité ont échoué a cause d’un
manque de stratégies efficaces en lien avec les populations locales. Par exemple au Mali,
I’Aare protégée de la Boucle du Baoulé (350 000 ha), faisait partie du réseau des Réserves de
Biosphére. Du fait d’'un manque d‘entente entre gestionnaire de l'aire protégée et la
population locale, I'aire protégée a perdu 90 % de sa faune a cause du braconnage (Sournia,
1990). La couverture végétale avait également disparue a cause d’une utilisation
irrationnelle des terres. Sournia (1990) a ainsi conclu qu’une sensibilisation de la population
locale pourrait permettre une amélioration de la situation (Sournia, 1990). Paré et al. (2010),
ont réalisé une étude socioéconomique relative a I'utilisation des ressources naturelles ainsi
gue la perception de la population locale sur la biodiversité et la forét au Burkina Faso. Par
cette étude, ils ont pu montrer que la forét joue un réle important dans la survie de la
population locale et que la perte des habitats est liée a une utilisation irrationnelle des
ressources naturelles (Paré et al., 2010). lls ont ensuite recommandé que les stratégies de
conservation a mettre en place soient développées conjointement entre les communautés
locales, les gestionnaires et les scientifiques pour mettre en place une gestion durable des
ressources naturelles et de la biodiversité (Kamal and Grodzinska-Jurczak, 2014; Paré et al.,
2010). Toujours au Burkina Faso, dans une étude sur les perceptions, usages et vulnérabilité
des ressources végétales ligneuses, Traoré et al. (2011) ont montré que la combinaison des
inventaires de terrain et des enquétes socioéconomiques étaient indispensables pour

identifier les especes menacées (Traoré et al., 2011). Karanth et al. (2011) ont réalisé une
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étude, sur la perception de bénéfices versus des inconvénients vis-a-vis de la présence des
aires protégées chez les résidents dans une région en Inde (Karanth and Nepal, 2011). Par
leur étude, ils ont suggéré que I'amélioration du niveau de vie et du niveau d’éducation de la
population locale pourrait réduire la forte dépendance au ressources naturelles et ainsi
assurer une meilleure gestion des aires protégées (Karanth and Nepal, 2011). Ainsi ces
études socioéconomiques sont nécessaires pour concilier l'utilisation des ressources

naturelles et la conservation de la biodiversité.

L'objectif de la thése présentée ici était de réaliser une étude sur les deux especes de
chauves-souris géantes des Comores, combinant plusieurs disciplines scientifiques ancrées
dans le contexte de la biologie de la conservation afin de pallier au manque de
connaissances sur ces especes mais aussi de favoriser I'émergence de politiques publiques
de conservation réalistes. Pour faire le bilan de cette approche volontairement intégrée, j'ai
organisé mon mémoire de thése en six chapitres dont cette introduction est de fait le

premier.

Le deuxieme chapitre présente les résultats d’une étude multi-échelle de la niche
écologique des deux especes et de leur distribution potentielle. Cette partie avait pour
objectif de caractériser les conditions favorables a ces espéces par rapport aux conditions
disponibles ainsi d’évaluer I'effet des variables écologiques et les effets anthropiques sur le
choix de la niche pour chacune des deux espeéces. Il s’agissait d’évaluer les limites de la
répartition géographique de chacune des deux espéces. Dans cette partie, j’ai caractérisé
finement l'utilisation des habitats notamment pour clarifier les relations entre gites, éco-
variables et nombre d’individus observés. Enfin, j’ai utilisé ces informations pour identifier

des zones de conservation prioritaires pour ces deux especes (Manuscrit 1).

Le troisieme chapitre de ma thése présente les travaux que j'ai menés sur la
génétique des populations de chacune des deux espéces. Une premiére partie de ce chapitre
présente les résultats d’un test de la faisabilité de I'utilisation d’une approche non-invasive
(analyses génétiques basées sur la collecte de féces) pour accéder aux données génétiques
et démographiques pour ces deux especes (Manuscrit 2). La deuxieme partie de ce chapitre
présente les résultats d’'une étude de génétique des populations ayant consisté a (i) évaluer

le degré de diversité ainsi que la structure des noyaux de populations sur les différentes iles
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pour les deux especes et de tester si les populations des deux fles (pour P. livingstonii) ou des
quatre iles (pour P. s. comorensis) sont encore connectées par des échanges de flux de génes
ou pas; (ii) a identifier d’éventuelles sous-populations particuliéres en termes génétiques
pour identifier les noyaux a conserver (Manuscrit 3).

Le quatrieme chapitre de la thése présente une courte étude ayant exploré le
potentiel des méthodes de génétiques non-invasives pour estimer la taille de population et
les parametres démographiques chez de P. livingstonii. En effet, I'étude des parametres
démographiques est un point essentiel pour la mise en place d’une politique de gestion
conservatoire des espéces efficace. Ces approches permettent en effet de réaliser des
projections a long terme de |’évolution des populations pour évaluer leur dynamique et
identifier quels sont les facteurs gouvernants cette dynamique. P. livingstonii étant une
espéce trés rare et tres sensible, il n'est a priori pas possible de mettre en ceuvre des
méthodes directes de suivis des individus par Capture-Marquage-Recapture avec capture
physique par exemple. L'objectif de ce travail était donc de déterminer s'il était possible, et
réaliste financierement, de mener de telles études démographiques, sur un moyen long-
terme, a partir de la collecte de féces sur le terrain (Manuscrit 4).

Le cinquieme chapitre de cette thése présente les résultats d’'une étude socio-
économique ayant consisté a évaluer les attitudes de la population locale vis-a-vis de la
biodiversité, leur connaissance des espéces, les pressions qu’elles exercent sur les habitats
et la biodiversité dans le but d’identifier des actions pertinentes et des stratégies efficaces
pour la conservation de la biodiversité. J'ai evalué quels sont les differents facteurs ayant
des impacts sur les habitats naturels et la biodiversté mais aussi les differents groupes
sociaux ayant des perceptions négatives de la biodiversité et les raisons de ces visions
négatives. Enfin, j’ai discuté en fonction des résultats obtenus les stratégies pour atteindre
un equilibre entre l'utilisation des ressources naturelles et une conservaion durable des
habitats et de la biodiversité (Manuscrit 5).

Le sixieme chapitre de la thése est consacré a une discussion générale de I'ensemble des

résultats et des perspectives de recherche.
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8- Méthodes d’étude sur le terrain

8.1- Quelques méthodes adoptées pour la collecte des données de terrain

Pour répondre aux différentes questions posées au cours de cette thése, jai réalisé
trois sessions de terrain dans I'archipel des Comores : la premiére session a eu lieu entre le
10 novembre 2014 et le 5 mai 2015, la deuxiéme session a eu lieu entre le 24 décembre
2015 et le 5 avril 2016 et la troisieme session a été réalisée entre le 30 juillet et le 1°
Octobre 2016, pour un effort total de 12 mois complet de terrain. Cet effort de terrain a été
consacré a la collecte de I'ensemble des données de terrain que cela soit sur I'utilisation de
I’espace par les individus des deux especes, sur leurs effectifs, pour le prélevement de tissus
et de feces mais aussi pour la réalisation des interviews avec les populations locales.

La collecte de données de type « présence-absence» des deux espéces et de relevés
des variables d’habitats a permis de modéliser la distribution potentielle ainsi que I'effet des
variables environnementales sur la sélection d’habitats pour chaque espece (chapitre 2). Au
cours de ces trois sessions de terrain, j'ai également réalisé un échantillonnage intensif des
matieres fécales sous les dortoirs ainsi que la collecte de tissus des deux espéces par
captures physique des animaux. Les échantillons de tissus et de feces m’ont permis de
répondre aux questions posées dans le chapitre 3, alors que les échantillons de feces seuls
m’ont permis de répondre a la question posée dans le chapitre 4. Au cours de la 2°™me et 3éme
session de terrain, j'ai collecté, en plus des feces et des tissus et des données « écologiques
», des données socio-économiques en lien avec la perte d’habitats et la biodiversité a travers
des interviews permettant de répondre aux questions du chapitre 5 visant a évaluer I'effet
des actions anthropiques sur la dynamique de ces populations de chauves-souris.

Au cours de la premiére session de terrain, j’ai aussi collecté des données sur une
troisitme espéce de Mégachiroptere endémique des Comores, a savoir Roussettus
obliviosus. Pour cette espéce, il s’agissait de localiser les différents dortoirs (caves ou
grottes), faire un comptage des individus dans chaque grotte mais aussi de réaliser un
échantillonnage de tissus pour des études génétiques. Ces données populationnelles ont été
archivées et une centaine de tissus collectés sont congelés et stockées au sein de la
plateforme de Systeme des Marqueur Génétique en Ecologie du CEFE. Vu le temps
disponible pour la thése, j'ai décidé de n’analyser que les données des deux espéces de

Pteropus et de laisser les données de Roussettus de c6té pour une prochaine étude.

37



Ces opérations de terrain ont été financées en partie par des autofinancements des
directeurs de thése mais aussi a travers des demandes de financements propres sur des
bourses liées a la conservation des espéces patrimoniales (Rufford Small Grant). Les
manipulations de génétique en laboratoire ont été financées en partie par la «Islamic
Developpment Bank (IDB)» mais aussi par les autofinancements des directeurs de these. A

noter que la bourse de these a été financée par la «Islamic Developpment Bank (IDB).

8.1.1-Mission préliminaire

Avant les trois sessions de terrain de la thése, j’ai réalisé une premiére mission sur le
terrain entre juillet et aoGt 2014, juste avant le début de la thése en septembre 2014.
Considérée comme une mission préliminaire a la thése, cette mission m’a permis de tisser
les premiers liens avec plusieurs institutions comoriennes incluant la Direction Générale de
I’'Environnement et des Foréts des Comores (DGEF), I'Université des Comores (UDC) mais
aussi le Centre National de Documentation et des Recherches Scientifiques aux Comores
(CNDRS). Ces collaborations ont été tres utiles tout au long du déroulement de ma thése et
ont largement facilité le déroulement des différentes missions de terrain et des procédures
administratives notamment liées a I'obtention des autorisations de recherches et des permis
d’exportation des échantillons CITES. Par le biais de ces institutions, j’ai aussi pu rencontrer
les futurs membres de I'’équipe de terrain qui m’ont accompagné par la suite. Par exemple,
c’est a travers ma collaboration avec le CNRDS que j’ai pu recruter Ali CHEHA pour le terrain.
Ali était initialement employé par le CNDRS et il a pu par la suite venir en France pour
réaliser son Master 2 a I'Ecole Pratique des Hautes Etudes (EPHE) puis son stage de Master
avec nous dans I'équipe Biogéographie et Ecologie des Vertébrés (BEV) au Centre d’Ecologie
Fonctionnelle et Evolutive (CEFE). Ali CHEHA a contribué a la collecte des données lors de la
premiere mission de terrain et a contribué aux travaux de laboratoire pour les analyses
génétiques au CEFE. C’est aussi grace a mes relations avec le CNDRS au cours de cette
mission préliminaire que j’'ai pu obtenir les différentes couches SIG des variables écologiques
sur I'ensemble de I'Union des Comores, couches nécessaires pour les analyses de

distribution potentielle des deux espéces.
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8.1.2-Localisation des sites d’échantillonnage

Pour localiser les différents sites d’échantillonnage dans le but réaliser la collectes
des données de terrain, j'ai préalablement établi un plan d’échantillonnage en me basant sur
la littérature notamment en réunissant toutes les données disponibles sur les différents
types d’habitats aux Comores mais aussi toute information indiquant la localisation des
chauves-souris frugivores de ces iles. A I'aide de photos satellitaires, j’ai localisé les zones
potentielles en fonction des types d’habitats (foréts naturelles, foréts dégradées, zones de
plantations, zones habitées etc.). Arrivé sur le terrain, j’ai réalisé d’autres enquétes au
niveau de la population locale pour avoir le maximum d’informations sur les dortoirs ainsi
que la présence des chauves-souris dans leur région. Ensuite, certains sites localisés sur
photos satellites ont d(i étre supprimés du plan d’échantillonnage dés I'arrivée sur place,
souvent du fait de leur inaccessibilité (zones tres accidentées) ou par une forte destruction

de la forét par rapport a ce que j’avais vu sur les photos satellites.

8.1.3-Collecte des données de présence-absence

La collecte des données de présence et d’absence a été réalisée dans les trois fles de
I’'Union des Comores (Grande Comore, Anjouan et Mohéli). Au cours de ces collectes, des
pistes établies par les villageois, des transects que nous avons ouverts nous-méme, mais
aussi des routes situées dans la zone d’étude ont été suivis par au moins deux observateurs
simultanément pour localiser les points d’occurrences des chauves-souris étudiées. Lorsque
plusieurs trajets étaient possibles, le choix du trajet a été réalisé préférentiellement vers
ceux permettant de traverser différents types d’habitats. Par exemple, une piste traversant a
la fois une zone habitée, une zone de plantation, une forét dégradée et une forét primaire a
été considéré comme un meilleur candidat pour I’échantillonnage (car permettant d’avoir
des relevés d’habitats hétérogénes dans une méme zone géographique et donc de plus
facilement identifier les préférences d’habitat des espéces étudiées) et a donc été classée
comme prioritaire par rapport a des pistes ne traversant qu’un seul type d’habitat. Chaque
route traversant un village d’'une zone d’étude a été parcourue au moins une fois pour la
localisation des chauves-souris et de leurs dortoirs. En ce qui concerne les transects en forét,
leurs points de départ ont été sélectionnés de maniére aléatoire et partaient des bordures
des foréts pour se diriger vers l'intérieur des foréts en suivant le gradient altitudinal et en

fonction de I'accessibilité. Dans la pratique, j'étais souvent amené a contourner des vallées
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et des montagnes dans les zones tres accidentées, ce qui fait que les transects ne suivent
généralement pas les normes de la linéarité de la théorie. Au cours des parcours, a la vue
d’un animal ou d’une colonie dans un arbre, les informations suivantes ont été collectées
dans un rayon de 25 m de plot autour de I'arbre gite : point de localisation (donné par le
GPS), type d’habitat (forét naturelle, forét secondaire dégradée, zone de culture, zone
habitée, etc.), présence ou non d’un point d’eau, nombre d’arbres, nom de |'espece de
I'arbre gite, estimation de la hauteur de la canopée et pourcentage de son ouverture,
présence de signes de feux, présence de signes de chasse, comportement de I'animal (c'est-
a-dire est-ce que I'animal est au repos ou en alimentation). Le pourcentage d’ouverture de la
canopée, la hauteur de la canopée et la hauteur de I'arbre ont été estimés a I'ceil nu par
deux ou trois observateurs, chacun estimant une valeur sans concertation avec les autres. La
valeur relevée est alors la moyenne des deux ou trois observateurs. L’'abondance des arbres
est obtenue en comptant le nombre d’arbres dont le diametre a hauteur de poitrine (DBH)
est supérieur a 15cm. L'intensité des coupes d’arbres est considérée comme étant le nombre
de pieds d’arbres coupés. Les DBH des arbres sont mesurés a I'aide d’'un décametre. Au
cours des parcours, si aucune chauve-souris n’est repérée dans un intervalle de temps de 15
minutes, un point GPS est relevé. Au cours des 15 minutes suivantes si aucune chauve-souris
n’a encore été repérée, un 2™ point GPS est relevé et le 1° point GPS relevé est considéré
comme un point d’absence et ainsi de suite. Sur chaque point d’absence relevé, toutes les
informations concernant I’habitat (ouverture de la couverture forestiere, hauteur de la
canopée, densité des arbres, présence ou non des riviéres...) aussi ont été relevées dans un

rayon de 25 m de plot autour de I'observateur.
8.1.4-Collecte du matériel pour les analyses génétiques

8.1.4.1-Collecte des échantillons de feces

Chez les deux espéces de Pteropus, de la matiere fécale fraiche a été collectée sous
chaque arbre gite. Pour cet échantillonnage, des baches en plastique de 3mx3m ont été
placées en dessous de |'arbre gite des chauves-souris entre 18h et 18h30. Celles-ci ont
ensuite été vérifiées tres tot le matin (a partir de 5h) et environ 15 échantillons de crottes
ont été prélevés sur chaque site. Deux protocoles pour la conservation des échantillons ont
été utilisés pour comparer leur efficacité en termes de conservation d’ADN. Ainsi, certains

échantillons ont été mis dans des tubes contenant du silica gel et d’autres dans des tubes
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contenant de I'éthanol a 96°. Les échantillons ont ensuite été conservés dans un endroit sec
et frais a température ambiante (entre 20 et 30°C). Au laboratoire, ces échantillons ont
ensuite été conservés a une température de —4°C en attendant I'extraction de I'ADN

quelques jours apreés.

8.1.4.2-Collecte des échantillons de tissus

Une collecte de tissus a également été réalisée sur les deux espéces. Pour cela, nous
avons utilisé la technique de filets de canopée qui est la méthode la plus efficace pour
capturer les chiroptéres de grandes tailles (Desvars et al., 2009; Estrada et al., 1993). Des
filets noirs ou « black nylon mist net» de 12m sur 3m avec des mailles de 0,45 mm et quatre
poches, ont été installés perpendiculairement aux passages naturels des chauves-souris
entre 18 h et minuit. Les filets ont été disposés a différents niveaux des arbres selon la
hauteur et |a taille de I'ouverture entre les deux arbres ciblés. Les animaux piégés (Figure 12)
ont été rapidement libérés des filets et ont été marqués par incision au niveau de l'oreille
lors de sa premiere capture permettant de le reconnaitre lors d’éventuelles recaptures et
ainsi éviter un double échantillonnage. Environ 2mm de tissus ont été prélevés au niveau des
pavillons des oreilles et conservés dans des tubes de 1,5 ml contenant de I’'éthanol a 96°.
Tous les individus capturés ont été relachés a I'emplacement des captures environ 15
minutes apres leur capture pour limiter le stresses des animaux. Les échantillons de tissus
des populations de P. s. comorensis de I'lle Mayotte ont été fournis par I'Institut Ecologie et

Environnement (ECOSAN BatMan) du Centre National de la Recherche Scientifique.
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Figure 12: Capture de P. s. comorensis dans un filet a 4 poches, Photo : © Mohamed-Thani
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8.1.5-Approches sociales pour évaluer I'effet de I'utilisation des ressources

naturelles sur la perte des habitats (manuscrit 5).

Pour cette étude sociale, j'ai ciblé les villageois occupant des villages proches des
foréts, plus précisemment localisés entre 1 et 5 km autour des foréts. Dans le but d’avoir
une vision globale de I'utilisation des ressources naturelles ainsi que de son effet sur la perte
des habitats naturels, j'ai combiné des données d’enquétes semi-dirigées avec des données
de type «Q-sort» afin d’affiner les résultats (Kamal et al., 2014). Toutes les personnes
enquetées ont été choisies au hasard soit dans leurs zones de travail, dans les villages ou au

cours de nos prospections dans les foréts.

8.1.5.1-Collection des données
Les données destinées aux analyses sociales ont été collectées durant deux sessions de
terrain différentes : entre le 24 décembre 2015 et le 5 avril 2016 pour les interviews semi-

dirigées et entre 30 juillet et le 1°" octobre 2016 pour le Q-sort.

7.1.5.1.1-Interviews et questionnaire semi-dirigés

La premiere session d’enquéte a consisté a collecter les premiéres informations sur la
population rurale et sur leurs connaissances de la biodiversité, leurs attitudes vis-a-vis des
chauves-souris et la biodiversité en général ainsi que sur leur utilisation des ressources
naturelles. A travers des questionnaires semi-dirigés, j’ai collecté des données relatives a
leur connaissance sur les ressources naturelles, telles que l'utilisation de la forét dans la
région, I'histoire de la forét, leurs connaissances de la biodiversité et son importance, leurs
connaissances sur les chauves-souris et leur importance pour la forét, les différentes
activités de vie mis en ceuvre dans la forét a I'origine de la destruction des foréts mais aussi
guant a leur vision de I'avenir de la forét. Les enquétes ont été individuelles et menées dans
des endroits plus ou moins isolés du public pour éviter I'influence du regard d’autres
personnes sur les réponses (Figure 13). L'interview durait environ une heure et les questions
ont été posées de la méme maniére a chaque personne pour faciliter I'analyse des données.
Jai mené les interviews en langage local pour faciliter les conversations et toutes les
réponses ont été enregistrées sur dictaphone. Elles ont été par la suite transcrites et

traduites en francgais par moi-méme. Au cours des enquétes, j'ai noté la ville ou village de
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résidence de la personne enquétée, son age, son niveau d’éducation et sa catégorie socio-
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Figure 13 : Enregistrement des propos d’un villageois lors d’une interview, Photo: ©

Dhurham-Said
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Au cours de I'analyses de ces données, seules les répondants de plus de 18 ans ont été inclus

(une seule personne a été exclue).

Cette premiere session d’interview m’a permis d’obtenir les données qualitatives
utilisées dans cette thése mais aussi d’orienter et cadrer mon étude pour la session de

terrain basée sur le Q-sort (voir ci-dessous).

8.1.5.1.2-Approche de type « Q-sort »

L’approche de Q-Sort a été utilisée sur le terrain du fait de son utilité dans la mise en
évidence des différents profils d’attitudes a I’égard d’un ensemble de sujets. L’approche de
Q-sort a été adoptée lors de notre derniére session de terrain entre aolt et octobre 2016
afin d’identifier les différentes catégories de gens exploitant les ressources naturelles ainsi
que les différentes perceptions de la population rurale vis-a-vis de la biodiversité. Je me suis
basé sur les résultats issus des enquétes et interviews de la premiére session pour rédiger
une soixantaine d’affirmations suivant les thémes les plus évoqués par les populations
locales dans les interviews. Ces affirmations ont été traduites a la fois en frangais et en
language local. J'ai ensuite selectionné 33 items (affirmations spécifiques a des thémes trés
précis), appelés Q-sort, en considerant les moins redondants parmis les 60 affirmations. Ces
33 items ont été exposés a la population locale lors de notre derniére session de terrain.
Pour cela, les 33 items sont inscrits sur des petites cartes numérotées de 1 a 33 au dos de
chaque carte. Pour avoir les opinions de chaque personne enquetée, leurs points communs
et leurs differences, j'ai demandé a chaque personne de remplir les differentes cases d’un
tableau incluant33 cases structurées suivant le nombre d’items (figure 12). La personne
enquetée devait placer chaque carte avec un item donné dans une case bien precise du
tableau en fonction de son opinion, c'est-a-dire selon qu’il était plus en accord ou en
désaccord avec I'item. Ceci force la personne enquetée a donner une note sur les 9 points

inscrit dans le tableau (-4, -3, -2, -1, 0, +1, +2, +3, +4) a tous les items (Figure 14 et 15).
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Disagree most Agree most

-4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4

Figure 14: Tableau Q-sort : chaque personne enquetée remplit le tableau par les differents
items.

Un choix de +4 signifie que la personne est en accord a 100% avec I'item consideré alors que
-4 signifie qu’il est en désaccord a 100%. J'ai ensuite demandé a la personne enquetée
d’expliquer les choix les plus extrémes (+4 et -4) pour aider aux interpretations des résultats.
J'ai noté pour chaque personne concernée son age, sa localisation ainsi que son niveau
socio-professionnel, données nécessaires pour l'interprétation des résultats. Une fois le
tableau rempli, j’ai retourné toutes les cartes sans les déplacer et j’ai pris le tableau en photo
(Figure 16). Jai ensuite saisi manuellement les informations dans un fichier excel
préalablement établi a cet effet. Ce sont ces numéros dans I'ordre du tableau qui seront par

la suite analysés.
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Figure 16: Exemple d’'un Q-sort complété par un villageois Photo : © Mohamed-Thani
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Chapitre 2

2-Une analyse multi-échelle de la sélection de I’habitat chez deux

mégachiroptéres sympatriques révele le besoin urgent d’une

stratégie de conservation

Pteropus seychellensis comorensis
Ouzini Anjouan-Comores

Photo: © Mohamed-Thani
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Contexte

La mise en place d’une politique de gestion et de conservation de la diversité
biologique nécessite une bonne compréhension de la nature des différentes interactions qui
existent entre les peuplements animaux et leurs habitats naturels pour mieux appréhender
les processus écologiques déterminant leurs distributions ainsi que leurs réponses face aux
perturbations des habitats. En ce sens, les informations sur la distribution géographique et
I"utilisation de I'espace par les individus seront extrémement importantes pour identifier les
facteurs impactant la sélection d’habitats et les tailles des populations et ainsi proposer des
mesures adaptées a leur conservation.

Pteropus livingstonii et Pteropus seychellensis comorensis sont deux taxons de
mégachiropteres endémiques des Comores et hautement menacés par une perte alarmante
d’habitats naturels estimée a 9,3% par an. Ces deux espéeces sont connues pour leur grande
importance dans la pollinisation des plantes et dans la dispersion des graines. Cependant
leurs différences dans leurs modes de dispersion, dans leurs déplacements et dans leurs
écologies alimentaires amenent les deux espéces a jouer des rbles différents mais
complémentaires dans la régénération des habitats et dans I'équilibre dynamique des
écosystéemes. L'étude de leurs distributions spatiales, de leurs exigences en termes
d’utilisations de I'espace est de ce fait nécessaire pour la mise en place de stratégies de
conservation efficaces.

Ce chapitre présente les résultats d’'une étude multi-échelle de la niche écologique
des deux especes de mégachiropteres et de leurs distributions potentielles. A large échelle
au niveau des fles, j'ai évalué pour les deux espéces leurs aires de distribution ainsi que
I'effet des différents facteurs éco-topographiques ou anthropiques sur cette distribution
géographique. J'ai ensuite caractérisé finement, a I'échelle de quelques hectares, I'utilisation
des habitats notamment pour clarifier les relations entre gites, éco-variables et le nombre

d’individus observés. J'ai enfin estimé les effectifs minimum pour les deux especes.
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Matériels et Méthodes

A l'échelle des trois iles de I'Union des Comores, j'ai modélisé la probabilité de
distribution des deux especes en combinant des données de présences des animaux
collectées dans différents types d’habitats (foréts naturelles, foréts dégradées, zones de
plantations ...) avec (1) des co-variables écologiques telles que la distance a la forét
naturelle, a la riviére, a la route, aux villages etc. et (2) topographiques telles que la pente et
I'altitude. Cette modélisation est réalisée en utilisant la méthode de « Species Distribution
Modeling » plus précisément la méthode de « Ensemble of Small Models » (ESMs par la
suite), une approche particulierement adaptée aux espéeces rares. A une échelle plus fine (au
niveau de quadras de 25m et des dortoirs), j’ai utilisé des « Ecological Niche Factor Analysais
ou ENFA » mais aussi des modeles de régressions linéaires pour modéliser I'effet de

certaines co-variables écologiques sur la sélection d’habitats et des dortoirs.

Résultats principaux

Les résultats obtenus a partir des ESMs montrent une claire discrimination de I"utilisation de
I'espace par les deux espéces avec une distribution trés restreinte située dans les foréts
naturelles de hautes altitudes, dans les zones avec pentes raides, et tout prés des riviéres
pour P. livingstonii. Pour P. s. comorensis, nous avons évalué une large distribution dans les
zones a basses altitudes, dans les zones de plantations et villages. Pteropus livingstonii
présente une aire de distribution de 159 km? dans les deux iles (Anjouan et Mohéli) et une
taille de population faible estimé a 1300 individus. Quant a P. s. comorensis, son aire de
répartition est de 620 km? dans les trois fles (Anjouan, Mohéli et Grande Comore) et la taille
de sa population totaliserait plusieurs milliers d’individus (10.000 a 20.000 individus rien que
sur les zones que j'ai étudiées).

La distribution géographique des deux espéces semble largement dépendre de la
distribution des ressources alimentaires qu’elles exploitent ; des ressources trés restreintes
en forét naturelle et constituées par des plantes endémiques pour P. livingstonii et au
contraire, largement distribuées dans les zones de plantations et villages et constituées de

plantes fruitiéres essentiellement cultivées par les humains pour P. s. comorensis.
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P. livingstonii semble étre I'espéce la plus menacée a relativement court terme du fait
de son aire de distribution restreinte et de sa petite taille de population. Cependant, sa
localisation en foréts de hautes altitudes dans des pentes raides souvent inaccessibles aux
humains limite les menaces directes comme la destruction des dortoirs et a la chasse. Quant
a P. s. comorensis, son adaptation aux habitats anthropisés la rende sujet a des dangers plus
immédiats comme la destruction de ses dortoirs pour l'usage du bois mais aussi du fait que
I’espece subit une pression de chasse importante. Du fait de la vitesse alarmante de la perte
des habitats naturels aux Comores et de I'importance de ces espéces dans la régénération
des foréts naturelles et des plantes fruitieres, les deux espéces et leurs habitats doivent étre

une priorité en matiere de conservation.
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1-ABSTRACT

In this study, we used a multi-spatial scale approach to investigate habitat suitability,
roosting characteristics, and ecological niche in two flying fox species on the Comoros Islands
Pteropus livingstonii and P. seychellensis comorensis. At a broad scale, we assessed the
ecological niche and habitat suitability for both species using the Species Distribution
Modeling method based on the recent Ensembles of Small Models (ESM) approach. At a fine
scale, Ecological Niche Factor Analysis (ENFA) was applied to assess habitat selection by each
species. Direct observation was used at each roost to estimate the total number of
individuals and to identify the roost characteristics. At both broad and fine scales, the
analyses highlighted clear niche partitioning by the two species. We found that P. livingstonii
has a very limited distribution, restricted to steep, high-elevation slopes of the islands’
remaining natural forests, while P.s. comorensis has a relatively large geographic range that
extends over low-elevation farmlands and villages. Both species selected large, tall trees for
roosting. The total number of individuals in the studied area was estimated to be 1367 P.
livingstonii and 13,342 P s. comorensis. The results of our study demonstrated that these
two species use different habitat types and ensure different ecosystem services in
pollination and seed dispersion and thus are both critical for maintaining overall ecosystem
dynamics. However, the currently high level of hunting pressure and roost disturbance
makes them vulnerable to extinction. To ensure the viability of both species, conservation

measures need to be taken by the Comoros government.

Keywords: Comoros Islands, habitat loss, Species Distribution Modeling, Ensembles of Small

Models, anthropized habitats, ecosystem services.
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2- INTRODUCTION

Many ecosystem services provided by wild animals are fundamental to human
societies due to their ecological and economic importance in the effective functioning of
agriculture or natural forests (Giannini et al. 2012; Zhao et al. 2016). Certain animals, such as
flies and dragonflies, are notably considered as natural pest regulators as they predate plant
parasites (Stack et al. 2016). Through predation, these species contribute to limiting plant
disease and crop damage and are thus of major importance to human well-being (Dicks et al.
2016). Many nectarivore species, such as bees and other insects that feed on pollen and
flowers, equally contribute to the local and global economy by providing services for
cultivated plants (Giannini et al. 2012). For example, Kluser et al. (2010) have shown that
90% of the 100 most cultivated plants consumed by humans are pollinated by animals, and
70% of these by bees. Natural forests also depend on animals, especially those that feed on
fruit and pollen, such as birds and mammals. These species favor the dispersion of pollen
and seeds, contributing to maintaining the structure of natural vegetation, genetic
connectivity, and ecosystem regulation (McConkey et al. 2012). Today, ecosystems on a
global scale are subject to human alteration caused by the conversion of natural ecosystems
to agricultural land (Jantz et al. 2015). This change in land use combined with hunting and
poaching have led to a dramatic decline of animals in the affected areas (Ripple et al. 2016).
This species loss in turn has an impact on ecosystem functioning.

Fruit bats are among the most important ecosystem service providers in the animal
kingdom (Abedi-lartey et al. 2016). As pollinators and seed dispersers, they contribute
significantly to the regeneration, reproduction and dispersion of plants, and thus have a
major impact on ecosystem dynamics (Giannini et al. 2012). Of the fruit bats, the genus
Pteropus, also known as the flying fox, includes 62 species, which are considered keystone
species for tropical forest functioning (Kunz et al. 2011). For example, Kunz et al. (2011)
reported that at least 549 plant species from 191 genera in 62 families are dispersed by fruit
bats in neo-tropical areas; of these, 139 genera from 58 families are dispersed by flying
foxes. Due to their long-distance movements from roosting to feeding sites, their large
bodies, and the fact they live in large colonies, flying foxes can disperse a large number of
seeds over large distances, thus ensuring connectivity between fragmented forest areas

(Voigt and Kingston 2015; Abedi-lartey et al. 2016). Moreover, flying fox species pollinate
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and disperse seeds of several plant species that have high economic or medicinal value: for
example, Tamarindus indica and Adansonia sp. (Friday et al. 2011; Kaboré et al. 2011). Voigt
and Kingston (2015) report that flying fox species disperse at least 289 species of plants, of
which 186 provide direct economic benefit to humans (McConkey and Drake 2006).

Flying foxes are relatively diverse in their ecology, distribution and feeding behavior.
Some are well adapted to anthropized landscapes, feeding on crops or plantations and
roosting near villages. These species provide services to humans by their actions on
cultivated plants (McConkey et al. 2012). Other species depend on natural forests and
contribute to the maintenance of these (Majumdar et al. 2016; Roberts et al. 2016). The
complementary actions of different flying fox species on ecosystem functioning (including
anthropized ecosystems) is an argument in favor of conserving their diversity in order to
promote global ecosystem regulation (McConkey and Drake 2006; Ancillotto et al. 2014).
However, like several other tropical and sub-tropical animal species of relatively large size,
they are highly threatened by habitat degradation especially deforestation and
fragmentation as well as hunting (Ancillotto et al. 2014).

Pteropus livingstonii and P. s. comorensis are two bat species endemic to the
Comoros Islands (Goodman et al. 2010). These two species can coexist in some of their
roosting and feeding sites, but seem to differ in their ecology, diet and reproductive
behavior (Trewhella et al. 2001). P. livingstonii is confined to the remaining mountain forests
of the Anjouan and Mohéli Islands, while P. s. comorensis is widely distributed over all four
islands of Comoros, as well as Mafia Island (Cheke 2011). Both species are threatened by
habitat loss on these islands (Daniel et al. 2016). Their habitats face intense anthropogenic
pressures and are subject to the highest deforestation rate in the world, with an estimated
rate of forest loss of 9.3% per year (Daniel et al. 2016). P. livingstonii is classified as critically
endangered on the IUCN Red List (International Union for the Conservation of Nature, Sewall
et al. 2016). This is due to its small population (estimated at 1200 individuals) and small
range (estimated at 113.6 km?) (Daniel et al. 2016). P. s. comorensis is listed as a ‘Least
Concern’ species due to its wide distribution (Mickleburgh et al. 2008). The large body size of
both bat species and the fact they live in large colonies means they are able to disperse a
large quantity of seeds over wide areas (Hernandez-Montero et al. 2015; Razafindratsima
2014), thus having a potentially crucial impact both on forest regeneration and the

cultivation of plants. Yet despite their importance in ecosystem functioning in the Comoros,
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their ecology and, especially, their habitat requirements at different spatial scales are poorly
known. Such knowledge is essential in order to establish relevant conservation plans.

The aim of this study was to identify the habitat requirements of these two flying fox
species at two spatial scales. At a broad scale, we assessed the ecological niche and habitat
suitability of both species using Species Distribution Modeling (SDM) based on the recent
Ensembles of Small Models (ESM) approach, which is particularly adapted to rare and
localized species (Breiner et al. 2015). At a local scale, we investigated each species’ habitat
selection in terms of roosting characteristics. Finally, we used this information to identify the
pressures on these two species and to propose actions crucially needed for their

conservation.

3- MATERIALS AND METHODS

3.1- Study area

The Comoros archipelago is located in the Indian Ocean, midway between
Madagascar and the eastern coast of Africa. This archipelago comprises four islands: Grande
Comore, Mohéli, Anjouan (these three islands make up the Union of the Comoros), and
Mayotte (an overseas department of France). Each of the islands is separated by a mean
distance of about 60 km. Since their emergence some 8 million years ago, the islands have
never been connected to a continental mainland nor to each other (Goodman et al. 2010).
Due to their volcanic origin, these islands have considerable topographic variation (Michon

2016). Our study focused only on the three islands of the Union of the Comoros.

3.2- Data collection

Fieldwork took place from November 2014 to April 2015 and from January to April
2016. The sites were first chosen by habitat type based on satellite mapping, according to
the literature on bat localization (Trewhella et al. 2001; Granek 2002), as well as on
information obtained during inteviews with local people. At each chosen site, the presence
or absence of both species were recorded along trails, roads and line transects in different
types of habitats, including degraded vegetation, dense forest, and near villages. The
prospection took place during the daytime, as well as some opportunistic nocturnal
prospection. Data collection was carried out along trails and roads in open areas, while in

dense vegetation, line transects 1-2 km in length were cleared out by our team. The starting
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point of a transect was randomly determined, and the line followed the altitudinal gradient
from the forest edge to the interior. Each trail, road and line transect was traveled by 3—4
observers to collect presence and absence data. When flying foxes were observed, a plot
with a 25-m radius was delineated around the tree hosting the bats, and the geographic
location was recorded using a Global Positioning System (GPS). These locations were
considered as occurrence (or presence) data. During the surveys, we also delineated a 25-m
plot midway along the distance traveled during a 30-minute prospection period since the
last flying fox had been observed. This was considered an absence point. Habitat
characteristics such as forest type (natural or degraded), density of trees, canopy height,
canopy openness, and intensity of tree cutting were recorded for each plot. Tree density was
considered as the number of trees with a diameter at breast height (dbh) of more than 15
cm. Intensity of tree cutting was estimated by counting the number of trees cut in each plot.
Tree height and dbh were recorded for each tree that hosted bats. Tree height and the
percentage of canopy openness were visually estimated by four people (two experienced
researchers from our team and one or two local guides) and the mean value was recorded.
The dbh of each tree was measured using a tape measure. The vernacular name of the
roosting tree species was provided by the local guides and confirmed by our local assistant.
The scientific names of the plants were later identified from their vernacular names in the

University of Comoros herbarium laboratory.

3.2.1-Roosting counts

We counted individuals using binoculars at a distance of 20-100 m from each
roosting tree. These counts were carried out from 9:00-12:00 a.m., a period during which
flying foxes are inactive (Trewhella et al. 2001). Each member of the team performed
multiple counts, and the final population estimate was the average number of individuals
given by the four observers. Following the Utzurrum count method (Utzurrum et al. 2003),

we increased the total count by 10% to take account of animals hidden from sight by foliage.

3.2.2-Ecological niche modeling at a broad scale

We used ecological and topographic predictors with presence-only data to perform
SDM at a broad scale. Predictors were selected based on our own knowledge of the ecology

of these species, on the literature (Trewhella et al. 2001; Sewall et al. 2011), and on
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interviews conducted with the local population. We considered nine variables (seven
ecological and two topographic variables). As Grande Comore and the other two studied
islands are very different in terms of ecological and topographic contexts, we built separate
models for Grande Comore and for the Anjouan-Mohéli group of islands. The selected
variables were elevation and slope, and distance from intact natural forest, degraded
vegetation, a cultivated area, the nearest village, the nearest roads, basaltic rock (Grande
Comore only) and permanent or temporary rivers (Anjouan and Mohéli only). Ecological and
anthropogenic variables were extracted from a georeferenced general layer map developed
by Hawlitschek et al. (2011) resampled to a 25m pixel resolution using ArcGIS software. The
elevation and slope were extracted from 90m digital elevation model data from the NASA
Shuttle Topographic Mission (SRTM; US Geographical Survey 2004) also resampled to a 25m
pixel resolution. We performed a first analysis using all the records for each species, and a
second analysis using only the locations of roosting sites for P. livingstonii in order to
evaluate the habitat requirements of this species in terms of roosts at a broad scale. This
latter analysis was performed only for P. livingstonii because roosting sites for this species

are clearly separated from its feeding sites, unlike P. s. comorensis.
3.3-Statistical analysis

Species Distribution Modeling using Ensemble of Small Models

As P. livingstonii is a rare and elusive species and its number of known roosting sites
is low (21 roosting sites: Daniel et al. 2016), the occurrence data for this species was very
low. The combination of limited occurrence data and a large number of predictors (here, 9)
in SDM can lead to model overfitting (Breiner et al. 2015). To work around these limitations,
some researchers reduce the number of predictors by removing certain variables from the
analysis (usually those most correlated), but this can lead to loss of information. To
overcome this difficulty, we used the recent method of Ensembles of Small Models (ESMs)
(Breiner et al. 2015). This approach consists of fitting all potential bivariate models (28 in our
case) and then averaging them using weights based on model performance (Breiner et al.
2015). We used Generalized Linear Models (GLMs) with binomial distribution and a logit link
to build our SDMs (Guisan and Edwards 2002). GLM is well established for modeling species
distribution and evaluating ecological niche and has been widely implemented with presence
and absence data as well as with presence-only data in the context of SDM (Crawford and
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Hoagland 2010; Guisan and Edwards 2002). As accurate absence data was not available to
build such a model in our case, a collection of pseudo-absences was sampled to fit the model
(Barbet-Massin et al. 2012). According to Barbet-Massin et al. (2012), models fitted with a
large number of randomly sampled pseudo-absences produced the most accurately
predicted distribution. In our study, we randomly sampled 2000 pseudo-absences from the
study area to fit our model, apart from the SDM for roosting Livingstone’s fruit bats. For this
latter case, 1000 pseudo-absence points were randomly sampled in the area to fit the ESMs
due to the small amount of occurrence data (N=24). We then considered 80% of the data to
run the model and 20% for the model evaluation. We ran the model using 100 repetitions of
random pseudo-absence selection (Guisan and Thuiller 2005). The model’s predictive
performance was assessed using the area under the curve (AUC) of the receiver operating
characteristic (ROC) (Phillips et al. 2006). These indices evaluate the ability of the model to
differentiate between sites where a species is present and those where it is absent. Models
with an AUC value close to 1 are considered perfect predictors of the observed data, while
models with a value around 0.8 are considered good predictors (Elith et al. 2006). We also
examined sensitivity (true positives) and specificity (false negatives) to evaluate model
performance and accuracy. To estimate the surface area of suitable habitats for the two
species and their niche overlap, the continuous maps of species distribution generated by
our ESMs were converted into binary maps (suitable/unsuitable) using threshold values
obtained using the higher true skill statistic approach (HTSS) as recommended by Liu (Liu et
al. 2013).

To model habitat selection at plot scale, we performed an Ecological Niche Factor
Analysis (ENFA), a method based on the Hutchinson niche theory (1957) and defining the
ecological niche of a species as a hypervolume in the multidimensional space of
environmental variables in which the species is able to maintain a viable population (Basille
et al. 2008). These analyses quantify marginality and specialization, allowing the comparison
of realized niches within the available environmental conditions (Hirzel et al. 2002). More
specifically, marginality describes the difference between a species’ habitat use and the
average environmental conditions in the study area, while specialization measures the
narrowness of the niche (Basile et al. 2008). The ENFA were performed using a set of four
landscape metrics: canopy height, canopy openness, tree density and tree cutting. A

permutation test (with 1000 permutations) was performed for marginality to test for its
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significance. In addition to ENFA, we performed a Spearman’s rank test to test the
correlation between the number of fruit bats and both dbh and tree height at the scale of a
dormitory. Statistical tests were considered significant when the p-value was < 0.05. All
analyses were conducted using Environmental R 3.3.2 (R Development Core Team, 2016)
with the Ecospat package (Broennimann et al., 2016) and Biomod2 package (Thuiller et al.
2016) for SDM at the broad scale, and the ade4 and adehabitat packages (Calenge et al.
2015) at the plot scale.
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4- RESULTS

4.1- Pteropus s. comorensis

The number of individuals ranged between 11 and 749 per colony, with an average of
184 individuals per colony. In total, we observed 12,129 individuals (13,342 according to
Utzurrum count) at 66 different sites on the three islands (Grande Comore, Anjouan and
Mohéli, Table 1).

A total of 77 occurrences were recorded on Grande Comore. On this island, the
model’s AUC averaged to 0.87+0.03, suggesting a good ability of the model to differentiate
between species presence and absence. On the Anjouan-Mohéli group, 93 occurrences were
recorded. On these islands, a moderate AUC value averaged to 0.64+0.05 was obtained for
this species. Sensitivity was high for the two models (sensitivity = 088+0.07 for Grande
Comore and 084+0.07 for the Anjouan-Mohéli group), whereas specificity was high on
Grande Comore (0.79 £0.01), but low for Anjouan-Mohéli (0.45 +0.02).

Based on the SDMs and response curves, the results indicated that the optimal
habitat for this species is areas close to villages and roads, near degraded forests and
plantations. This pattern was the same for Grande Comore and Anjouan-Mohéli islands (Fig
1). According to response curves, this species avoids primary and mountain forests. On
Grande Comore, the predicted suitable area for P. s. comorensis is a narrow continuous band
close to the coast, extending from southern to northern regions (Fig 4). This suitable area is
estimated to cover 206 km?, encompassing different types of habitats that include degraded
land, cultivated areas, and villages. For the Anjouan-Mohéli group, the suitable area for this
species covers the entire lowlands, including all villages, agricultural areas, and degraded

vegetation. The surface area is estimated to cover 420 km?.
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Fig 1: Relationship between the occurrence probability of P.s.comorensis and ecological and
topographic predictors according to the Ensembles of Small Models (ESM) approach: A —

Grande Comore Island, B — Anjouan-Mohéli Islands
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The permutation test for marginality in the ENFA model was significant (p < 0.01). However,
both marginality and specialization were relatively low (0.16 and 1.9 respectively), and the
species was found to occupy a large part of the available habitat (Fig 5). Tree density, tree
cutting and canopy height represented the most explanatory predictors for the two axes of
the ENFA. Tree cutting and tree density were positively correlated to the marginality axis
(correlation coefficient of marginality: r= 0.60 for tree cutting; r=0.69 for tree density).
Canopy height was positively correlated to the specialization axis (correlation coefficient of
specialization: r=0.90), indicating that this species preferentially selects habitat with a high
canopy.

We recorded 21 different plant species used as roosts by P. s. comorensis (Table S1).
The number of individuals at a roosting site was correlated to both plant height and dbh
(Spearman correlation test: S = 19948, p < 0.01 for plant height and S = 1628000, p <0.001
for dbh), indicating that P. s. comorensis preferentially roosts on large, tall trees (mean

occupied tree height = 23.98+6.4 m and mean dbh = 86.46+ 49.48 cm).
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Table 1: Number of P.livingstonii and P.s.comorensis individuals per site and per island.

Roost sites P.livingstonii counts P.s.comorensis counts
Ada 23 --
Bazimini 64 --
Dindri 4 33
Hombo 105 --
Kanagani 15 366
Kanagani2 6

Kowé 63 --
Limbi 27 17
Lingoni 104

Mpagé 108 --
Mromaji 44 231
Moya 82

Outsa 8 69
Ouzini 81 128
Salamanil 29 52
Salamani2 3 --
Hakidogo 103 20
Haserandrengé 349 -
Nioumachouwa 25 --
Ajoho -- 11
Bambao mtsanga -- 40
Bimbini -- 126
Chaweni -- 2
Djimlime -- 71
Domoni -- 159
GG -- 37
Mahale -- 69
Mremani -- 39
Mromaji -- 231
Mutsamudu -- 249
Nyatranga -- 202
Ongojou -- 48
Ongoni -- 239
Sima -- 157
Bandamadji -- 110
Bangwa -- 88
Chezani - 78
Djomani_Chamlé -- 731
Fassi -- 52
Foumboudzivouni -- 162
Itsandra -- 124

74



Itsandzeni --
Itsinkoudi --
ltsoundzou --
LaGrille --
Madjoma --
Mbeni --
Mboude-Dimani --
Mde --
Mdjoiyezi -
Midjendjeni --
Mitsamihouli --
Mohoro --
Moindzaza --
Moroni --
Mtsangadjou --
Nioumadzaha --
Nioumadzaha 2 --
Ntsaoueni --
Pidjani --
Sada --
Sadani-Oichili --
Salimani-Hambou --
Sidjouwou --
Barakani --
Boingoma --
Damou -
Djando --
Djoyezi --
Fomboni --
Hamba --
Howani --
Miringoni --
Moihani --
Ndremeani --
Ndrondroni --
Nioumachouwa --
Wallah --
Wanani --
Total count on Anjouan 766
Total count on Grande

Comore --
Total count on Mohéli 477
Overall total 1243

40
98
134
70
98
270
185
156
437
742
80
162
355
364
48
503
670
629
72
249
103
109
121
162
79
690
185
79
108
148
199
81
37
115
232
152
375
82
2345

7040
2744
12129
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4.2- Pteropus livingstonii

The colonies of P. livingstonii ranged between 3 and 349 individuals, with an average
of 65 individuals per colony. We observed a total of 1243 individuals (1367 according to
Utzurrum count) during our field surveys of 19 sites (Table 1). For this species, we recorded a
total of 54 occurrences on the Anjouan-Mohéli islands (the full dataset) and 24 occurrences
of roosting sites. For this species, SDM performance had an average AUC value of 0.85+0.03,
indicating good model performance when all data was modeled. Regarding the roosting sites
only, the model had an average AUC value of 0.84+0.05. Sensitivity and specificity showed
high values both for all data (mean sensitivity = 0.94+0.05; mean specificity = 0.74+0.02) and
for roosting site data only (mean sensitivity = 0.98+0.01; mean specificity = 0.70+0.03).
Response curves for the roosting site only and the entire occurrence dataset showed similar
patterns (Fig 2). Detailed examination of the response curves revealed that the most suitable
habitats for P. livingstonii are found in natural forests, on steep slopes ranging from 30 to
50°, at altitudes ranging from 500 to 1100 m above sea level, and in proximity to a river (Fig
2).

The predicted suitable habitat area for Livingstone’s fruit bats was restricted to the
central regions of Anjouan and Mohéli Islands, i.e. primary, mountainous forests, with a total
surface area estimated at 159 km?. On Anjouan Island, this area included all remaining
primary forests, some degraded forests in the northern region of Nioumakelé (including
Adda and Ouzini forests, and the forest of the eastern part of Limbi), the forest located in
the northern region of Moya (Moya, Nindri-Kowe and Lingoni forests) as well as the forest of
Mpage and Mdjimandra. A few small areas of high suitability were predicted in the northern
part of the island, including the forest located near Gnantranga village, although P.
livingstonii has never been reported in this area. On Mohéli Island, the predicted suitable
area for this species was restricted to the primary forest and some degraded forests of
Mledjelé in the central part of the island. This area includes the forest located north of
Miringoni village in the west of the island, and the forest located west of Siri-Ziroudani
village in the east of the island (Fig 3). Due to the large difference in ecological niche and

habitat requirements of the two bat species, their suitable area overlaps by only 7.40 km?2.
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The permutation test for marginality in the ENFA was highly significant (p < 0.001).
Overall, marginality was quite low, but specialization was high (0.26 and 3.97 respectively).
Of the four landscape metrics used to evaluate potential distribution, two variables
contributed most to marginality and specialization: canopy openness and tree density (Fig 5).
Canopy openness was negatively correlated to the marginality axis (r=-0.81), while tree
density was positively correlated to the first eigenvalue of specialization (r=0.87). The
distribution of P. livingstonii was thus found to be relatively limited to areas with high tree
density and closed forest cover.

We recorded 15 different tree species used by P. livingstonii for roosting (Table S2). Tthe
number of individuals per roosting site was highly correlated to tree height (Spearman
correlation test, S = 19948, p < 0.01 and S = 1765800, p <0.001), indicating that this species
roosts preferentially on tall trees. No evidence of correlation between number of bats and

tree dbh was observed (Spearman correlation test, S = 25640, p = 0.21).
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6- DISCUSSION

6.1- Pteropus s. comorensis

A number of studies have suggested that habitats dominated by intensive
agriculture within urban areas are used by many fruit bat species. For instance, P. rufus in
Madagascar and P. giganteus and Cynopterus sphinx in northern India use habitats
dominated by intensive agriculture within open urban areas (Majumdar et al. 2016; Roberts
et al. 2016). This also seems to be the case for P. s. comorensis. Indeed, our SDM analysis at
a broad scale suggested a distribution strongly correlated to degraded forests, low
elevations, and proximity to villages and roads. In addition, according to our ENFA at a fine
scale, this species is relatively generalist in terms of use of vegetation cover. This may be
explained by the fact that it feeds on a large diversity of plants (38 plant species) distributed
over different types of habitats, including degraded forests, areas near villages and —
principally — grasslands and plantations (Trewhella et al. 2001). Our results confirm that this
species uses a wide range of roosting plants (21 plant species), and that these plants are
located in different types of habitats, including farmland. We found that Ceiba pentandra,
Pterocarpus indicus and Albizia sp. were the plants most used by P. s. comorensis colonies
for roosting (Table S1). These species are commonly found on agricultural land and in open
areas.

We counted 12,129 P. s. comorensis in the three studied islands of Comoros.
Increasing the total count at each roost by 10% according to Utzurrum et al. (2003), we
estimated a total of 13,342 individuals of this species. These results represent the first
individual counting of the P. s. comorensis in Comoros to date. However, as the goal of our
study was not to collect data regarding population size, but rather to collect presence—
absence data for SDM modeling, we used a spatial sampling strategy that cannot be
considered robust in terms of obtaining an unbiased estimation of population size. First, we
did not systematically sample the islands. As this species has a relatively large distribution on
the three islands, some colonies could have been missed. The method we adopted
(consisting of visiting all the villages and interviewing the inhabitants) should allow a fairly
accurate picture of major roosts, but we cannot exclude that some relatively small roosts
might have been missed. Second, due to logistical constraints, it was not possible to conduct

simultaneous counts at the island scale. Since bats can move between colonies, this could

80



have led to double counts or to the underestimation of some roosts. Third, given that these
bats live in large colonies (of up to 700 individuals in our counts), some individuals might
have been missed during the roosting counts even though these were performed by 3-4
people and were then corrected according to Utzurrum’s method. The roosting count in this
study therefore probably does not reflect the true abundance of the species, but rather the
minimum population. It could, however, provide the basis for future monitoring of this
species. Specific surveys such as a bat census on 1km x 1km randomly selected grids would
be necessary to obtain reliable population data for the species.

The colonies of P. s. comorensis roosted in tall, old trees, probably because these can
hold a large number of individuals and also because they better allow the bats to avoid
human hunters. Yet a roosting preference for large, tall trees makes the species highly
vulnerable as such plants are regularly cut down both in forests and near villages. For
example, on Anjouan Island, the kapok trees (Ceiba pentandra) that hosted large numbers of
P. s. comorensis in our counts experienced extensive felling between 1990 and 2000 for
economic and political reasons, leading to a sharp decrease in abundance of P. s.
comorensis. Traditionally, fruit bat species were protected by cultural taboos and were
therefore not hunted by the local population. Yet according to our interviews with
inhabitants (unpublished results), P. s. comorensis is currently hunted and eaten by villagers.
These findings highlight that despite its relatively high abundance and large potential
distribution range (600 km? according to our results), the viability of this species strongly
depends on human practices that can rapidly evolve, thus its viability is not guaranteed. The
fact that this species occupies habitats close to humans and largely depends on anthropized
habitats makes it particularly vulnerable to the risk of extinction due to regular hunting and
roost disturbance through tree cutting. Currently, it is classified as a species of Least Concern
(LC) in the IUCN Red List; however, we feel that a conservation campaign is urgently needed
to secure its population viability. The two key conservation measures would be for the
government to prohibit or regulate tree cutting, especially of trees such as C. pentandra,

ficus sp., etc. most used as flying fox roosts, as well as to regulate hunting of bats.

6.2- Pteropus livingstonii

P.livingstonii is a forest-dependent species restricted to the steep slopes of the

remaining high-altitude forests on Anjouan and Mohéli Islands (Sewall et al. 2011).
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Currently, colonies of this species are also found in some degraded habitats and agricultural
lands located near these forests (Daniel et al. 2016). Our results based on SDM and ENFA
confirm the strong relationship between this species and the steep slopes of high-elevation
forests. Three main hypotheses could explain this restriction to the slopes of these forests:
competition with P. s. comorensis, the species’ flight morphology traits, and lastly, ‘real’
selection of these habitats.

According to some previous studies, the restriction of P.livingstonii to high-altitude
forests might be the result of competition behavior with the P.s.comorensis (Carroll and
Thorpe 1991; Trewhella et al. 2001), which is far more abundant. However, according to our
results, the suitable habitat for the two species overlaps by only 7.4 km2 Moreover, our
findings show that although both species share certain plant species for roosting, much of
roosting plants are specific to each species, limiting competition. According to Trewhella et
al. (2001) and our interviews with local people (unpublished results), although the two
species show some overlap of food resources, they largely feed on different plant species. So
even if there is potential competition between the two species, it may not be strong enough
to lead to the exclusion of P. livingstonii from low-elevation habitats.

Norberg et al. (Norberg et al. 2000) have mentioned that morphological traits of this
species and its use of soaring flight might cause it to select steep slopes. Yet according to our
interviews with the local population (unpublished results), this species was historically found
near villages at low elevations when natural forests were still present. Moreover, no roosting
sites for this species were found to be located on unforested slopes (Granek 2002). So this
species’ preference for slopes might be better explained by its selection of forest than by a
selection for flight facility in relation to its flight morphology traits. Our SDM (at a broad
spatial scale) suggests a strong relationship between the distribution of this species and
natural forests. Additionally, according to our ENFA model (at plot scale), this species
strongly selects habitats with a high plant density, while canopy openness is avoided.
Together, these results suggest that P. livingstonii is highly specialized to a habitat with
dense forest vegetation and avoids open areas. Moreover, according to Trewhella et al.
(2001) and confirmed by our study, P. livingstonii uses a limited number of plant species for
food and roosting (Table S2), and these are mostly restricted to the dense mid- and high-
altitude evergreen rainforests of Comoros (Trewhella et al., 2001). This strong selection for

natural forests could then indirectly explain the selection of slopes at altitude, since
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undisturbed natural forests in Comoros are largely restricted to relatively high elevations
and steep slopes as these areas are inaccessible for wood harvesting or agriculture.

Our roosting counts recorded a total of 1243 individuals for this species in 19 visited
sites on two islands. Applying the count method of Utzurrum et al., this would represent
1367 individuals. In a recent paper, Daniel et al. (2016) suggested a total of 1260 individuals
at 21 sites on the two islands for this species. Another previous roosting count conducted in
1998 at 15 sites for this species suggested a total number of individuals ranging between
1200 and 1500 (Granek 2002). Thus, all three studies provide a congruent total number of
individuals. However, our population count resulted in some differences with the other two
studies in terms of the number of individuals recorded at site scale. For instance, we
estimated 349 and 104 individuals in the sites of Hasserandregé and Hakidogo respectively
(wet season 2015) against 45 and 3 individuals in the study by Daniel et al. (dry season
2012), and 80 and 15 individuals in the study by Granek (wet season 1998) at the same sites.
Due to field difficulties, we cannot rule out the possibility of errors in our counts as they
were carried out mostly in the rain during the wet season and also because bats can be
hidden by foliage. Secondly, seasonal fluctuation of individual attendance at sites, as shown
by Granek (2002) and Daniel et al. (2016) can also generate count differences. Lastly, as our
survey was carried out four years after that of Daniel et al. and 20 years after the study of
Granek, individuals might have moved to different sites: for instance, because of food
availability (Nelson et al. 2000) or disturbances to roosting sites (Voigt and Kingston 2015).
These latter two hypotheses are the most plausible explanation as the counts at island scale
are congruent between the three studies. However, this congruence does not imply that the
population size is stable as the number of known roosts increased over this time period from
15 (Granek 2002) to 21 (Daniel et al. 2016, our own study) without any increase in the
overall population size.

The abundance of Livingstone’s fruit bats was correlated with tall trees. Populations
of this species occupied trees with a mean height of 23.60+5.7 m and a mean dbh of 70+20.1
cm. As for P.s.comorensis, individuals of this species roosted preferentially on large trees,
limiting potential disturbance by humans (Luszcz and Barclay 2015). Other advantages of
large trees are that they are able to host a large number of bats and have the potential to
exist for a long time (Voigt and Kingston 2015). The disadvantage is that large, tall trees are

those most sought after for harvesting, construction and other uses.
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The range of the Livingston’s fruit bat was estimated to be 159 km? over the two
islands of Anjouan and Mohéli (22% of the total surface area). This range consists largely of
the remaining forests — natural or degraded. Unfortunately, with the exception of some sites
on Mohéli Island that are currently managed by the Mohéli National Park, the remaining
forests where P. livingstonii is found are highly disturbed by the local population, especially
on Anjouan Island. The forests that remain on Anjouan still persist due to the fact that they
are difficult for humans to access. Yet given that the rate of habitat loss on these islands
(9.3% per year) is estimated to be the highest in the world, that the human population is
increasing on Anjouan (6.5% per year), and that the human population density was
estimated to reach 517 hab/km? by 2016, it can be assumed that the range of P. livingstonii
will significantly decrease in the near future due to the high demand for land use and
intensive tree exploitation if conservation measures are not set up urgently.

P.livingstonii has recently been reclassified with a status of ‘critically endangered’ on
the IUCN Red List (Sewall et al. 2016). Although this species is nationally considered a high
priority for conservation, this remains at the level of written statements, without any
concrete action from the Comoros government (lbouroi, pers. obs.). While some
conservation initiatives, such as protecting specific roosting sites hosting large numbers of P.
livingstonii in Anjouan have been deployed by local NGOs (Daniel et al. 2016), these are very
localized. They are insufficient to ensure global conservation for this highly threatened
species if they are not accompanied by strong national and political willingness at a larger
scale. To maintain Comorian rainforests and the biodiversity they host, including flying foxes,

a national conservation plan is urgently needed.
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7- MANAGEMENT IMPLICATIONS

The two flying fox species in the Comoros archipelago use different types of habitat
and thus ensure different ecosystem services. The two species are not interchangeable —
each plays a specific role in ecosystem functioning that is critical in maintaining the overall
ecosystem dynamics. P. livingstonii appears highly threatened in the relative short-term due
to its low population abundance, its small spatial range, and the high rate of habitat loss in
the Comoros. On the other hand, the population of this species is located on the steep
slopes of high-altitude forests where access by humans is difficult. In addition, according to
our interviews with the local population, this species is not hunted by Comorian people. In
contrast, P. s. comorensis seems to be less threatened due to a high population abundance
and large spatial distribution. Yet its dependence on anthropized habitats and the high rate
of hunting pressure and roost disturbance by local people could rapidly change its situation
depending on human demographics, agricultural practices, and the local economy. To
ensure the viability of both species, conservation measures would need to be taken by the
Comoros government. It should be noted that in the Comoros, there are no actively
protected terrestrial areas. In 2016, the Comoros government inaugurated the first national
park on the island of Mohéli and including the Mledjelé forest. However, on the island of
Anjouan, where the majority of P. livingstonii population is located and where P. s.
comorensis population abundance is low and faces high hunting and roost disturbance
pressure, no protected areas have yet been established.

The conservation management initiatives we propose are to make the forest of
Hasserandrengue and a 2-km zone around it a priority area inside the Mohéli National Park
to ensure habitat and biodiversity viability on this island. On Anjouan Island, the forest
fragment located north of the villages of Nindri, Kowe, Lingoni and Moya and the forest
located northeast of the village of Bazimini and southeast of the village of Mpage should also
become priority zones and included in the Protected Area System that is currently being
established on the Union of the Comoros. These areas host almost the entire population of
P. livingstonii, the majority of the population of the P. s. comorensis and the endemic fauna
and flora they rely on. In addition to these protected areas, environmental education and
outreach efforts should be carried out to provide local people living around forests basic

knowledge about the importance of natural forests and biodiversity, including flying foxes.
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Chapitre 3

3-Variabilité génétique des Populations du genre Pteropus dans

I’archipel des Comores
3.1-L'échantillonnage génétique non invasif chez deux chauves-souris

frugivores permet d’obtenir un taux de génotypage élevé et un taux d'erreurs

faible lors de I'amplification de I’ADN.
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Noninvasive genetic sampling of two flying fox species provides a high rate of genotyping
success and a low error rate during amplification

Mohamed Thani IBOUROI, Claudine MONTGELARD, Ali CHEHA, Véronique ARNAL, Aurélien
BESNARD

Soumis a Acta Chiropterologica

Contexte

Le développement d’une stratégie de conservation des especes nécessite différentes
informations telles que la diversité génétique, le degré de consanguinité, la structuration des
populations ; nécessaires pour évaluer le niveau de rupture de flux de genes entre sous
populations. Ces d’informations sont aussi nécessaires pour déterminer le potentiel
adaptatif des espéeces ainsi que leur capacité a faire face aux modifications des habitats. Les
échantillons nécessaires a ces analyses génétiques sont traditionnellement obtenus par la
capture physique des individus. Cependant, ces captures physiques sont souvent couteuses
et peuvent perturber voire méme tuer les animaux de maniére accidentelle; ce qui pose des
problémes éthiques en particulier lorsque I'on travaille sur des espéces rares ou menacées
d’extinction. L’utilisation d’une approche « non invasive » peut représenter une solution
alternative pertinente aux méthodes traditionnelles pour acquérir les échantillons
nécessaires.

Dans cette partie de la theése, j'ai adopté une approche d’échantillonnage non
invasive plus particulierement celle basée sur l'utilisation des feces des animaux et des
marqueurs génétiques de types mitochondriaux et microsatellites pour tester sa faisabilité
et son efficacité dans l'obtention des données génétiques chez deux espéces de
mégachiroptéres menacées d’extinction des Comores (Pteropus livingstonii et P.

seychellensis comorensis).

Matériels et Méthodes

Chez les deux espéces de Pteropus, de la matiere fécale fraiche a été collectée sous
chaque arbre gite. Des baches en plastique de 3mx3m ont été placées en dessous de I'arbre
gite des chauves-souris entre 18h et 18h30. Celles-ci ont ensuite été vérifiées trés tot le
matin (a partir de 5h) et environ 15 échantillons de crottes ont été prélevés sur chaque site.

Ces échantillons sont conservés suivant deux maniéres différentes. Une partie des
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échantillons collectés est conservée dans des tubes contenant du silica gel et une autre
partie est conservée dans des tubes contenant de I’éthanol a 96°. Au laboratoire, ces
échantillons ont ensuite été conservés a une température de —4°C en attendant I'extraction
de I’ADN quelques jours apreés.

L’extraction d’ADN est rélisé en utilisant un kit QIAGEN (DNeasy mericon Food
N°69514). Les échantillons ont été amplifiés en utilisant la méthode de « Polimorphism Chain
Reaction ou PCR» avec un locus mitochondrial (~¥400 pb) et 7 locus microsatellites (A1, C6,
PH9, A2, CSP7, A3, et B29). Nous avons testé I'efficacité de deux méthodes de conservation
de I’ADN (alcool et silica gel) ainsi que leurs effets sur le taux des succes du PCR avec ’ADN

mitochondrial (mtDNA).

Résultats principaux

Le succés d’amplification est moyen chez les deux espéces pour le mtDNA (55 et 38 %
pour P.livingstonii et P. s. comorensis respectivement). Nos analyses suggerent une légere
différence (mais significative) entre les deux méthodes de conservation d’ADN. Le succes
d’amplification est plus élevé pour les échantillons conservés en alcool qu’en silicagel. De la
méme maniére, nos analyses suggerent que la période d’échantillonnage impacte
significativement le succes d’amplification pour les échantillons conservés en alcool. Plus
spécifiguement, le succes d’amplification est plus élevé pour les échantillons collectés en
période seche qu’en période humide. La durée de conservation des échantillons (4 a 12
semaines) n’avait quant a elle aucune influence sur le succes d’amplification pour des
échantillons conservés en alcool. En ce qui concerne les locus microsatellites, le succés du
génotypage est de 74% pour P.livingstonii et 95% pour P. s. comorensis en utilisant les
échantillons qui ont été amplifiés avec succés avec le mtDNA.

Les résultats obtenus durant cette étude ont permis de montrer que la méthode de
NIGS est faisable chez les chauves-souris frugivores des zones tropicales. Bien que le succes
d’amplification avec le mtDNA soit modéré (~50%), ce taux est comparable a ceux obtenus
dans différentes études sur des especes rares et tropicales voir méme dans des régions
tempérées. Par cette étude, nous avons pu démontrer que les deux méthodes de
conservation d’ADN (Ethanol et Silica gel) sont utilisables chez des espéeces frugivores des
zones tropicales pour acquérir les données génétiques nécessaires pour proposer des

stratégies de conservation. Le succes d’amplification faible obtenu pour les échantillons
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conservés en silicagel pourrait étre lié a la méthode d’échantillonnage et a I'importante
guantité d’humidité qui a probablement conduit a la saturation des échantillons. Ceci peut
aussi expliquer la différence significative observée entre les échantillons collectés en saison
humide et en saison seche. J'ai présenté quelques recommandations sur les manieres de
collecter, de conserver les échantillons sur le terrain. Par exemple, lors des collectes des
échantillons, j'ai suggéré de placer des tissus en dessus des plastiques pour faciliter le
séchage des échantillons mais aussi permettre la rétention de I'humidité. J’ai donné
guelques recommandations et particulierement concernant I’ADN conservé dans du silica gel
notamment de vérifier régulierement les échantillons pour qu’ils ne soient pas saturés. Par
cette étude, j'ai aussi montré I'utilité de tester d’abord les échantillons avec des marqueurs
mitochondriaux afin de vérifier la présence d’ADN non dégradé mais aussi d’identifier
I’espece dans le cas ou le taxon étudié est identifiable avec les marqueurs mitochondriaux

avant de procéder aux génotypages qui sont un processus couteux.
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1-ABSRACT

Noninvasive genetic sampling techniques are useful tools for providing genetic data
that are crucially needed for determining suitable conservation actions. Yet these methods
may be highly unreliable in certain situations for instance, when working with fecal samples
of frugivorous species in tropical areas. In this study, we tested the applicability of
noninvasive genetic sampling on two Comoros Islands flying fox species: Pteropus livingstonii
and P.seychellensis comorensis in order to establish guidelines for using these methods on
tropical bat species. Both mitochondrial (mtDNA) and microsatellite markers were tested
using two common feces conservation protocols (ethanol and silica gel), and the polymerase
chain reaction (PCR) success and genotyping error rates were assessed. The average
proportion of mtDNA PCRs positive results was 55% for P.livingstonii and 38% for
P.s.comorensis, and higher amplification success was obtained for samples preserved in
ethanol as compared to silica gel. The average genotyping success rate was high (74% for
P.livingstonii and 95% for P.s.comorensis) and the genotyping error rate was low for both
species. Despite our results confirm the effectiveness of using noninvasive genetic sampling
methods to study flying fox species, the protocol we used can be optimized to provide higher
efficiency. Some recommendations related to field sampling protocols and laboratory
methods are proposed in order to optimize amplification rate and minimize genotyping
errors.

Keywords: Comoros Islands, frugivorous bats, fecal samples, genetic data, cytochrome b,

microsatellites
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2-INTRODUCTION

Establishing effective habitat management and wildlife conservation measures
requires information such as population size, genetic diversity and long-term demographic
data (Sharma et al., 2012). Such information has traditionally been gathered using capture—
recapture surveys or genetic sampling of tissue or blood, approaches that require the
physical capture of individuals, which is time-consuming and difficult for elusive species
(Marucco et al., 2009). Moreover, physical capture often disturbs and can sometimes even
injure or kill animals, thus posing ethical issues, especially as regards threatened animals.
Today, genetic data can be successfully obtained noninvasively from diverse animal sources,
such as hair or fecal materials, minimizing the risk and stress for animals (Taberlet et al.,
1999). Noninvasive genetic sampling (NIGS) thus represents an alternative option to
traditional methods for acquiring genetic data (Marucco et al., 2009). NIGS is easy to
implement and is now widely used to assess management and conservation issues for many
species, such as brown bears or Ursus arctos (Taberlet et al., 1997), insectivorous bats
(Puechmaille and Petit, 2007), or large primates (Pan troglodytes, Morin et al., 2001). Yet
while NIGS has become increasingly popular for wildlife monitoring over the two last
decades (Boston et al., 2012), few studies have used these methods to focus on bat
populations from tropical and subtropical forests (Baldwin et al., 2010). This paucity is likely
due to difficulties related to the low quantity and poor quality of DNA contained in certain
noninvasive samples. In particular, fecal samples from frugivorous animals are often
degraded or contain many PCR inhibitors. In one hand, fecal samples of frugivorous animals
can retain some non-digested contains of fruits that could attract insects. The presence of
insects in the fecal samples could speed up the DNA degradation and lead to the deposition
of different inhibitors (Palomares et al., 2002). In another hand, fecal from frugivorous
animals are often soft in terms of consistency or even liquid. This could accelerate DNA
degradation because of the high level of humidity in the sample (Morin et al., 2001;
Palomares et al., 2002). All together, these factors can lead to genotyping errors such as a
high rate of allelic dropout (ADO) and false alleles (FA) (Morin et al., 2001). This can result in
potential bias in genetic and demographic results (Boston et al., 2012). For example, Baldwin
et al. (2010) used NIGS with the feces of the grey-headed flying fox (Pteropus poliocephalus)

and found a high rate of genotyping errors (a total genotyping error rate of 49%, a total ADO
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rate of 45% and a total FA rate of 3.7%). To our knowledge, the study of Baldwin et al. (2010)
represents the only published study investigating a flying fox species genetics using NIGS
(Baldwin et al., 2010). The difficulties encountered in fecal DNA extraction have limited the
use of such approaches in tropical bat species. It is thus crucial to improve methods for
obtaining genetic data on elusive fruit bat species in tropical regions.

Pteropus livingstonii and P. seychellensis comorensis are two fruit bat species
endemic to the Comoros Islands, where their importance to ecosystem functioning as
pollinators and seed dispersers has been demonstrated (Sewall et al.,, 2011). Despite their
key role in maintaining of ecosystem regulation in the Comoros, to date no study has been
undertaken in these islands regarding these species’ genetic diversity or population
dynamics, making it difficult to recommend appropriate management plans. This lack of
knowledge is partly due to the difficulty of carrying out capture—recapture surveys in these
species’ habitats, since individuals are often located on large, tall trees (P.s.comorensis) or in
highly inaccessible, dense forests (P.livingstonii, Sewall et al., 2011). Bearing in mind the
problems related to potential genotyping errors using noninvasive sampling of feces, we felt
this method could be considered as a possible alternative to direct monitoring in order to
provide genetic data for the two species, which would then allow the development of
relevant conservation measures.

To this end, we tested the applicability of NIGS on these two flying fox species with
the following aims: (1) to test the impact of two common feces conservation protocols (96°
ethanol and silica gel), of storing duration and on sampling period and locations on PCR
success with mitochondrial DNA cytochrome b; (2) to assess the genotyping success rate and
the proportion of genotyping errors (ADO and FA) for both species using nine microsatellite
loci; and (3) to provide guidelines to optimize the use of such techniques on fruit bat species,

especially in tropical regions.

3- MATERIALS AND METHODS

The field sessions were conducted on the three islands of the Comoros archipelago
(Anjouan, Grande Comore and Mohéli) during three periods: November 2014 to May 2015,
December 2015 to April 2016, and July to October 2016. Feces samples were collected at 18
sites (12 sites for P.livingstonii and 6 sites for P.s.comorensis). At each site, a plastic trap was

placed below each roosting tree from 6:00 pm to 8:00 am, collecting up to 15 samples of
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fecal material. We define fecal sample here as one dropping from an individual of flying fox.
When two or more droppings from the same individual were found, only one was sampled.
More specifically, when two or more droppings were closed in the trap (~0.5 m) and have
the same colors and form, we supposed that they came from the same individual and only
one sample was taken. These fecal samples were then placed into 5-ml tubes containing
different preservation agents: 96° ethanol or silica gel. The samples were kept at room
temperature (between 20 and 30 °C) in the Comoros Islands before being transported to
France and frozen (-4 °C) until processing for DNA extraction.

The DNA from the samples was extracted at a laboratory facility specializing in the
analysis of degraded and sensitive DNA (“ADN dégradé” platform of the LaBex CeMEB,
Montpellier, France). The DNA was extracted using a QIAGEN kit (DNeasy mericon Food Kit
69514) following the manufacturer’s protocol. It was amplified through polymerase chain
reaction (PCR) using both mitochondrial loci (mtDNA, 460 bp cytochrome b) and 9
microsatellite loci. For the mtDNA amplification, a 10-uL mix containing 5 ul of the PCR
buffer from the ‘QIAGEN Master Mix Kit’ (2X master mix, 1.5 uM MgCl 2, Taq, dNTPs), 0.5
UM of the primer CBPL1 (5" TAC ATC CCA GCC AAC CCA CTA 3’; designed for this study),
0.5uM of the primer H15915 (5" AAC TGC AGT CAT CTC CGG TTT ACA AGA C 3’; (Irwin et al.,
1991)), 3 ul of H20 and 1 pl of DNA was run in a Thermocycler. PCR process followed these
conditions: an initial denaturation at 94 °C for 2 minutes, followed by 35 cycles of
denaturation (94 °C, 60s), annealing (45 °C, 60s), elongation (72 °C, 90s) and a final
elongation at 72 °C for 10mn. PCR products were separated by electrophoresis in 1-2 %
agarose gels in TBE buffer. Gels were visualized under UV and photographed with a digital
image system. Each sample was examined according to its band from the agarose gel to
perform dilution. PCR products were diluted depending on the intensity of each band. For a
band of high intensity, we added a volume of 8 ul of H20 plus 2 ul of PCR product to have a
final volume of 10 ul of diluted PCR product and for a band of low intensity we added 4 pl of
H20 plus all PCR product (~6ul) for sequencing. The diluted PCR products were sent to
Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany) for sequencing. Electropherograms were visually
checked for errors and contigs were assembled using CodonCode Aligner 4.2.5 (CodonCode
Corporation). The proportion of PCR success rate was calculated considering the number of

samples showing positive sequences divided by the total number of samples. For species
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identification, we used MEGA software (Tamura et al, 2013) to build a haplotype
phylogenetic tree with maximum likelihood methods, following the HKY+l model.

For the genotyping process, 9 microsatellite loci (described for P. rodricensis, a genetically
close species to both P.s.comorensis and P.livingstonii; O’Brien et al., 2007) were tested. All
forward primers were fluorescently labeled and combined with reverse primers in three
multiplex PCRs at different temperatures (Table 1). Each PCR mix for each multiplex
contained a final volume of 10 ul: 5ul of PCR buffer “QIAGEN Master Mix Kit” (2X master
mix, 1.5 uM MgCl 2, Taqg, dNTPs), 0.2 uM of the primer mixes, 1 pl of DNA and 3 pl of H20.
The PCR mix was run in a Thermocycler in the following conditions: an initial denaturation at
95° C for 15 minutes, followed by 35 cycles of denaturation (94 °C, 30s), annealing (90s at 52
°C, 50 °C and 54 °C respectively for Multiplex 1, Multiplex 2 and Multiplex 3, Table 1),
elongation (1 min at 72 °C), and a final elongation step of 30 min at 60 °C. PCR products were
diluted to a maximum of 1/200 for bands of high intensities and to a minimum of 1/10 if the
band was not visible at all. Products were run in a 16 capillary sequencer (3130 x| Genetic
Analyzer, Applied Biosystems) at the platform “Genotypage-Séquencage” of the LabEx
CeMEB with the standard size GS400 (-250)LIZ500 and the alleles of each sample were
scored with GeneMapper v4.5 (Applied Biosystems). To assess the reliability and error rates
of the genotyping of the fecal samples, each sample was independently genotyped using the
multiple-tubes procedure (Taberlet et al., 1997). PCR were run at least three times. In some
cases results were negative for at least one of the three runs. In this situation, we carried out
some additional runs for the corresponding samples to obtain three or more positive PCR.
The genotyping errors were classified as (1) allelic dropout (ADO) when heterozygous alleles
from at least three independent repeated genotyping procedures showed homozygous
alleles, or (2) false alleles (FA) if a homozygote from a triplicate genotyped set showed
heterozygote alleles (Broquet and Petit, 2004). These errors types were quantified according

to Broquet and Petit formula (Broquet and Petit, 2004).

Effect of the conservation method, sampling period and preservation time on

the mtDNA success rate
During our field sampling, we did not get the same sample size for ethanol and silica
gel. The main objective of our field session was to collect reliable samples for genotyping

and for microsatellite analysis. After the first field session, the preliminary results of some

100



amplification tests showed that ethanol was more efficient in terms of sample conservation
than silica gel, then during our last field session, all samples were stored in ethanol only.

To assess the effect of preservation time, sampling period, Island where fecal were collected
and the conservation protocol on the mtDNA PCR success rate, we performed a Generalized
Linear Model with binomial distribution and logit link. As we did not have sufficient number
of samples for feces preserved in silica gel during the second and third sampling sessions,
tests were performed only on samples stored in ethanol for preservation time, Island effect
and sampling period. As silica gel samples were all extracted 3 to 4 months after collection,
we tested for the effect of preservation method on samples stored 12, 13 and 14 weeks in
both ethanol and silica gel. For the effect of sampling period, samples collected between
November to February (high rainfall season) were compared to samples collected between
March to September (dry season). All statistic test were performed for P.livingstonii only as
we did not have sufficient samples to perform statistical analyses on P.s.comorensis. Test
was considered significant if p-value<0.05. All statistical analysis were performed using R (R

Development Core Team, 2016).

4-REUSLTS

4.1- PCR success with mtDNA

A total of 337 fecal samples were collected on the three islands of Comoros: 244 for
P.livingstonii (178 from Anjouan Island and 66 from Mohéli Island) and 93 samples for
P.s.comorensis (20 from Anjouan, 50 from Grande Comore and 23 from Mohéli). The average
proportion of mtDNA PCRs with positive results was 55% (135/244) for P.livingstonii
compared to 38% (36/93) for P.s.comorensis (Table 2).

Statistical analyses revealed that conservation protocol had a strong influence on the
mtDNA success. mtDNA PCR amplification success was significantly lower in silica-gel (0.37
95%Cl [0.28-0.47]) then in alcohol (0.79 95%CI [0.59-0.91], on samples stored for 12, 13 and
14 weeks, z=14.22, ddf=1, p<0.001). Storing duration have no significant impact on the DNA
preservation in Ethanol (z= 0.16, ddf =1 p-value=0.68, the amplification rate varied from 0.70
for 4 weeks to 0.64 for 14 weeks). According to our statically analysis, the sampling period
significantly impacted mtDNA success rate, mtDNA success rate was significantly lower for

samples collected during wet period (0.58, 95%Cl [0.49-0.68]) compared to dry period (0.84
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95%Cl [0.71-0.91], z= 8.12, ddf =3 p-value=0.04). When mtDNA amplification success was
modelled depending on the Islands, mtDNA success rates significantly differed between
Anjouan (0.64 95%Cl[0.55-0.72]) and Moheli (0.80 95%Cl [0.62-0.91], z= 8.12, ddf =3 p-
value=0.04).

4.2-Phylogenetic analysis with mtDNA

We built a phylogenetic tree with 156 amplified sequences obtained from feces
(resulting in a total of four haplotypes for P.s.comorensis and 11 haplotypes for P.livingstonii)
as well as 20 cytochrome b sequences from GenBank (10 sequences for P.livingstonii, and 10
sequences for P.s.comorensis). The resulting tree (Haplotype phylogenetic tree as well as all
GenBank sequences are shown in electronic supplementary material) confirmed that all
samples belonged to one of the two species, but also revealed that eight samples collected
under P.livingstonii dormitory trees and assigned to this species in the field were in fact from
P.s.comorensis (identification error of 5%). All sequences are available into GenBank

(accession numbers: MF471481 - MF471633).

4.3- Genotyping success and error rates with microsatellite loci
To increase the probability of positive PCR results and to minimize costs and time,
only the samples with positive results for mtDNA PCR were amplified with microsatellite loci.

This allowed us to ensure that we amplified fecal samples with sufficiently non-degraded

DNA.
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Table 1: Properties of the nine multiplexed microsatellite loci: SR.PLV= Allele size range for
P.livingstonii, SR.PSC= Allele size range for P.s.comorensis, locus source ; O’Brien et al

2007
Multiplex(M) Locus  Annealing temperature  PRP.CLR SR.PLV SR.PSC
Al 52°C Red 145-163 157-163
M1 (o] 52°C Blue 208-314 283-286
PH9 52 °C Green 215-265 213-241
A2 50°C Blue 171-187 171-189
M2 A8 50 °C Red NA NA
CSP7 50°C Green 250-278 258-292
A3 54°C Red 277-359 327-361
M3 B29 54 °C Blue 210-254 224-330
PH4 54°C Black NA NA
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From the 171 positive mtDNA samples (for the two species), microsatellites were
amplified for 142 of these, including 120 out of 135 positive mtDNA samples for
P.livingstonii, and 22 out of 36 positive mtDNA samples for P.s.comorensis.

Genotype consensus was established with 7 loci (Table 2) on 90 out of 120 samples for
P.livingstonii compared to 21 out of 22 samples for P.s.comorensis. The two remaining loci
(A8 and PH4) did not provide reliable genotypes and were discarded in further analysis. The
genotyping success rate was high for all loci for both species, varying from 72% (locus A3 and
PH9) to 75% (locus A1, A2 and B29) with an average of 74% for P.livingstonii, and from 72%
(A3) to 100% (C6, PH9, A2, CSP7 and B29) with an average genotyping success rate of 95%
for P.s.comorensis. The overall genotyping error rate was low for both species. The average
proportion of allelic dropout (ADO) and false alleles (FA) appeared to vary between markers
(Table 2). For P.livingstonii, the frequency of ADO and FA were respectively 2.2% and 0.22%.
An average of 0.6% and 0.3% of ADO and FA respectively was recorded for P.s.comorensis

(Table 2).
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Table 2: MtDNA amplification success rate using different DNA preservation methods (top of table)

and microsatellite genotyping success per locus (bottom of table): ADO = allelic dropout; FA = false

alleles rate; GTS = frequency of genotyping success; GTSR = percentage of genotyping success, NA =

not available

mtDNA P.livingstonii P.s.comorensis
Ethanol 96° Silica gel Total Ethanol 96° Silica gel Total
74/115 19/63 93/178 13/20 13/20
Anjouan (64%) (30%) (52%) (65%) NA (65%)
25/32 17/34 42/66 1/5 6/18 7/23
Mohéli (78%) (50%) (63%) (20%) (33%) (33%)
16/50
Grande Comore NA NA NA NA 16/50 (32%) (32%)
99/147 36/97 135/244 14/25 22/68 36/93
Total (67%) (37%) (55%) (56%) (32%) (38%)
Microsatellites P.livingstonii P.s.comorensis
Locus GTS GTSR ADO FA GTS GTSR ADO FA
Al 90/120 75% 0.012 0.000 21/22 95% 0.000 0.000
Cé6 89/120 74% 0.006 0.000 22/22 100% 0.000 0.000
PH9 87/120 73% 0.027 0.000 22/22 100% 0.000 0.000
0,
A2 90/120 75% 0.013 0.000 22/22 100% 0.000 0.000
0,
CSP7 89/120 74% 0.008 0.006 22/22 100% 0.043 0.000
o)
A3 88/120 73% 0.040 0.007 16/22 72% 0.00 0.021
B29 90/120 75% 0.050 0.003 22/22 100% 0.00 0.000
Total 89/120 74% 0.022 0.002 21/22 95% 0.006 0.003
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5- DISCUSSION

Results presented (Table 2) indicate moderate and low mtDNA PCR success rate for
P.livingstonii and P.s.comorensis respectively. These results are however comparable to
those obtained on certain mammal species using mtDNA, including insectivorous bats in
Europe (Myotis capaccinii: 50%, Viglino et al., 2016), but are lower than those obtained for
others (Myotis mystacinus and Myotis nattereri: 72—-88%, Boston et al., 2012). These
contrasting results could be explained by differences in diet of the studied species. According
to many studies, the PCR success rate is highly affected by different PCR inhibitors that can
occur in fecal materials depending on the diet of the species, and these inhibitors are
probably in high quantity in feces of frugivorous animals (Puechmaille and Petit, 2007, Morin
et al 2001). Then the type of habitat where the samples were collected and the sampling
conditions can impact DNA preservation. Some studies indicate for instance that roost
conditions (e.g. humidity, temperature, etc.) as well as abundances of insects and rainfall can
impact DNA preservation (Boston et al., 2012; Viglino et al., 2016). A last, the interval
between the time the samples were collected and the DNA were extracted, and/or the
protocol used to preserve the sample (ethanol or silica gel) and the conditions of DNA

extraction (Boston et al., 2012) can also strongly impact amplification success.

5.1-Impact of sampling condition, preservation methods and storing duration

on amplification success rate

According to previous studies (Murphy et al,, 2003), high humidity could have an
effect on DNA conservation in fecal samples leading to low PCR success rate and it might
explain the relatively low mtDNA amplification success we obtained. It is difficult to provide
a precise value of the humidity in the forest during data collection since we did not precisely
collect this information during field session. Yet according to the Climatetemp.com, the
studied Islands have an average humidity of 76% during wet season. This average value at
the island scale probably represents the lowest value we get during the field since several
samples (especially those of P. livingstonii) were collected in rainy forest at high altitude.
Moreover, during the sample collection, it rained almost every night and the weather was
fogy and very humid. We tested the relationship between the mtDNA success rate and the
Island where samples were collected and our results highlighted a low but significant

difference between the islands. Samples collected in the forests of Anjouan showed a lower
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rate of mtDNA amplification than those of Moheli. The forests of Anjouan are notably
characterized by higher rainfalls and humidity than forests of the Island of Moheli which are
characterized by moderate rainfalls (UNEP 2002). This impact of humidity is also confirmed
by our analysis regarding sampling period. According to our statistical analysis, samples
collected during dry periods show higher mtDNA amplification success than samples
collected during rainfall periods. This is probably due to the fact that rainfall periods are
characterized by high humidity; of course; but also high temperatures, and a high abundance
of insect that could impact DNA (Palomares et al., 2002).

Our results show higher mtDNA amplification success for samples preserved in
ethanol as compared to silica gel. These results are in line with those obtained by Roeder et
al. (2004) showing that fecal samples in silica gel were poorly preserved for tropical species.
In contrast, Puechmaille and Petit (2007) obtained high amplification success rates for
samples preserved in silica gel for insectivorous bats in Europe (Goodman et al., 2012;
Puechmaille and Petit, 2007; Ruedi et al., 2012). In our case, the low mtDNA amplification
success rate from samples stored in silica gel in comparison to those stored in ethanol can
also be explained by the very high level of humidity of the collected samples. Because our
samples were exposed to a high level of humidity and mildews, silica gel probably desiccates
feces too slowly and may have not been able to prevent further DNA degradation, as
opposed to ethanol (Murphy et al., 2002).

According to Murphy et al. (2002), fecal samples that have been preserved for a long
time (up to six months) show lower success rates for mtDNA amplification (Brinkman et al.,
2009). Yet Puechmaille et al. (2007) found no difference in mtDNA amplification success
between samples stored 6 month versus 18 month in silica gel prior to DNA extraction
(Puechmaille et al., 2007). In our case, due to administrative procedures related to exporting
the samples, samples were stored at ambient temperature for a long period (between 3 and
4 months) before being processed in the lab. However, our statistical analysis testing for the
impact of storing duration on amplification success was not significant as in Puechmaille et

al. (2007), on shorter period though.

5.2- Effect of laboratory process on mtDNA success rate

Low mtDNA success rate can also be explained by the DNA extraction protocol. We

used the DNeasy Mericon Food with our fecal samples as this Kit had already been
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successfully tested with mammal feces samples in our lab. Testing different extraction kits
and performing some modifications of the extraction protocol might allow improving the
rate of successful extraction we get. So in future analysis involving noninvasive genetic
sampling, we recommend testing different extraction protocols to select the more
appropriate one for the species.

Amplifying a shorter mtDNA fragment could also have resulted in a higher amplification
success (Broquet et al., 2007). Yet our microsatellite loci ranged from 170 to 345 bp (see
O’Brien et al., 2007), we thus assumed that a successful amplification of 400-450bp of
mtDNA, should be a relevant proxy of amplification success of these microsatellites. When
working with shorter microsatellite loci or if the goal of the study is to test different
protocols with mtDNA, we recommend the use of shorter sequences fragment that could

lead to higher amplification success.

5.3- Importance of testing samples with mtDNA before genotyping

Our phylogenetic results highlights that the two species can share the same roosting
trees even in sites at which P.livingstonii is believed to live alone. This founding highlight the
importance of testing samples with mtDNA before genotyping when working with NIGS.
Testing with mtDNA amplification not only allows the identification of the species to be
confirmed, but also enables the selection of the samples with the best potential DNA for
subsequent microsatellite amplifications. These steps could in turn allow reducing
genotyping errors, the main challenge in noninvasive genetic sampling. However, identifying
species using mtDNA analysis is possible only when the species can be diagnosed with
mtDNA markers (Afonso et al., 2017; Puechmaille and Teeling, 2014). This is not the case
when introgression occurs on the targeted species that can conduct to misidentification of
the species (Puechmaille and Teeling, 2014). In our case, since microsatellite loci analyses
are expensive compared to mtDNA, the use of the mtDNA was the best option to verify the
presence of DNA in fecal samples and to identify species despite the time wasted in this
step. Indeed, studies of O’Brien et al. (2009), Chen et al. (2011) and Almeida et al. (2014)
showed that mtDNA allows successfully identifying the two targeted species using
cytochrome b gene (Almeida et al., 2014; Chan et al., 2011; O’Brien et al., 2009). Yet, in

some situations (when the use of mtDNA is not relevant to separate some species or when
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working on a single species) the use of microsatellites can be sufficient to select for good

quality DNA (Afonso et al., 2017).

5.4- Genotyping and error rates with microsatellite loci

We successfully amplified only 7 microsatellites loci among the 9 we tested (Table 1).
Two microsatellites markers (A8 and PH4) were not amplified probably because of some
inadequate PCR conditions. Firstly, regarding the PH4 locus, we obtained positive results
with the PCR during genotyping but the majority of samples presented more than two alleles
even with monoplex run, indicating that our primer amplified different region of the marker
probably due to an inadequate annealing temperature. For the A8 locus, although some
positive results were obtained for some samples, the majority of samples gave negative
results (no pics), this was probably due to some inadequate condition such as annealing
temperature or simply because the locus was not appropriate to the two studied species
since it was not developed for these species (O’Brien et al., 2007).

Our genotyping success rates (Table 2) for both species are high in comparison to
those obtained by Baldwin et al., (2010) for the grey-headed fox (Pteropus poliocephalus:
57%) and by Viglino et al., (2016) for mouse-eared bats (Myotis capaccinii, M. emarginatus
and M. daubenonii: 53%). However, our results are comparable to those obtained in other
studies for different mammal species: European insectivorous bats (Rhinolophus
hipposideros: 96%, Puechmaille and Petit, 2007; Myotis mystacinus: 72—88% and Myotis
nattereri: 72-90%, Boston et al., 2012) and large primates (Pan troglodytes: 79%, Morin et
al., 2001).

Two main hypotheses could explain the high genotyping success rate obtained in our
study. First, using only mtDNA-positive samples for microsatellite genotyping allowed good
quality samples to be selected prior to genotyping, increasing the success rate. Second, the
high rate of genotyping success and low genotyping error rate obtained during our study
(table 2) could be explained by DNA extraction protocols and conditions, which are,
according to Boston et al. (2012), two of the most important factors impacting genotyping
success. Our fecal samples were extracted in strictly monitored conditions in a laboratory
specialized in degraded and sensitive DNA (the “ADN dégradé” platform of the LabEx
CeMEB, Montpellier, France). Furthermore, the DNA was extracted using a specialized kit for

food DNA extraction, which has been recommended for noninvasive DNA extraction
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(Zarzoso-Lacoste et al., 2013). Using an appropriate extraction kit allows genotyping errors
to be reduced, which increases the accuracy of genetic results (Puechmaille and Petit, 2007,

Boston et al., 2012).

6- CONCLUSION

Our results confirm the potential of using NIGS to provide genetic and demographic
data on frugivorous tropical bats, including flying foxes; data which is urgently needed in
order to recommend relevant conservation actions. The risk of NIGS is that an accumulation
of genotyping errors can lead to bias and false interpretations with potentially negative
consequences. For example, a high rate of false alleles might lead to inflated observed
heterozygosity, incorrect genetic diversity or inaccurate population size estimations,
resulting in inappropriate conservation management measures. It is thus crucial to develop
relevant protocols for such noninvasive sampling techniques. Despite we show that NIGS are
relevant, we have the feeling that the protocol we used can be optimized to provide higher
rate of amplification.

Collecting fecal sample from frugivorous animals such as flying fox in humid forest at
wet season is sensitive because fecal are relatively liquid due to the frugivorous diet and
because of the rainfall. In such conditions, using plastic trap for feces collection, as we did,
might not be the optimal protocol. We should rather use a cloth just above the plastic which
could allow fecal samples to dry quickly by filtration. We also recommend sampling during
dry season if possible. When using silica gel conservation method, we recommend that
samples must be checked regularly to verify for potential saturation. In some case, silica gel
must be replaced to avoid mildew and saturation. However, this process must be done with
caution to avoid sample contamination. During our analysis we do not found any influence
of conservation duration on the PCR success rate, but according to some studies PCR success
rate decreases with the conservation duration, so we recommend a minimum of
conservation duration to minimize DNA degradation. In the lab process, we recommend to
test for different extraction Kits and protocols to select the more efficient one. According to
Taberlet et al. (1997), the use of a multiple-tubes approach allows the genotyping error rate
to be verified, increasing result accuracy and minimizing false interpretations. However, this
protocol can be time-consuming and costly if a pilot study is not carried out before

genotyping. We recommend the use of mtDNA amplification to first identify samples with
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good quality DNA for the targeted species if species can be identified with mtDNA and to

select these before genotyping, thus reducing subsequent time and costs.
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3.2- Profil génétique contrasté entre deux espéces de chauves-souris
frugivores sympatriques: Implication pour la conservation des populations

menacées

Pteropus livingstonii

Mpagé, Anjouan, Comores

Photo: © Mohamed-Thani
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Contexte

L’archipel des Comores héberge une diversité biologique importante en termes de
taxons endémiques avec une diversité de paysages naturels qui présentent de grandes
affinités avec la zone biogéographique de Madagascar. Le pays subit cependant une
importante perte d’habitats naturels et a été classé en numéro 1 des pays dont la vitesse de
perte d’habitats est importante (9,3% par an). Pteropus livingstonii et P. seychellensis
comorensis sont deux espéces de roussettes géantes parmi les taxons les plus victimes de
ces pertes d’habitats. Parmi ces deux espéces de mégachiroptéres, Pteropus livingstonii est
particulierement vulnérable vis-a-vis de la perte des habitats a cause de sa distribution
géographique tres restreinte dans les foréts naturelles de hautes altitudes et ceci dans
seulement deux des quatre fles Comores (Anjouan et Mohéli). Cette derniére espéce
présente de plus une taille de population faible (1300 individus), qui la rend tres vulnérable a
court terme aux perturbations. De plus, sa possibilité de dispersion en réponse aux
perturbations est limitée du fait de son isolement géographique entre les deux iles des
Comores (Anjouan et Mohéli). Quant a P. s. comorensis, elle dispose d’une large distribution
dans les quatre fles mais aussi dans I'lle de Mafia en Tanzanie et peut s’adapter facilement a
différents types d’habitats (zone de plantations, forét dégradée, villages etc.). Elle apparait
donc comme moins menacée a court terme.

Une perte importante de I’habitat d’une espece mais aussi sa fragmentation entraine
une réduction des effectifs de la population et son isolement géographique. Cette
population réduite et isolée géographiquement va voir sa diversité génétique se réduire,
conduisant ainsi a une augmentation des phénomenes stochastiques tels que la dérive
génétique ; ce qui accroit la vulnérabilité par perte du pouvoir adaptatif avec augmentation

du risque d’extinction de I'espece. Cependant, du fait de la vitesse alarmante de la perte
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d’habitats naturels aux Comores, I'étude de la diversité génétique pour les deux espéces est
particulierement pertinente dans un but de déterminer leur taux de vulnérabilité vis-a-vis de
ces pertes d’habitats. Les études de la structuration génétique permettent de proposer les
différentes unités de gestion a considérer pour des plans efficaces de conservation.

Cette partie de la thése a pour objectifs d’évaluer la diversité genetique et la
structuration des populations des deux especes entre les iles de I'archipel des Comores.
Nous avons utilisé les resultats obtenus dans cette études pour discuter des differentes

pressions impactant ces espéces et de proposer des messures adaptées a leur conservation.

Materiels et Méthodes

Au cours de cette étude, nous avons realisé un echantillonnage de tissus et de feces pour les

deux espéces. Pour les methodes de terrain et analyse en laboratoire (voire chapitre 3.1)

Résultats principaux

Les résultats obtenus dans cette études montrent des patrons de structures
génétiques différents chez les deux especes. P. s. comorensis présente une faible
differentiation génétique entre les quatre fles et ceci est souligné par les deux types de
marqueurs génétiques employés. Cette differentiation est plus faible dans les fles plus
proches que les iles éloignées. Selon I'analyse des réseaux, les populations des quatres iles
partagent les mémes haplotypes.

Contraiment a ces resultats, P. livingstonii presente un taux de differentiation
génétique élevé observé sur les deux types de marqueurs. Selon nos resultats issus du
marqueur mitochondraux, aucun haplotype n’est partagé entre les populations des deux iles
ou se localise P. livingstonii.

Quant aux analyses sur la diversité génétique, cette étude suggere une diversité
genetique relativement faible pour les deux especes, plus faible chez P. s. comorensis que
chez P. livingstonii.

Trois hypotheses expliquent ces differents patrons de structure genetiques chez ces
especes phylogenetiquement proches : des raisons morphologiques liées a la capacité de
vol, des raisons liées a la disponibilité des ressources notamment alimentaires et dortoirs ou

des raisons liées a leurs histoirs de colonisations des fles.
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Pteropus s. comorensis est caracterisé par un type de vol rapide mais peu efficace
pour se deplacer sur de longues distances. Cette capacité de dispersion permet surement
aux individus de traverser la bande de mer séparant Mohéli de la Grande Comore et Ajouan
de Mohéli mais n’est surement pas suffisante pour la traverser regulierement la distance
separant Anjouan de Mayotte, Grande Comore et Ajouan et Mayotte et Grande Comore. De
plus cette especes est caracterisée par une taille de population elevée ce qui peut entrainer
de la competition entre les individus pour les ressources notamment alimentaires. D’autre
part, 'espéce se localise dans des zones hautement anthropisées et se nourit des plantes
majoritairement cultivées par les humains, ce qui conduit egalement a des fortes
compétitions avec les Hommes pour les ressources. Enfin, la localisation de cette espéce
dans des zones antropisées impacte les animaux du fait qu’un grand nombre de dortoirs
sont abattus pour l'utilisation du bois. Tous ces facteurs pourrait conduire cette espéces a
disperser pour trouver des zones plus favorables méme separées par des longues distances
telles que entre Ajouan et Mohéli ou Grande Comore et Mohéli.

P. livingstonii est quant a elle caracterisé par un type de vol plané, lent mais efficace

pour pouvoir traverser sur de longues distances. Ceci montre que les caracteristiques
morphologiques de cette espece ne permet pas d’expliquer le taux de structure genetique
elevé observé entre les fles. L'espéce est caracterisée par une taille de population faible,
limitant la compétition entre individus. Elle est aussi caractérisée par une distribution dans
des zones montagneuse ou 'acces aux humains est difficile ce qui limite la destruction des
dortoirs et la chasse, reduisant potentiellement les tendance a la dispersion chez cette
espéce. Enfin, cette espéece s’alimente dans des plantes sauvages et endemiques des iles tres
localisées dans des milieux forestiéres, ce qui limite la competition avec les humains et
pourrait ainsi reduire encore plus les tendances a disperser sur de longues distances.
Les deux espéces de chauves-souris sont caractérisées par une diversité génétique faible en
comparaison avec d’autres especes de roussette de la méme région. Etant des espeéces
insulaires, cette faible diversité les rend vulnérables des actions humaines. Etant donnée la
vitesse de perte d’habitat dans ces iles, nos résultats suggerent que des actions concretes de
conservation sont nécessaires pour assurer la survie a long terme de ces populations.

Pour P. s. comorensis, sa faible structuration génétique nous amene a suggérer la
conservation de I'espéce sous une seule unité de gestion avec une conservation de son

habitat, dans sa globalité au niveau national.
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Quant a P. livingstonii, du fait d’une forte structure génétique entre les deux iles mais
aussi du fait que les deux iles ne soient pas soumises aux mémes vitesses de perte
d’habitats, nous suggérons une stratégie de conservation sous deux unités de gestion. En
particulier nous suggérerons de prioriser I'lle d’Anjouan pour des actions concrétes de
conservation du fait d’une diversité génétique plus élevée dans cette fle mais aussi du fait
d’une perte d’habitats bien plus marquée dans cette ile que dans 'autre.

Enfin, nous suggérons de restaurer la connectivité de cette espéce par replantation
des zones situées entre les différents sites dortoirs proches afin de maintenir le niveau

actuel de diversité génétique.
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1-ABSTRACTS

Pteropus livingstonii and P. seychellensis comorensis are two endemic fruit bat
species among the most threatened animals of the Comoros archipelago. The two species
are subjected to strong anthropogenic pressure with a high rate of habitat loss, one of the
highest in the word. Little is known about their population genetics and structures making
difficult the establishment of relevant conservation strategies. In this study, we
characterized the genetic diversity and population differentiation between flying fox
populations of the four islands of the Comores using both mitochondrial DNA (mtDNA) and
microsatellite markers. Our results from mtDNA and microsatellite loci revealed different
patterns of genetic structures for the two species. P. s. comorensis showed low genetic
structuring between islands while we identified high levels of mtDNA and microsatellite
genetic differentiations between islands for P. livingstonii. Overall genetic analysis shows a
low genetic diversity for both fruit bats species. Several non eclusive factors may have led to
theses contrasted genetic patterns between the two species, such as differences in feeding
and roosting ecology, variable population sizes and possibly different population
evolutionary history. Our results regarding genetic diversity support the idea that natural
forest loss and roost disturbances are among the factors that impact the most fruit bats in
these islands by reducing population abundance which in turns induce inbreeding. we
suggest to consider the two populations of P. livingstonii from the two islands (Anjouan ad
Mohéli) as two different management units and first focus conservation efforts on the
Anjouan population. The four populations of P. s. comorensis could be considered as a single
management unit. We conclude that the two fruit bat species and their habitat are of high

priority in term of conservation at the Comoros archipelagos scale.

Key words: Comoros islands, Fruit bats, Population genetics, Mitochondrial DNA,

Microsatellites,
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2- INTRODUCTION

All ecosystems at global scale, including tropical and sub-tropical forests, are facing a
huge rate of deterioration. In consequence, the majority of species they host is experiencing
dramatic declines (Bender et al 1998, Wiegand et al. 2005). The current global extinction
rate for animals and plants is estimated to be 100 to 1000 times greater than those of the
pre-human times (Baillie et al., 2004; Hooper et al., 2012; McAlpine et al., 2016). These
species extinctions are mainly induced by anthropogenic pressures especially the conversion
of natural habitats into agricultural lands and urban areas (Gaston et al., 2003; Mattison and
Norris, 2005). These transformations have two main effects on populations: (i) the reduction
of suitable habitat surfaces through habitat loss that in turn leads to lower carrying capacity
that eventually affects population viability and (ii) the creation of isolated habitat patches
through habitat fragmentation that reduces the connectivity and prevents gene flow
between sub-populations (Brown and Kodric-brown, 2016; Cushman, 2006; Weigelt and
Kreft, 2013).

Insular animals are among the most threatened fauna at relatively short term. These
species are often characterized by small population sizes that make populations prone to
allee effect and susceptible to disturbance in terms of demography (Donlan and Wilcox,
2008; Nogales et al.,, 2013). In addition, their dispersal ability in response to habitat
degradation is limited because of their geographical isolation (Paulay, 1994). This limited
dispersal ability has negative impacts on terms of population viability by reducing gene flows
between sub-populations. It induces the loss of genetic diversity favoring stochastic
phenomena such as genetic drift or inbreeding depression (Brown and Kodric-brown, 2016;
Jackson and Fahrig, 2016). This subsequently conducts to a decrease of species’ evolutionary
potential and eventually affects its ability to cope with the current and future habitat
change, thus decreasing its long term viability (Soule et al., 1988; Weigelt and Kreft, 2013). In
these conditions, habitat loss and fragmentation may rapidly lead to disastrous demographic
and genetic alterations in species from islands that may conduct to their extinction (Donlan
and Wilcox, 2008).

Species of the genus Pteropus or “flying foxes” are among island bat species affected
both by geographic isolation and the disastrous consequences of habitat degradation

induced by humans (Mildenstein et al., 2005). Most of these species are confined to remote
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oceanic islands in both the indian and pacific oceans (Voigt and Kingston, 2015). According
to the International Union of Conservation of Nature (IUCN), among the insular flying foxes,
four species are nowadays extinct - Pteropus tokudae from the Guam Islands (extinct by
1970), P. subniger from the Mauritius and La Reunion Islands (extinct between 1864 and
1873), P. brunneus from the Percy Islands (extinct around 1880) and P. pilosus from the
Palau Islands (extinct before 1874, IUCN 2017). In addition, five flying fox species are
classified as “critically endangered” and five others as “endangered” in the IUCN red list
(IUCN 2017). All these species are endemic to islands. Among the members of the genus
Pteropus, five and twenty species are classified as “near threatened” and “vulnerable”
respectively and most of these species are also located in islands (IUCN 2017). Flying fox
species are mostly endemic species from islands and currently suffer very high extinction
risks (Brown et al 2011). Details investigations of pressures acting on these species as well as
the definition of relevant conservation actions are crucially needed to assure their viability.

Although most species of flying fox are known for their high dispersal abilities and
their long distance movements between separated islands allowing sub-populations to be
genetically connected (Brown et al., 2011; Fox et al., 2012; Larsen et al., 2014; Sinclair et al.,
1996), other island flying foxes are known to be genetically isolated even between relatively
adjacent islands (Russell et al., 2016). For example, in the southwest pacific, close genetic
affinities were found between two subspecies of Pteropus tonganus from Fiji and Solomon
archipelagos that are separated by approximately 2500 km (Ingleby and Colgan, 2003). P.
tonganus from Solomon and Fiji archipelago and P. conspicillatus from Australia and New
Guinea are also genetically similar while Solomon and Australia are separated by
approximately 1700 km and Solomon and New-Guinea by about 800 km. In contrast, in the
group of islands of the indian ocean, flying fox species exhibit considerable levels of
endemism even between close islands such as Comoros and Madagascar separated by
approximately 300 km (Ingleby and Colgan, 2003; O’Brien, 2011).

Pteropus livingstonii and P. seychellensis comorensis are two flying fox species
endemics to the Comoros Islands. These two sympatric species show marked differences in
terms of roosting and feeding behavior and population evolutionary history (O’Brien et al.,
2009; Trewhella et al., 2001). Pteropus livingstonii is confined into mountain forests of two
islands among the four of the Comoros archipelago, Anjouan and Mohéli Islands (separated

approximately by 43 km). This species has a small geographic distribution (113.6km?) and a
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small population size (1300 individuals, Daniel et al 2016). It is classified as “critically
endangered” in the red list of the IUCN (IUCN 2017, Sewall et al., 2016).

In contrast, P. seychellensis comorensis is widely distributed over the four islands of
Comoros (Grande Comore, Anjouan, Mohéli and Mayotte) separated by a mean distance of
60 km (range 40 to 80km). Some populations of this sub-species are also located in the Mafia
Islands (Tanzania), located aproximatively 550 km from the Grande Comore (Cheke 2011). P.
s. comorensis has thus a relatively large geographic distribution compared to P. livingstonii.
Population size for this species is unknown but exceed tens of thousands individuals (Ibouroi
et al, submitted) and the species is classifed as “Least Concern” in the IUCN red list because
of this large distribution (Mickleburgh et al. 2008, IUCN 2017).

These two species are pollinators and seed dispersers and are thus of crucial
importance both for the forest regeneration and for plantations (Sewall et al., 2007). They
are however facing one of the highest rates of natural habitat loss (9.3% per year) in the
world (FAO 2010; Daniel et al.,, 2016) and will probably suffer a dramatic decline in the
coming years if an urgent conservation measures are not taken in consideration (Sewall et
al., 2007, Daniel et al., 2016). Yet despite these pressures, their ecology, population status or
genetic structure are poorly known.

Here we present the first population genetic study for Pteropus livingstonii and P.
seychellensis comorensis using both mitochodrial and microsatellite markers. We aim at
assessing for both species the level of genetic diversity and the genetic structure between
the Comoros Islands and to discuss the different pressures acting on these flying fox species
in order to propose some management measures. Evaluating the level of genetic diversity is
important to assess whether the species exhibit a risk of allee effect or not but also to assess
their ability to cope with environmental changes in the future (Gaubert et al., 2016) while
the level of genetic structure and gene flow between sub-populations is necessary to identify

the different management units to consider when proposing conservation actions.

3- MATERIALS AND METHODS

3.1- Field sampling
Field sampling was conducted in the four islands of the Comoros archipelago

between 2014 and 2016. Tissue and fecal samples were collected on the two flying fox

124



species for genetic analysis. For fecal sample collections, a plastic trap was placed below
each roosting tree from 6:00 pm to 8:00 am in order to collect up to 15 samples of droppings
for each species. These fecal samples were then placed into 5-ml tubes containing 96°
ethanol or silica gel. The samples were kept at room temperature (between 20 and 30 °C) in
the Comoros Islands before being transported to France and frozen (-4 °C) until DNA
extraction. For tissue sample collections, individuals were captured using a black nylon mist
net (mesh of 45 mm, 12 m long, 3m high, four pockets). Small ear muscle samples from each
captured individual were then collected and placed into 1.5 ml tube containing 96° and 70°
ethanol for individuals from the three Islands of the Union of Comoros and Mayotte,
respectively. All captured individuals were directly released at the capture location few

minutes after capture.

3.2-Laboratory process

For fecal samples, DNA was extracted at the “Degraded DNA platform” of the LABEX
CeMEB (University of Montpellier) using a kit QIAGEN (DNeasy mericon Food N°69514). DNA
from tissue samples was extracted using the DNeasy blood and tissue kit (N°69506) in the
“Service des Marqueurs Génétiques en Ecologie” of the CEFE (Montpellier). For both types of
DNA, we followed manufacturer’s protocols. For both tissue and fecal samples, DNA were
amplified with Polymorphism Chain Reaction (PCR) using mitochondrial DNA (460 bp
cytochrome b, mtDNA) and 7 microsatellite loci (A1, C6, PH9, A2, CSP7, A3, and B29)
developed for P. rodricensis (O’Brien et al 2007). For more details regarding the laboratory

process see Ibouroi et al. (submitted).
3.3-Analytical methods

3.3.1mtDNA analysis

For fecal samples, all amplified sequences were checked to belong to the targeted
species using GenBank sequences, namely 20 cytochrome b sequences for P .s. comorensis
and 10 cytochrome b sequences for P. livingstonii (Table s1). We constructed a phylogenetic
tree based on maximum likelihood methods in the software MEGA (Tamura et al., 2013)
with the HKY+l model in order to assess the phylogenetic relationships between our samples
from different islands but also between our samples and all sequences extracted from

GenBank for the two species. To compare our genetic diversity results to those from other
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species of flying foxes from the indian ocean islands and Asia, extracted mtDNA sequences
for different flying fox species from GenBank (Table 1) were aligned according to sequence
sizes we get in our analyses (~400 bp). For each species, genetic diversity was assessed by
the basic statistic mtDNA parameters including the number of haplotype (H), haplotype
diversity (Hd), nucleotide diversity (pi) and the number of segregation sites (s) using the
program DNASP 5.10.01 (Librado and Rozas, 2009).

Population differentiation among islands was assessed using the paired-Fst test
implemented in the program DNASP. To assess relationships among flying fox haplotypes
and the genetic structure between islands, a median-joining method was built using the

program NETWORK (Bandelt et al., 1999).

3.3.2-Microsatellite analysis

The presence of null alleles across all loci was checked using the program Micro-
Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Genetic diversity was measured as the mean
number of alleles per locus (Na), observed (Ho) and expected (He) heterozygosity, and
inbreeding coefficient (Fis) using the program GenAlEx 6.1 (Peakall and Smouse, 2012).
Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was tested with 1000 iterations in the
program Genepop 4.010 (Rousset, 2008). Pairwise Fst between island populations were
calculated using the program GenAlEx 6.1. We also conducted an analysis of molecular
variance (AMOVA) to investigate the allocation of the molecular genetic variation among
islands using the program GenAlEx 6.1. Population differentiation was considered as
significant when p-value was below 0.05. The genetic structure of populations was assessed
using a Bayesian clustering method without priors regarding sampling location using the
program STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Population structure was evaluated using
a set of defined clusters K varying from K=1 to 7 for each species. STRUCTURE was run with
10 replicates for each value of K with a burn-in length of 1,000,000 followed by 1,000,000
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) iterations. The most likely value of K was determined by
tracing the graph of the log likelihood for each K (Ln(K)) as a function of K using the package
pophelper (Francis, 2016) in the environment R 3.3.2 (R Development Core Team, 2016).

We also used BOTTLENECK v1.2.02 (Piry et al., 1999) to test for a recent bottleneck
for P. livingstonii. For P. s. comorensis, we did not test for recent bottleneck because one

locus deviated from the HWE and another one was monomorph for three populations (Table
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S2) and we assumed that the five remaining loci are not sufficient to test for bottleneck for
this species (Cornuet and Luikart 1996). For P. livingstonii, measured heterozygosity (He)
under the HWE was compared to the expected heterozygosity (Heq) under the mutation-
drift equilibrium using the infinite allele model (IAM, Kimura & Crow 1964) and the stepwise
mutation model (SMM, Kimura & Ohta 1978) with 1000 iterations to assess heterozygosity
excess or deficiency. In non-bottlenecked population, He=Heq (Maltagliati, 2002). A He
significantly greater than a Heq (excess of heterozygotes) indicates that the population has
suffered a recent bottleneck (Maltagliati, 2002). A Wilcoxon rank test was applied to test for
the difference between calculated (He) and expected (Heq). The test was considered

significant when p-value was below 0.05.
4- RESULTS

4.1- Sequence authentication

The phylogenetic tree built using all sequences obtained during this study and with
GenBank sequences is shown in Figure 1. This phylogenetic tree highlighted that all fecal
samples belonged to one of the two species. These sequences are available into GenBank
(accession numbers: MF471481 - MF471633). Phylogenetic results demonstrated that P. s.
comorensis populations from the four islands of Comoros display no geographic structure
contrary to its congener P. livingstonii for which sequences appeared highly structured

between the two islands (Anjouan and Mohéli).
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Figure 1: Contrasting phylogeny between P. livingstonii (from Anjouan and Mohéli) and P.s
.comorensis from the four Islands of Comoros using mtDNA (400 bp cytochrome b). All studied
sequences are shown in the graph with the number of sequence and the name of the species.
Sample sequences from GenBank are presented with accession number and the name of the species.
Sequences for P. s. comorensis did not show any structuration between Islands and all are shown in
blue color. Two sequences of the sub-species of the Seychelles Island (P. s. seychellensis) are
presented in sky blue within this group. Sequences for P. livingstonii show a high level of
structuration between Islands and sequences from Anjouan for this species are presented in red
color and sequences from Mohéli are shown in yellow. Bootstrap values > 50 are shown.
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4.2-P. s. comorensis

4.2.1-Genetic diversity

Details of genetic diversity estimates using both mtDNA and microsatellites are
shown on table 1 and table s2. On the 109 P. s. comorensis studied sequences (Table 1), we
detected two variable sites, resulting in a total of five haplotypes. Haplotype diversity (Hd)
was low and varied between islands from 0.41 (Mayotte Island) to 0.60 (Mohéli Island) with
an average of 0.50 for the four islands of Comoros. Nucleotide diversity was also low for

each island (from 0,001 to 0,002, Table 1).
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Table 1: Genetic diversity metrics using both mtDNA and microsatellite loci for the two flying fox species from different Islands of Comoros.

Genetic Diversity Bottleneck

mtDNA Microsatellites IAM SMM
P. livingstonii Ns N.H S Hd pi N Na Ho He FIS References He Heq P-value Heq P-value
Anjouan 90 10 14 0,610 0,003 | 49 5,285 0,487 0,466 -0,036 0,470 0,500 0,300 0,640 0,120
Moheli 32 3 2 0,610 0,002 | 23 3,714 0,449 0,483 0,089 0,510 0,420 0,210 0,520 0,220
Total 122 13 15 0,760 0,007 | 72 4,500 0,468 0,475 0,102
P. s. comorensis
Anjouan 37 3 2 0,550 0,002 | 7 4 0,540 0,520 0,080
Mohéli 13 2 1 0,540 0,002 | 10 3 0,390 0,390 0,090
Grande Comore 40 2 1 0,510 0,001 | 30 5 0,380 0,450 0,1587*
Mayotte 19 2 1 0,400 0,001 | 21 4 0,330 0,420 0,2241**
Total 109 5 2 0,510 0,001 | 68 4 0,410 0,440 0,177*
P. rodricensis
Total 5 3 2 0,800 0,005 0,571 0,634 O’Brien et al., 2007
P. vampyrus
Total 34 25 24 0,970 0,008
P. rufus
Total 60 9 8 0,577 0,003
P. conspicillatus
Total 0,783 0,799 Fox et al., 2012

N=Number of individuals, Na=Number of alleles, Ne=Effective number of alleles, No=Observed heterozygosity, He=Expected heterozygosity, H’ e= Expected

heterozygosity with the bottleneck program, FIS=Inbreeding coefficient, Ns=Number of sequences, NH=Number of haplotypes, Hd=Haplotype diversity,

pi=Nucleotide diversity, S=number of segregating sites, * P <0.05, ** P < 0.01, *** P< 0.001. For P. livingstonii and P. s.comorensis, 10 and 20 sequences

respectively come from GenBank.
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Regarding the microsatellite markers, among the 7 studied loci, 1 locus (C6) was
monomorph for the population of Anjouan, Mohéli and Mayotte and 1 locus (PH9) deviated
from HWE in the four islands because of a heterozygosity deficiency (p-value<0.05). All
remaining 5 loci were at the HWE (Table s2). The number of allele per locus varied from 2 to
13 with an average of 4.14 but differed between islands. The lowest number of alleles
(Na=3) was found in Mohéli Island while the highest value (Na=5) was found in the Grande
Comore Island. Expected (He) and observed (Ho) heterozygosities differed also between
islands with an average of 0.44 and 0.41 respectively. The lowest value of He is found in the
Mohéli Island (He= 0.39) while the highest values were found in the Anjouan Island

(He=0.52).

4.2.2- Population structure

Populations from the four islands exhibit low to moderate genetic differentiations for
mtDNA markers (Fst varied from 0.02 to 0.12) and according to the median-joining method
(haplotype network), the four populations share the same haplotypes (Fig. 3 A). Populations
from the Mohéli and Grande Comore Islands (separated by about 40 km) were the closest
pair of islands populations (Fst=-0.057), while populations from the Anjouan and Mayotte
Islands (separated by 67 km) were the most genetically distant ones (Fst=0.12).

For microsatellite loci, according to the AMOVA test, genetic variation among
populations for this species is low (4%). Calculated Fst varied also from low to moderate
values for the different population pairs of islands (Table 2). The Anjouan and Mohéli Islands
were the closest population (Fst<0.001, p-value =0.44) while the Anjouan and Mayotte
Islands were the most distant populations (Fst=0.10, p-value=0.001). According to our
Bayesian assignment test (STRUCTURE), the analysis did not detect any cluster and the value
of Ln(K) suggested K=1 as the most likely number of clusters (Fig. 2B). These results indicated
that populations from the four islands of Comoros for this species share the same
haplotypes for mtDNA and are genetically closed for microsatellite loci despite some

moderate differentiations.
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4.3- P. livingstonii

4.3.1- Genetic diversity

Details of the genetic diversity estimates using both mtDNA and microsatellites are
presented in table 1 and table s2. For the 122 P. livingstonii studied cytb sequences (Table
1), we detected 15 different segregation sites resulting in a total of 13 haplotypes. We
obtained moderate value of Hd, differing between islands from 0.59 to 0.60 in Anjouan and
Mohéli respectively.

Regarding the microsatellite markers, all loci were polymorphic. As for P. s.
comorensis, the locus (PH9) deviated from HWE for the Anjouan Island but not for Mohéli.
This deviance from HWE is due to an excess of homozygosity. We also detected null alleles
for the same locus (PH9) for the Anjouan Island but not for Mohéli. The number of alleles
per locus varied from 2 to 9 and average to 5 alleles (Table s2). The number of alleles
differed between islands. The lowest mean number of alleles was found in the Mohéli Island
(Na=3.7) while the highest value (Na=5.3) was found in the Anjouan Island. Average
expected (He) and observed (Ho) heterozygosities were respectively 0.47 and 0.48 for the

two islands.

4.3.2- Population structure

With the 122 mtDNA cytochrome b sequences, we found high genetic structure
between islands (Fst= 0.8) and according to the median-joining method, no haplotype was
shared by the two populations from the two islands of Comoros (see fig 1).

Regarding the microsatellite loci, according to the AMOVA test, the total genetic
variation was 17% among population. The estimated pairwise Fst value was high between
the two islands (Fst= 0.17, p-value = 0.001). The Bayesian assignation with STRUCTURE
suggested that the most likely number of cluster was 2 corresponding to Anjouan and
Mohéli Islands (Fig. 2 D and E).

All these results together suggested that populations from the two islands do not
share the same haplotypes for mtDNA and are genetically distinct both according to mtDNA

and microsatellite loci.
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Fig. 2: Genetic differentiation for the two species using both mtDNA and microsatellite loci. A:
Median-joining network of the cytochrome b haplotypes of the P. s. comorensis; B: graph of the
likelihood Ln(K) as a function of K for the P.s.comorensis (best: K=1), C: Median-joining network of the
cytochrome b haplotypes of P.livingstonii, D: Bayesian genotype clustering Results of P.livingstonii
with STRUCTURE program (K = 2); D: barplots showing ... ; E:graph of the likelihood Ln(K) as a
function of K for the P.livingstonii (best: K=2)
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4.4- Population Bottleneck

Our results showed that P. livingstonii did not exhibit an excess of heterozygosity

thus did not suffer a recent bottleneck in the two studied islands (Table 1).

4.5- Comparison between the two studied species and other flying fox
Haplotype diversities were high for P. rodricensis (Hd=0.97, N=30) and P. vampyrus

(Hd=0.80, N=5) compared to the two species we studied here. On the contrary, the value of

Hd observed for the Malagasy flying fox P. rufus (Hd=0.58, N=60, Table 1) was comparable to

results obtained for our studded species.
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5- DISCUSSION

5.1- Comparison of the genetic structures of P. livingstonii and P. s.

comorensis

Our results both from mtDNA and microsatellite loci revealed marked different
patterns of genetic structures for two flying fox species occupying the same archipelago
despite they are phylogenetically close and share the same life history traits. P. s. comorensis
showed low genetic structuring between islands. This low level of genetic differentiation is in
line with the results obtained by Chan et al. (2011) using only mtDNA sequences showing
low genetic structure between populations from the four islands for this species (Chan et al.,
2011). Goodman et al. (2010) obtained similar results for another megachiropteran bat
(Roussettus obliviosus) from three islands of Comoros (Grande Comore, Anjouan and Mohéli)
and concluded that the strips of sea separating these three islands (ranging from 40 to 80
km) do not represent a barrier to dispersal for this species having good flying abilities
(Steven M. Goodman et al., 2010). Yet, contrary to the results obtained for P. s. comorensis,
we identified high levels of mtDNA and microsatellite genetic differentiations between the
two Comoros Islands (Anjouan and Mohéli) for P. livingstonii.

Such a contrast of genetic structure between two phylogenetically closed species
over the same area has already been observed in some flying foxes. Notably, Russell et al.
(2016) showed using both mtDNA and microsatellite markers that P. tonganus had a low
level of genetic structure between the Fiji Islands (separated by about 5 to 100 km) and
between the Samoa Islands (separated by about 15 to 100 km), while P. samoensis showed a
high level of structure between these same islands. Three, not mutually exclusive,
hypotheses can be suggested to explain these contrasted genetic patterns observed
between the two comorian fruit bat species: (1) differences in dispersal abilities induced by
differences in wing morphology, (2) differences in feeding and roosting ecology but also
differences in abundances, (3) differences in terms of population evolutionary history,

especially regarding island colonization events.

5.1.1- Impact of wing morphology on population genetic structuring
Norberg et al. (2000) showed that the two flying fox species studied here have

sharply different wing loading patterns and mentioned that this wing design influences their
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dispersal ability (Norberg et al., 2000). P. s. comorensis is characterized by a high wing
loading associated to non-soaring and flapping flight. These wings allow rapid flight but are
inefficient to travel over long distances (Norberg et al., 2000). Interestingly, the level of
genetic differentiation for this species is lower between Anjouan and Mohéli Islands and
Grande Comore and Mohéli Islands (see Table 2) that are separated by (only) 43 and 40 km
respectively. In contrast, the highest genetic differentiations are observed for the Anjouan-
Grande Comore and Mayotte-Anjouan pairs of islands that are separated by the largest
distances in the archipelago (80km for Grande Comore-Anjouan and 67km for Anjouan-
Mayotte). Although the number of islands is too small to test for isolation by distance
between populations, these results suggest such a genetic separation related to the distance
between islands. These results are thus in line with the fact that wing shapes and flapping
flight of P. s. comorensis might allow some individuals to cross over the distances between
Anjouan and Mohéli or Grande Comore and Mohéli but might not be powerful enough to
allow individuals to regularly cross the distances between Mohéli and Mayotte or between
Anjouan and Mayotte. These results are in agreement with those obtained by Russell et al.
(2016) for the P. tonganus. According to Norberg et al. (2000), P. tonganus is caracterized by
a high wing loading associated to a non-soaring and flapping flight as P. s. comorensis. These
characteristics allow the species to move between the different islands of the Fiji
archipelago separated by 5 to 100 km and explain the low genetic structure between these
islands (Steven M Goodman et al., 2010; Russell et al., 2016).

In contrast to the P. s. comorensis, P. livingstonii is characterized by a low wing
loading and high aspect ratio associated to a soaring flight rather than flapping flight
(Norberg et al., 2000). Such flight features are less maneuverable but are more efficient to
fly over long distances as it allows animals to save energy (Norberg et al., 2000, Russell et al.,
2016). Bat species with low wing loading and soaring flight are thus usually associated with
low population genetic structuring even between highly distant patches (Russell et al., 2016).
Our results are however in contradiction with these conclusions as P. livingstonii populations
of the two islands of Anjouan and Mohéli distant by only 43km, are genetically well

differentiated.

137



5.1.2- Impact of feeding ecology on genetic structuring

Feeding and roosting ecology of a species represent key factors to explain population
structure and meta-population functioning (Kleyheeg et al., 2015). For fruit bats, when food
and/or roost resources are limited, or spread over time and space, individuals might be
forced to disperse to track resource distribution (Bessa et al., 2015; Kleyheeg et al., 2015).
Both species studied here forage on fruits and nectars, resources that typically show high
degrees of variation over time and space (Trewhella et al., 2001). P. s. comorensis is
characterized by a large population size (thousands of individuals, Ibouroi et al. unpublished
results) and largely depends on cultivated plants and human-made habitats. Because of its
large population sizes, competition for resources is likely strong between individuals.
Moreover, foraging on cultivated plants implies a strong “competition” with rural human
populations that might rapidly deplete local resources. On the other hand, roost tree for this
species are located in villages and mostly in coastal regions where they are highly exposed to
human disturbances. Frequent roost tree cutting in these areas might also induce dispersion.
Therefore, these two factors might drive some individuals to disperse over large distances
and might promote the dispersion between the islands to find new resources. Russell et al.
(2016) highlight that the low genetic structure observed between islands for P. tonganus
might be the result of higher rates of predation by humans, dogs, and cats constraining
individuals of the species to disperse.

Contrary to its congener P. s. comorensis, P. livingstonii population sizes of the two
islands of Comoros are very smalls (about 900 individuals in Anjouan and 400 in Mohéli;
Ibouroi et al. unpublished results). Because of these small population sizes, competition
between individuals might be limited. Moreover, roosting trees for this species are located
far from villages in natural forests at high elevations where human access is difficult. With
limited competition and low level of roost disturbances, the cost of dispersal (energetic and
time investment, mortality risk, etc) might be too high as compared to its potential benefits

and might thus promote philopatry in this species (Bonte et al., 2012; Yoder et al., 2004).

5.1.3- Effect of evolutionary history in the contemporary genetic
Genetic differences between two closely related species can also be explained by
their evolutionary history and especially by colonization events of the islands. Evolutionary

history of species represents one of the most important factors influencing contemporary

138



genetic variability in fruit bats (O’Brien et al., 2009). For example, two sympatric species on
one island might differ in terms of genetic structure just because of different dates of
colonization (O'Brien 2011).

O’Brien et al. (2009) suggested through phylogeographic analysis that, P. s.
comorensis has colonized the Comoros Islands very recently and rapidly from Asia (O’Brien
et al., 2009). Our genetic results highlighted that populations of this species exhibit a high
rate of inbreeding especially the populations from Grande Comoros and Mayotte (Table 1).
According to many studies, high rate of inbreeding mostly occurs in population showing
expansion events or recent colonization (Frankham, 1998; Pujol et al., 2009). As suggested
by O’Brien et al. (2009), P. s. comorensis probably colonized these islands recently and
because of its ability to disperse, migration of some individuals between islands, at least
between the nearest ones, might have persisted and could have homogenized the genetic
composition between islands.

On the contrary, O’Brien et al. (2009) suggested an ancient colonization of the
Comoros archipelago by P. livingstonii in comparison to P. s. comorensis and other flying
foxes of this region. According to our genetic results, population of the species does not
exhibit a high rate of inbreeding or a recent bottleneck (Table 1). Populations of this species
might thus have colonized the two islands a long time ago, long enough to have allowed a

differentiation between the islands.

This study allows us to have more insights regarding the factor impacting population
genetic structure and dispersal. Although wing loading seems to influence the genetic
structure between islands for P. s. comorensis, these wing morphology patterns do not seem
to have any impact on genetic structure between islands for P. livingstonii since the last
species is highly structured between islands despite its ability to disperse for long distances.

In our opinion, the hypothesis of dispersal events induced by food scarcity and
population abundance represents the most relevant explanation for the difference of
population genetic structures between the two studied species. Thus, population monitoring
involving for instance Capture-Mark-Recapture is needed in order to assess the rate of
dispersal for both flying fox species and to assess which species are able to cross between

highly separated areas.
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At last, the genetic structure between islands seems to be the results of evolutionary
history. Further studies involving colonization events are crucially needed in order to provide
more arguments concerning the factors affecting population structures of the two species.
These studies will have to evaluate the divergence time between populations of the

different islands and to test for gene flows and introgression between populations.

5.2- Genetic diversity

Despite these differences in terms of genetic structures between islands, both
species exhibit a moderate to low genetic diversity for both mtDNA and microsatellite
markers in comparison to other flying fox species mostly classified as “critically endangered”
and “vulnerable” in some oceanic islands (Table 1).

When comparing the two flying foxes we study here, despite the high population
abundance of P . s. comorensis, this species exhibits the lowest genetic diversity for both
mtDNA and microsatellite markers. This low genetic diversity for this species can be
explained by (1) anthropogenic factors such as roosting trees cutting and hunt (because of
its high dependency on villages, plantation areas and coastal regions) but also (2) to natural
factors such as cyclones that could allow to periodic population reduction which in turn
induce low genetic diversity (see Sewall et al 2007).

Regarding the P. livingstonii, its high genetic diversity in comparison to P. s.
comorensis is explained by the fact that the species is located in highly inaccessible area
limiting roost disturbance, animal hunts, and population reduction. This high genetic
diversity for this species can also be explained by the population evolutionary history
especially by islands colonization events as highlighted above (O’Brien et al., 2009). This still
highlights the urgent need of further studies regarding population evolutionary history in

order to clarify the main factor impacting population genetic of the two flying fox species.

5.3- Conservation strategy for P. livingstonii

During this study, we found low genetic diversity for this species (Anjouan and
Mohéli). Because of the rapid forest loss and fragmentation in the Comoros Islands but also
the high rate of human population growth increasing the need of land use which strongly
affecting forests, these genetic results highlight the need of urgent conservation

managements for this species and its habitats.
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Populations from the two islands are highly structured. In addition, the forests of the two
islands (Mohéli and Anjouan) are subject to different levels of habitat loss and disturbance.
In the Anjouan Island, forests are strongly affected by forest loss and fragmentation while in
the Mohéli forest loss and fragmentation are limited. We thus propose to consider the
populations from the two islands as two different management units for this species.
Moreover, the level of genetic diversity was higher in Anjouan than Mohéli (Table 1). A high
level of genetic diversity allows population to adapt to future environmental changes.
Anjouan show thus the highest diversity and its forest are the one that suffer the most over-
harvesting. Anjouan Island should consequently be the priority in terms of conservation
actions for this species.

Pteropus livingstonii is found on 21 known roosts but our genetic analysis included
only 12 of them. Although we did not have sufficient data to test for inter sub-population
genetic structuring and do not know if sub-populations are still connected or not by gene
flow between sites of the same islands, we suggest to maintain suitable habitats between
existing close P. livingstonii colonies which could maintain the current pattern of genetic
diversity by providing critical corridors for dispersal and subsequent gene flow. For example,
the replantation of the whole area between the site of Salamani, Adda and Ouzini (Anjouan),
the area between the forest of Kowe and Moya (Anjouan), and the area between the forests
of Hasserandrengué and Hakidigo (Mohéli) could represent such corridors allowing to
maintain a critical network of gene flow between these sites, and in turn allowing to

maintain genetic diversity of each island.

5.4- Conservation strategy of P. s. comorensis

According to our results, P. s. comorensis exhibit not only to a low genetic diversity in
comparison to the different flying fox species from the Indian ocean but also a high rate of
inbreeding on the islands of Grande Comore and Mayotte that can have consequences on
the demography and for the viability of the populations of this species. Both these genetic
results and the fact that this species currently suffer a high level of roost disturbance and
hunt, indicate that, despite its relatively high population size, conservation actions targeting
this species are urgently needed in the Comoros Archipelago.

Because of the low level of genetic differentiation observed between the four islands

of Comoros indicating that some gene flows occur between islands, we suggest here to
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consider P. s. comorensis populations from the four Comoros Islands as a single
management unit. As highlighted by different authors (Pierson et al., 1996; Russell et al.,
2016), roost destruction by natural or anthropogenic factors have high impacts on fruit bats
population reduction thus on genetic diversity. However, prohibiting roosting tree cutting
for example on degraded forest where P. s. comorensis is located in the four islands could

allow to limit forest loss but also to maintain viable population for this species.
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Chapitre 4

4-Le marquage génétique non invasif chez les chauves-souris frugivores : une

méthode intéressante mais trop couteuse pour le suivi des paramétres

démographiques

Pteropus livingstonii
Mpagé, Anjouan, Comores

Photo: © Mohamed-Thani

Individual non-invasive genetic sampling in critically endangered flying foxes: a valuable

but too costly method for monitoring demographic parameters
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Contexte

Pteropus livingstonii est une espéce rare et hautement menacée d’extinction. Suivre
sa population avec les méthodes traditionnelles de Capture-Marquage-Recapture utilisant
des captures physiques par exemple pour estimer les tailles des populations et les
parametres démographiques peut engendrer des risques de perturbations des animaux
pouvant étre a I'origine de I'abandon des dortoirs. Les captures peuvent aussi occasionner
des blessures voire la mort d’individus. L’utilisation de I'approche de génétique non invasive
combinée a la méthode de CMR (NIGS-CMR) représente une solution alternative aux
méthodes traditionnelles pour évaluer les parametres démographiques et suivre cette
population dans le long terme afin d’établir une meilleure stratégie de conservation.

Dans ce volet de la these, j'ai exploré le potentiel des méthodes non-invasives pour
estimer les parameétres démographiques de P. livingstonii. L'objectif est de tester d’abord la
faisabilité de la méthode d’identification individuelle avec des échantillons de féces dans les
zones tropicales. Ensuite, j'ai évalué I'efficacité et le colt de cette approche pour estimer ces
parameétres de maniére assez précise a |'aide des outils classiques de Capture-Marquage-

Recapture.

Matériels et Méthodes

Les méthodes de terrain ainsi que les analyses en laboratoire sont présenté dans le
chapitre 3.1. A l'aide du programme GENALEX, jai identifié les different échantillons
partageant le méme génotype. Avec le méme programme, j’ai déterminé le nombre de locus
nécessaires pour identifier les différents individus et les différents individus frere et sceurs.
Pour évaluer I'efficacité de I'approche NIGS-CMR, j’ai simulé différents jeux de données avec
des efforts de terrain variables (nombre d’échantillons et nombre d’années d’étude) qui ont
été analysés avec des modeles de CMR usuels (modéles dits de « Pradel » permettant

d’estimer la survie et la séniorité).

148



J'ai utilisé ces résultats pour estimer les colts associés a un suivi individuel a long-terme via

la combinaison NGIS-CMR et cela avec 5 ou 10 locus microsatellites.

Résultats principaux

Mes résultats montrent que I'approche d’identification individuelle est applicable
chez des especes frugivores des zones tropicales et qu’avec seulement cing locus on peut
identifier les individus de maniére précise avec des probabilités d’identités plus faibles que
les valeurs seuils proposées dans la littérature (PID< 0.001 et PIDsib<0.05 pour seulement 5
locus).

Les résultats obtenus lors des simulations des données démographiques et des colts
de réalisation montrent qu’avec six ans de suivi et avec un taux de recapture de 0.30 soit un
colt de 284.321 USD, ou un suivi de 9 ans avec un taux de recapture de 0.20 pour un colt de
316.207 USD, sont les minimums nécessaires pour obtenir des estimations assez précises sur
les tailles des populations et des parametres démographiques pour que cela soit utilisable en
termes de conservation.

Les résultats obtenus lors de cette étude permettent aussi de montrer que le
couplage NIGS-CMR est faisable et est réaliste pour estimer des tailles des populations
robustes mais aussi pour estimer les paramétres démographiques chez P. livingstonii ainsi
gue d’autres especes de chauves-souris frugivores des régions tropicales. La seule limite de
cette approche est son co(it élevé. En effet, ces especes sont localisées majoritairement dans
des pays pauvres en Afrique et en Asie ou les fonds pour la conservation sont limités. Malgré
sa faisabilité technique, le colit de cette méthode parait assez élevé en comparaison des
budgets pouvant étre disponibles dans ces pays pour la conservation de ces espéeces.
Toutefois, les couts des analyses génétiques peuvent connaitre des baisses importantes dans
le temps. Collecter les échantillons des matieres fécales chaque année en paralléle des
comptages directs réalisés par certains ONGs, et attendre la baisse des prix des analyses
génétiques pourraient permettre de réaliser toute I’étude avec un co(t assez raisonnable sur

un moyen terme.
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1-ABSTRACT

In this study, we tested the relevance of using the combination of non-invasive
genetic sampling and capture-mark-recapture (NIGS-CMR) approach to estimate population
size and demographic parameters in tropical fruit bat species. Our goal was to evaluate
whether such approach can be a valuable method for conducting a long-term population
monitoring for threatened fruit bats. We examined the precision of population size and
demographic parameters estimates and the associated costs depending on different
monitoring scenarios using simulations. Among the 244 collected fecal samples, 135 samples
(55%) were successfully sequenced using mtDNA among which 120 sample have been
selected for the PCR with microsatellites. In these 120 amplified with microsatellites, 90
were successfully genotyped among which 69 different genotypes were identified. Our
results highlighted that five loci were required to identify individuals. Our simulations
showed that monitoring the species over a 6-years period with a recapture rate of 0.30 or
over a 9-years period with a recapture rate of 0.20 seemed relevant to get valuable
demographic parameter estimates. Among these two scenarios the first one was the less
expensive and provides estimates quicker than the second scenario. This first scenario
should cost about USD 284,000. NIGS-CMR approach is practically feasible in flying fox
species because the sample collection is easy but also because low genotyping errors can be
found during laboratory analysis. Yet its high costs related to laboratory processes represent
the limit of this approach for species mainly occurring in poor countries where the budgets
for conservation are usually low. Because the costs of genetic analysis can decrease in the
coming years, collecting the samples every year and wait for a decrease of genotype analysis
costs might be a valuable option to inform, hopefully not too late, the conservation strategy

of these species.

Key words: Fruit bats, Population size, population dynamics, Capture-Mark-recapture,

population viability
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2- INTRODUCTION

Reliable population size and demographic parameters estimates such as survival or
recruitment rate are of prime importance in conservation biology as they give information
about population viability. They also allow identifying what parameters conservation actions
need to target to be the most efficient (Coulson et al., 2010; Jean-dominique, 1992; Pradel,
1996; Tuljapurkar and Haridas, 2006). These parameters are however extremely difficult to
obtain especially for threatened species as they are often rare, elusive and sometimes
occupy inaccessible areas (Kindberg et al., 2009; Marucco et al., 2009b).

To estimate population size of threatened species, many biologists use direct counts,
for instance, (Costa et al.,, 2014; Hostetter et al., 2015; Spehar et al., 2015; Thomas and
Mannino, 2017) in insectivorous bats (Plecotus auritus, Tadarida brasiliensis, Entwistle et al.,
2000; kunz et al., 2009) or fruigivorous bats (Rousettus madagascariensis, Eidolon helvum,
Pteropus livingstonii, P. samoensis, P. tonganus and P. mariannus, Andrianaivoarivelo et al.,
2011; Brown, 1971; Daniel et al., 2016; Utzurrum et al., 2003; Webala et al., 2014). Such
direct counts are however biased due to imperfect detection (Dénes et al., 2015; Elphick,
2008). Moreover, for species that have large movement capacities, some individuals can
move between counting sites and can thus be counted twice if counts are not conducted
simultaneously (Daniel et al., 2016; De Barba et al., 2010; Garel et al., 2010; Granek, 2002;
Hedges et al., 2013; Marchandeau et al., 2006). Direct count method provides only indices of
the population size that might however lead to erroneous conclusion regarding population
trends when detection probability is not constant over time (Archaux et al., 2012; Gervasi et
al., 2014).

The issue of imperfect detection has been the focus of huge methodological
developments over the last 50 years (Williams et al., 2002). For instance, Distance Sampling
methods allow to model the detection probability of individuals given their distance to the
observer and then to correct for undetected individuals (Buckland et al., 2004). This method
is however inadequate when population size is low or when the species is elusive, as usual
for threatened species, since the number of observations become too low to correctly
estimate the parameters of the detection function. It is also inadequate for highly mobile
species, such as bats species for instance (Marucco et al., 2009). More importantly, whatever

they are corrected or not for detection issues, counts do not provide information on the
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demographic parameters, that are the most important data to acquire in order to give
information for conservation strategies (Blanc et al., 2013; Stephens et al., 2006).

Capture-Mark-Recapture (CMR) approaches have been developed over the last 50
years to tackle the difficulties associated with population size and demographic parameters
estimations in animal populations (Jean-dominique, 1992; Pradel et al., 1997; Schwarz and
Arnason, 1996). Despite their robustness and methodological flexibility, traditional CMR
approaches involved the direct handling of animals, which is usually extremely time-
consuming. Its applicability can also be problematic in secretive and wide-ranging species
occurring at low density (Blanc et al., 2013). Moreover, physical capture often disturbs
individuals and can sometimes even injure or kill animals, thus raising ethical issues,
especially in threatened species (Marucco et al., 2012).

Thanks to the advances in molecular analysis techniques, CMR can now be
implemented without physical handling of animals nor any contact with the studied animals.
We can use the genetic information extracted from diverse cues sampled in the field, such as
fecal materials or hairs, and minimize the risk and stress for animals (Taberlet et al., 1999).
The amplification of microsatellite DNA markers can allows the discrimination of such

|II

samples at the level of individuals (Valiere, 2002). The so called individual “noninvasive
genetic sampling” (NIGS thereafter) can be combined with CMR approach (Woodruff et al.,
2016). allowing to assess dispersal patterns (Valiere et al., 2003a), social structure (Stenglein
et al., 2011), population size and demographic parameters, such as survival rate and
reproduction (Barber-Meyer et al 2008; Marescot et al 2011; Cubaynes et al 2014). Such
NIGS-CMR combination can even provide more accurate estimations of population size,
demographic parameters and social structure, than standard methods (Arandjelovic et al.,
2011).

Although NIGS-CMR becomes common and regularly used by scientific community to
develop long-term population monitoring of some taxa, such as brown bears (Ursus arctos,
Taberlet et al., 1997), wolfs (Canis lupus, Valiere et al., 2003b) or large primates (Pan
troglodytes, Morin et al., 2001). The potential of this method has been finally assessed only
for a very small proportion of species (Baldwin et al., 2010).

Frugivorous bats, especially those living on tropical forests, like flying foxes, represent

an example of mammal species particularly interesting to monitor with NIGS-CMR because

they are elusive and difficult to study with traditional CMR methods. Despite the usefulness
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of NIGS to monitor such elusive and threatened species, few studies targeting flying fox
species in tropical forests used this method. To our knowledge, only Baldwin et al. (2010)
tried to use NIGS survey with the feces of the grey-headed flying fox (Pteropus
poliocephalus), but they don’t assessed population size and demographic parameters. Yet
they found a high rate of genotyping errors (a total genotyping error rate of 49%, a total
allelic dropout (ADO) rate of 45% and a total false alleles (FA) rate of 3.7%). The authors
reported that these high genotyping errors could be the result of poor-quality DNA or PCR
inhibitors present in the feces that might lead to false interpretations (Boston et al., 2012;
Puechmaille and Petit, 2007; Taberlet et al., 1997).

The Livingstone’s flying fox (Pteropus livingstonii) is an endemic fruit bat species from
Comoros archipelago. This species plays an important role into the ecosystem functioning as
pollinator and seed disperser (Sewall et al., 2007). It is considered as one of the most, if not
the most, threatened bats in the word (Daniel et al., 2016; Sewall et al., 2016). The
population size is very small (1300 individuals, Daniel et al 2016) and it suffers from the
highest rate of habitat loss in the world (9.3% per year in the Comoros Islands, FAO 2010;
Daniel et al., 2016). The population of this species is expected to dramatically decline in the
coming years if conservation measures are not settled (Daniel et al., 2016, Ibouroi et al.
submitted).

Despite this high extinction risk, the monitoring of P. livingstonii remains fairly
rudimentary. Population size is estimated using direct counts at roosting sites, a method that
yield only indices of the real size (Granek 2002; Daniel et al., 2016). Regarding demographic
parameters, no information is available, as no individual monitoring has never been
conducted on this species. NIGS-CMR might be a promising tool for this species as the
number of individual is relatively small, the roosting sites are well known (Daniel et al., 2016)
and the collection of feces at roosting sites is technically easy (Ibouroi et al. submitted).

Here, we used the example of P. livingstonii to test the relevance of NGIS-CMR
combination to estimate population size and demographic parameters in tropical fruit bat
species. More specifically, we aim at evaluating wether such protocol can be a valuable
method for conducting a long-term population monitoring. To this end, we firstly assessed if
individual identification is feasible using NIGS in tropical bat species. Secondly, we examined
the costs induced by this approach. Thirdly, using simulated data, we assessed the precision

of population size and demographic parameters estimates, given varying sampling design
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and evaluated the associated costs in order to examine whether NGIS-CMR could be relavnt

for long-term monitoring of tropical fruit bats.

3- MATERIALS AND METHODS

3.1- Field sampling

Fecal samples were collected at 12 roosting sites from Anjouan and Mohéli Islands
(Comoros). At each site, a plastic tarp was placed below each roosting tree from 6:00 pm to
8:00 am. We then collected up to 15 dropping samples of fecal material at each site. We
tried to collect only one dropping per individual. In some case, when two or more droppings
were closed in the trap (~0.5 m) and have the same colors and form, we supposed that the
same individual produced them, and only one sample was collected. These fecal samples
were placed into 5-ml tubes containing 96° ethanol or silica gel as preservative agents. The
samples were kept at room temperature (between 20 and 30 °C) in the Comoros Islands

before being transported to France and frozen (-4 °C) until processing for DNA extraction.

3.2- Laboratory process

DNA was extracted at the “Degraded DNA platform” of the LABEX CeMEB (University
of Montpellier) using a QIAGEN kit (DNeasy mericon Food N°69514). For this extraction, we
followed manufacturer’s protocols. DNA were amplified with Polymorphism Chain Reaction
(PCR) using both mitochondrial DNA (460 bp cytochrome b, mtDNA) and seven microsatellite
loci (A1, C6, PH9, A2, CSP7, A3 and B29) developed for P. rodricensis (O’Brien et al., 2007).

For more details of the laboratory process, see Ibouroi et al. (submitted).

3.3-Species and individual identification

As this species lives in sympatry with another flying fox (P. seychellensis comorensis)
in some of its roosts, we first checked if each sample belongs to the target species using
mitochondrial DNA (cytochrome b gene). More specifically all amplified mtDNA sequences
were compared to sequences available in GenBank (Table s1).

To assess the number of unique individuals in our samples, we used the program
GENALEX (Peakall and Smouse, 2012) to determine all pairs of samples sharing the same
genotype and the list of pairs of matching samples (Woods et al., 1999). If one or more

samples share the same genotype, the corresponding samples were regarded as originating
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from the same individual and only one was kept in the subsequent analysis (Ebert et al.,
2012; Ruell et al., 2009). In a second step, we used the program GENALEX to determine the
minimum number of microsatellites necessary for individual identification. This minimum
number depends on the variation of the allele frequency in the species. According to
Schwartz and Monfort (2008), six microsatellites loci were sufficient to distinguish
individuals of lynx with a probability of identification of 1.55 x 10® (Schwartz and Monfort,
2008). The program GENALEX allows us to assess (1) the probability that one pair of two
randomly selected DNA of fecal samples show identical genotypes (Probability of Identity or
PID thereafter) and (2) the probability of identity siblings (PIDsibs) which is the probability
that two siblings have the same genotype. According to Woods et al (1999), a minimum limit
of 0.001 of PID is required to distinguish between individuals while a minimum of 0.05 is
required for the probability of identity PIDsibs to distinguish between siblings (see also
(Brinkman et al., 2009; Marucco et al., 2009a; Woods et al., 1999). According to other
studies (Hedmark et al., 2004; Wultsch et al., 2014), minimum values of PID and PIDsibs of

0.0001 and 0.01 are required to distinguish between individuals and siblings, respectively.

3.4- CMR data simulations and associated costs

Regarding the cost estimation, we firstly evaluated the cost of NIGS-CMR approach
with 5 loci (allowing to have a PID < 0.001 and PIDsibs < 0.05) and in a second case we
estimated the cost with 10 loci (allowing to have minimum values of PIDsibs < 0.01 as
suggested by Hedmark et al., (2004)).

In order to assess the accuracy of the demographic parameters estimations achieved
with different field and genetic analysis efforts, we simulated varying CMR sampling
schemes.

There are some literatures emphasizing the demographic parameters of some
species of flying fox and other tropical fruit bats. For example, regarding the survival rate:
first year rate survival is estimated to 0.44 by Sibly et al. (1997) and 0.32 by Vardon and
Tidemann (2000) for P. Alecto (Fox et al., 2008; Sibly et al., 1997; Vardon and Tidemann,
2000). Fox et al. (2008) suggested a first year survival rate of 0.50 for Pteropus conspicillatus.
For P. poliocephalus, the adult survival rate was estimated between 0.80 and 0.90 annually
(Mcilwee and Martin, 2002). Hayman et al. (2012) found 0.43 and 0.83 for juvenile and adult

survivals respectively, for the straw-colored fruit bats (Eidolon helvum). Regarding births,
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O’Brien et al. (2011) highlighted that females Pteropus usually produce a single offspring. For
the breeding rate, Mclllwee and Martin (2002) suggested 0.80-0.90 for P. poliocephalus
(Mcilwee and Martin, 2002). Fox et al. (2008) estimated the reproduction rate of Pteropus
conspicillatus to 0.89 from age 3 years onwards (Fox et al., 2008). Hayman et al. (2012)
found a reproduction rate of 0.96 for the straw-colored fruit bats (Eidolon helvum, Hayman
et al., 2012).

The two flying fox species, for which we have estimates of demographic parameters,

are characterized by a mean body mass of 677 g for P. poliocephalus and 600 g for P.
conspicillatus (Juste, 2000; McNab and Armstrong, 2001). The body mass of Pteropus
livingstonii is also estimated to 600 g (Smith and Leslie, 2006).
For P. livingstonii, as demographic parameters were not available, and as demographic traits
are highly correlated to body in animals (Ringsby et al., 2015), we hypothesis that
demographic parameters could be relatively close to those of the different flying fox species
cited above.

We then used a female pre-breeding Leslie matrix based on three age classes (1-year
old individuals, 2 years old individuals and adult individuals) for which the survival
probability of the adults was fixed to 0.90. Survival rate of the two year-old individuals was
fixed to 0.80 and those of the one-year-old individual fixed to 0.60. The survival from birth to
one-year-old was fixed to 0.40 and the fecundity was fixed to 0.60 females by adult females.
These numbers were selected to match those of a long-lived species as P. livingstonii and to
get a population growth rate of 1.

The number of individuals in each age class at first year of the simulations was
obtained from the stable age-structure considering a population size of 1300 individuals
(Daniel et al 2016, lbouroi et al submitted). From year to year, we simulated the individual
trajectories (survival or death) and births to get an exhaustive census of all individual
composing the population over the entire simulated period. Survival and fecundity were
obtained by demographic stochasticity (random trial in a Bernouilli distribution for survival,
and random trial in a Poisson distribution for fecundity).

In a second step, we simulated the Capture-Recapture sampling scheme by randomly
selecting individuals in the population given the capture probability (random trial using a

Bernouilli distribution). We simulated a gradient of capture probabilities (from 0.10 to 0.60
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by 0.10 intervals) and a gradient of durations of the monitoring (from 3 years to 21 years
with an interval of 3 years).

The individual histories obtained were then analyzed with seniority and survival
Pradel model’s (Pradel, 1996) in MARK (White and Burnham 1999). This allows us to obtain
an estimate of survival probability, recruitment probability (1-seniority probability) and
recapture probability. Recapture probability was then used to estimate population size using
Horvitz-Thompson estimator (Yip et al 1996, Marucco et al 2009).

One thousand simulations were conducted for each scenario of capture probability
and monitoring duration. Estimates and precision of the estimates were derived from the
guantiles of these 1,000 simulations (median and 2.5 and 97.5 quantiles).

These analyses were performed using the environmental R 3.3.0 (R Development Core Team,

2016)

4- RESULTS

4.1- Species authentication and individual identification

In total, we collected 244 fecal samples in the field for P. livingstonii. Among these
244 fecal samples, 135 samples (55%) were successfully identified as P. livingstonii using
mtDNA sequences. Regarding the microsatellite analysis, among these 135 mtDNA
sequences, only 120 were selected for genotyping process (the 15 remaining samples have
not being genotyped because of time constraints; the 120 samples were selected in all sites
in order to have a balanced sampling design). Among the 120 samples, 90 were successfully
genotyped corresponding to a genotyping success rate of 74%. Among these 90 fecal
samples successfully genotyped, we identified 69 different genotypes for the two islands of
Anjouan (46 genotypes) and Mohéli (23 genotypes) which correspond to about 5% of the

total population (69 over about 1300 individuals, Daniel et al. 2016; Ibouroi et al. submitted).
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Table 1: Probability of identity (PID), and probability of identity for siblings (PIDsibs) for the
seven microsatellite loci used, the rate of allele dropout (ADO) and false alleles (FA) are
shown in the table

Locus ADO FA PID PIDsibs
Al 0,012 0,00 0,262 0,530
Cé6 0,006 0,00 0,304 0,567
PH9 0,027 0,00 0,147 0,451
A2 0,013 0,00 0,113 0,421
CSpP7 0,008 0,06 0,502 0,704
A3 0,040 0,07 0,350 0,617
B29 0,050 0,03 0,741 0,863
Mean 5 loci 0,000 0,038
Mean 7 loci 0,022 0,002 0,000 0,027

The average rate of allelic dropout (ADO) and false alleles (FA) were respectively
0,022 and 0.002 (Table 1). Five loci were required to achieve a PID <0.001 for P. livingstonii
individuals and a PIDsibs <0.05 for P. livingstonii siblings (Table 1, Figure 1). Five loci were
also sufficient to identify individual even using a limit of PID of 0.0001 (Table 1). However,
five and even seven loci were not sufficient to reach a value of 0.01 for PIDsib (PIDsib=0.038

for 5 loci and PIDsib = 0.027 for seven loci).
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Fig. 1: Plots showing the relationships between the number of microsatellites loci and the
probability of identity (A) and the probability of identity siblings assuming all individuals are
siblings (B) for P. livingstonii (n = 69) (for microsatellite: A1, C6, PH9, A2, CSP7, A3, B29)
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4.2- Cost of NIGS monitoring

During this study (using one mtDNA gene and 7 microsatellite loci), the cost including
field works and laboratory process was USD 14,398 (Table 2) and the cost per successful
genotyped samples was approximately USD 54.75. When increasing the field effort to collect
annually 500 samples in order to capture about 15% of the actual population size, the annual
cost is estimated to USD 22,882 for 5 loci and USD 27,753 for 10 loci. Indeed, among 500
samples, we have 55% (i.e. 275 samples) successful sequenced samples with mtDNA and
74% genotyped among the mtDNA sequences corresponding to 204 samples successfully

genotyped - captures and recaptures).
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Table 2: Evaluation of the actual cost during our study (2014-2016) and simulated expenditure required for noninvasive genetic sample to

assess accurate population size and demographic parameters of P.livingstonii; 1 sats=Microsatellites; ind=individual; N.B= number

Actual cost during our study (9 p

Estimated cost for 500 samples and 10 p

Estimated cost for 500 samples and 5 u

sats) sats sats

N.B of One N.B of N.B of
Activities samples ind Price (USD) | samples One ind Price (USD) samples Oneind  Price (USD)
Field 244 14 3458 500 14 7086 500 14 7,086
DNA extraction 244 5 1253 500 5 2569 500 5 2,569
DNA sequencing 244 8 2057 500 8 4215 500 8 4,215
DNA genotyping (55%) 120 34 4087 275 38 10341 275 20 5,469
Reliable genotypes (74
%) 90 34 3065 204 38 7671 204 20 4,057
Salary 11 3,543 11 3,543 11 3,543
Total cost 73 14,398 75 25,753 59 22,882
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4.3- Demographic parameter estimates using simulated CMR datasets

As expected, the precision of demographic parameters is positively correlated with
the number of years of study and with the recapture probability (Figure 2). It is rather clear
that a three-year study, whatever the field effort conducted each year will not allow getting
parameter estimates with a level of precision sufficient to be useful. Field effort dedicated to
get a 0.10 recapture probability (cost = USD 68,646) will also never be relevant whatever the
duration of the study. Our simulations show that a six-year study with a recapture rate of
0.30 (for a total cost of USD 284,321), or a 9 years-study with a recapture rate of 0.20 (for a
total cost of USD 316,207), may be the minimum effort to settle in order to get estimates

with a level of precision that might be enough for population viability analysis (Figure 2).
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For instance, the population size estimated with a six-year study is 1350 and its 95%Cl is
[900-2000] when the recapture rate is 0.10. It is 1350 with a 95%Cl [1200-1600] for a recapture
rate of 0.30 with the same duration. For a nine-year study, the population size is estimated to
1350 and its 95%Cl is [1200-1500] when the recapture rate is 0.20. With these estimates, we
can expect to detect a decrease of 1.6% of the population each year at the end of the study

period.

5- DISCUSSION

We obtained a genotyping success rate of 74%, which can be considered as high in
comparison to the literature (for example Baldwin et al., (2010) obtained 57% for the grey-
headed fox (Pteropus poliocephalus) and Viglino et al., (2016) got 53% for mouse-eared bats
(Myotis capaccinii, M. emarginatus and M. daubenonii)). According to the results presented in
the table 1, error rate obtained during our study was low indicating that NIGS is feasible and can
be considered as a useful tool for individual identifications.

To our knowledge, this is the first published noninvasive genetic sampling study
assessing individual identification in flying fox species. Among our seven polymorphic loci, five
were sufficient for assessing the individuals level (Probability of identity <0.001 and probability
of identity siblings <0.05). These low values of PID and PIDsib obtained for five loci suggest that
we can identify individuals using a few numbers of loci, ranging between 5 and 7 (Inoue et al
2016; Brinkman et al.,, 2009; Marucco et al.,, 2009, Woods et al 1999). However, when
considering the limit of 0.0001 and 0.01 for PID and PIDsibs respectively (Hedmark et al., 2004;
Waultsch et al., 2014), additional markers are required to accurately distinguish siblings.

Although a low number of loci does not allow to discriminate individuals thus might lead
to an underestimation of the population size (Woods et al 1999), a high number of loci can also
have negative impact on individual identifications (Fickel and Hohmann, 2006). For example, our
results show a proportion of false alleles estimated at 0.0022 for 7 microsatellite loci, thus
corresponding to a mean proportion of FA of 0.0004 per locus. This value can decrease by
increasing the number of loci and thus generate false unique genotypes, which can in turns,
lead to an overestimation of the population size (Fickel and Hohmann, 2006). Woods et al

(1999) reported for instance that a number of microsatellites ranging between 4 and 6 are
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sufficient to accurately distinguish individuals and siblings of brown bears (Woods et al., 1999).
For P. livingstonii, we considered that 5 microsatellite loci are sufficient to identify individuals

given that the values of PID and PIDsib are below the thresholds (Table 1).
5.1- Demographic parameters

Application of NIGS-CMR methods to monitor P. livingstonii and costs

NIGS method is recommended by many authors for long-term monitoring of many
mammal species including Brown Bears (Ursus arctos, Woods et al 1999), red wolf (Canis rufus,
Adams and Waits, 2007) or Asian elephant (Elephas maximus, Hedges et al., 2013). According to
our results, the method can accurately identify individuals and siblings of P. livingstonii using a
few number of loci (N=5). NIGS combined with CMR appears thus as a valuable option
compared to other methods such a physical CMR for instance. Indeed, it is much easier to
implement NIGS in the field for this species because sample collections are carried out below
known dormitory and can be collected anytime. It allows collecting CMR data without captures
that can be harmful, either for the animal or for the observers, with such large species. Captures
can also induce disturbances at the roosting site that might sometimes lead to roost
abandonment. NGIS might also enables collecting some data with less capture heterogeneity
than physical capture, as some individuals may be more difficult to catch than others. Finally, a
NIGS-CMR study also allows avoiding trap-dependence, a typical source of bias when capture
conditions are stressful for individuals (Rudy and Krebs, 1976).

Yet, according to our simulations, this method requires high expenses to obtain precise
population size and demographic parameters estimates. For example, with a 3-years NIGS-CMR
study with a recapture rate of 0.10 (cost USD 68,646) the precision of the demographic
parameter estimates is low. Two sampling designs seemed relevant to get valuable estimations
of demographic parameter: monitor the species over a 6-years period while increasing the
sample collection by three (allowing to reach a recapture rate of 0.30 instead of 0.10); monitor
the species over a 9-years period and simultaneously multiplying the sample collection by 2
(allowing to reach a recapture rate of 0.20). The cost of this second option is higher than the

previous one (about USD 316,207 compare to USD 284,321) as increasing the sampling
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collection a year (collect more samples when being in the field do not increase the cost) cost
less than increasing the number of years of field work (transportation, etc.). Moreover, this
second design requires more years to get precise estimates while in threatened species it is
important to get demographic parameters as fast as possible.

Unfortunately, the cost of these designs, even the 6-year study, appears as prohibitively
expensive to get precise population size and demographic parameters estimates of flying fox
and the most fruit bat species. These fruit bat species are mostly found in poorest nations of
Africa and Asia, where financial support for species conservation is limited (O’Brien et al 2011).
These species are not as emblematic as tigers or lions and drive also less money for their

conservation.

6- Conclusion

NGIS-CMR approach is practically feasible in flying fox species because the sample
collection is easy but also because low genotyping errors can be found during laboratory
analysis. This method appeared to be more robust for conservation purpose than traditional
CMR approaches as it is less harmful for individuals. In the same analysis, other types of
information such as genetic diversity and social structure (Solberg et al., 2006) or dispersion
between roosts between seasons for instance can also be provided. The limit of the use of NIGS-
CMR for tropical fruit bats is the high prices related to laboratory processes. These costs appear
much higher than the amount of financial support that could be available for the conservation
of fruit bat species in the poorest nations of Africa and some countries of Asia where these
species are located. Yet the field effort to collect fecal samples is cheap, especially because
direct counts at roost are usually conducted annually by some national and international NGOs
(Dahari, Bat Conservation International for instance for P. livingstonii) so that the collection of
fecal material can benefit from these field sessions. Because the cost of genetic analysis often
decreases over time, collecting the samples every year, store them at (-20°C or -80°C to ensure
for DNA conservation) and wait for a decrease of genotype analyses cost might be a valuable

option to inform, hopefully not too late, the conservation strategy of these species.
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Chapitre 5

5- La pauvreté est la principale cause de l'utilisation non durable des ressources

naturelles dans I’Union des Comores

Collecte du bois a Anjouan
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Article en Préparation

Contexte

Cette partie de la these a pour objectif de caractériser I'attitude de la population locale
vis-a-vis de la biodiversité, sa connaissance des espéces ainsi que les pressions qu’elle exerce sur
les habitats et sur la biodiversité. Le but est d’identifier des actions pertinentes et des stratégies
efficaces pour la conservation de la biodiversité et des habitats naturels. Cette étude vise donc a
déterminer quelles représentations ont les populations locales vis-a-vis de la biodiversité afin de
déterminer quelles sont les difficultés mais aussi les bras de levier potentiels pour améliorer la

conservation de cette biodiversité.

Matériels et Méthodes

J’ai réalisé I'étude avec deux approches différentes mais complémentaires. Dans une
premiére approche, j’ai mené des interviews semi-dirigées dont I'objectif était de faire émerger
toute information concernant les utilisations potentielles des ressources naturelles mais aussi
de clarifier les attitudes des villageois vis-a-vis de la biodiversité en général et des chauves-
souris en particuliers. Pour cela, une série de 30 questions a été posée a 27 participants et les
réponses ont été enregistrées dans un dictaphone. A partir des réponses obtenues, j'ai ressorti
les perceptions et attitudes des villageois ainsi que leurs représentations vis-a-vis de la
biodiversité et des habitats naturels.

La deuxieme approche reposait sur la méthode de Q-sort pour évaluer les différents
points de vue de la population locale en fonction des différents groupes sociaux (niveaux
d’éducation et niveaux professionnels, différents classe d’ages, zones géographiques etc.). Cette
étude consistait a soumettre une série de propositions (items) variées et disparates (33
affirmations sous forme de carte) parmi lesquelles chaque personne interrogée choisit celles
auxquelles elle adhére (+4 signifie qu’il est plus d’accord avec I'affirmation) et celles qu’elle

rejette (-4 signifie que la personne rejette totalement I'affirmation et qu’elle moins d’accord).
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Au cours de cette étape, 30 personnes ont été sélectionnées pour participer a I'enquéte et les
analyses de ces données ont été réalisées en utilisant des modeles multivariés avec le
programme R et les package Q-methodology et aded4 permettant de mettre évidence les

divergences et les points de convergence entre les personnes enquétées.

Résultats principaux

Les populations locales enquétées sont fortement liées a I'utilisation des ressources
naturelles et I'exploitation des habitats naturels notamment pour la culture en milieux forestier
mais aussi pour la collecte des bois d’ceuvres.

Ces communautés rurales des Comores ont des attitudes positives vis-a-vis de la

biodiversité d’une maniére générale et considerent les chauves-souris en particulier comme
étant des especes de grande importance pour la régénération des foréts naturelles mais aussi
pour les cultures fruitiéres. A ces visions positives sur la biodiversité s’ajoute aussi d’attitudes
positives vis-a-vis de la conservation de la biodiversité en général.
Les approches adoptées lors de cette étude permettent de souligner une nette séparation de la
population locale vis-a-vis de I'utilisation des ressources naturelles et de la gestion des habitats
naturels. Tout d’abord, les populations locales ayant des niveaux d’éducation assez élevés et
ayant des activités professionnelles sont en faveur d’une gestion durable des ressources
naturelles et de la conservation de la biodiversité, notamment a travers le role de I’Etat. Les
personnes démunies avec des niveaux éducatifs assez faibles ne pensent qu’a des intéréts
immeédiats issus des ressources naturelles et pensent que c’est a eux de gérer la forét et les
ressources naturelles.

La (sur)exploitation de la forét étant une question de survie pour la population locale
malgré le fait qu’elle connaisse I'importance de sa conservation, assurer le maintien de la
biodiversité et des habitats naturels aux Comores ne sera possible qu'en associant les
populations rurales aux responsabilités de conservation de ces zones naturelles. La meilleure
stratégie de conservation a adopter dans ces iles est de ce fait de contribuer a 'amélioration de
leur niveau de vie par la création de différentes activités générant des revenus, de créer

d’autres projets de conservation mais aussi de renforcer I'écotourisme dans ces fles afin de
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réduire la nécessité pour cette population de dépendre directement de I'exploitation de la

forét.
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1-ABSTRACT

The Comoros archipelago is considered a biodiversity hotspot due to its high level of
endemism. It however suffers one of the highest rates of natural habitat loss in the world. In
this study, we used semi-structured interviews and Q-methodology approach to assess how
local communities use natural resources. We investigated the local human subjectivity and
perceptions toward biodiversity in general as well as toward conservation actions. According to
our results, all interviewed people received direct benefits from forests and their livelihood
sources come from subsistence of natural resources. Although local people are using natural
resources in an unsustainable way, they have positive perception toward biodiversity and
reported that wild animals are useful for their subsistence. The lack of governmental assistance
is claimed as the main cause leading to forest over-harvesting. According to our results, formal
education and employment appeared to influence the ranking of statements. Respondents with
a higher formal education level and employment were more in favor of long-term forest and
biodiversity conservation. In contrast, respondents with low level of formal education and often
unemployed were in favor of more immediate benefits. These results suggest that the lack of
livelihoods for rural people is the main factor leading them to over-harvest natural resources.
The most relevant conservation management plan to develop in these islands should be
programs allowing to tackle the poverty of people living around natural forests. This strategy
could firstly build on the needs of local communities which can allow them to be less dependent
to natural forests.

Key words: Comoros Islands, Fruit bats, Habitat loss, Socio-economic level, Q-sort, Conservation

strategies
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2- INTRODUCTION

Biodiversity and natural resources provide many direct and indirect services to human
society and are fundamental for their well-being (Giannini et al., 2012; Zhao et al., 2016). As a
consequence, human populations strongly depend on natural ecosystems (Zhu et al., 2016). This
is especially true for the poorest populations of several under-developed countries that largely
and directly depend on plants for foods, for building materials and for natural medicines as well
as on wild animals for meat (Ryan et al., 2016). However, biodiversity and natural resources are
experiencing a continuous degradation due to human actions. Management measures of
biodiversity and natural resources are crucially needed in many developing countries (Jantz et
al., 2015; Ripple et al., 2016) as well as in developed ones (Herbert et al., 2016).

Biodiversity and natural resource management implemented in natural ecosystems of
developing countries often relies on ecological, genetic or demographic monitoring of only a
few target species, and often neglects human societies who crucially depend on this biodiversity
(Fritz-Vietta, 2016). Neglecting local population needs and practices in such situations often
results in conflicts between biodiversity managers and local populations. This eventually leads
to negative attitudes against biodiversity conservation plans that in turn affect both the
efficiency of these biodiversity conservation plans but also local population livelihood (Debata
et al., 2017; Fritz-Vietta, 2016; Sournia, 1990).

The implementation of conciliation between local population needs and natural resource
use is now claimed as fundamental for ensuring success of long-term biodiversity management
plans especially in developing countries (Drescher et al., 2016; Martin et al., 2016). This
understanding indeed allows to develop management plans that secure both livelihoods and
well-being of rural populations and biodiversity conservation (Boron et al., 2016; Helm Aveliina,
2006).

The Comoros archipelago is considered (among other Indian Ocean islands) as a
biodiversity hotspot because of its high level of endemism (Myers et al., 2000). Natural habitats
in these islands are facing the highest rate of habitat loss in the world (9.3% each year, FAO
2010; Daniel et al., 2016). The Union of Comoros is one of the poorest nations in the world

(Bourgoin et al., 2017) and about 72% of the population directly depend on forest resources for
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subsistence (Bourgoin et al., 2017; Fisher and Christopher, 2007). Indeed, according to Fisher
and Christopher (2007), 60% of Comorian people live below poverty line and 49% are
undernourished. Moreover the islands suffer a fast-growing population that induces a strong
need of lands for agriculture and also wood exploitation for building (Elvidge et al., 2009). This
intensive land use is the direct cause of the huge rate of natural habitat loss observed in the
archipelago. The current pressure on natural habitats, especially natural forests, alters the

ecosystem service they provide.

Pteropus livingstonii and P.seychellensis comorensis are two fruit bat species endemic to
the Comoros archipleago and among the most threatned fauna on these islands (Goodman et
al., 2010). These two flying fox species differ by their feeding and roosting behavior as well as by
their dispersal patterns (Norberg et al., 2000; Trewhella et al., 2001). P. livingstonii is confined
to the remaining mountain forests of the Anjouan and Mohéli Islands, while P. s. comorensis is
widely distributed over all four islands of Comoros, as well as Mafia Island in Tanzania (Cheke
2011). These two fruit bat species are important ecosystem service providers as they are
pollinators and seed dispersers. Their large body size and the fact that they live in large colonies
allow them to disperse a large quantity of seeds over wide areas (Hernandez-Montero et al.
2015; Razafindratsima 2014). They thus have a potentially crucial impact both on forest
regeneration and the cultivation of plants. Despite their importance in the ecosystem
functioning, these two flying fox species face intense anthropogenic pressures as they live in an
area where people largely depend upon natural habitats, especially forests for subsistence
resources such as fuelwood, building materials, medicinal plants, wild animal hunting and wild
fruits (Daniel et al., 2016). Their potential extinction at relatively short-term may pose some
ethical issues in terms of biodiversity conservation but will also affect the ecosystem functioning
and in turn should affect the local human population whose subsistence relies on the forest
(Trewhella et al., 2001). A conservation plan for these species and their habitats is crucially

needed.

Some conservation actions have been carried out in the three islands of Comoros for
several years by different Comorian institutions such as the “Direction Générale de
I'Environnement et des Foréts” in order to develop management plans and conservation
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measures for biodiversity including flying fox (P. livingstonii, Ibouroi obs. pers). However, these
initiatives generally remain limited to administrative documents and were not converted into
concrete actions in the field. Other conservation initiatives have been implemented by local and
international NGOs, such as the NGO "Community Engagement for Sustainable Development
(ECDD) 2008-2013", and the “International Action Comoros” in order (1) to improve local
community livelihood, (2) to carry out a long-term monitoring of P. livingstonii and (3) to
propose conservation measures (Sewall et al., 2007; Trewhella et al., 2005). However, these
conservation projects did not achieve their objectives. Some studies have notably concluded
that the most relevant and durable conservation actions to carry out for these species and their
habitats could be a conservation strategy attempting to link social development with nature
protection by involving rural communities in conservation programs and connecting them with

scientists, forest managers and the government (Granek and Brown, 2005).

In this study we used semi-structured interviews and Q-methodology approach in order
to assess relationships between the local community and natural resource uses and their
impacts on natural habitats. More specifically we assessed (1) how rural informants perceive
benefits from natural resources and how they impact biodiversity, (2) the various knowledge,
perceptions and attitudes towards biodiversity in general, bat species in particular as well as
conservation actions in general. As social factors such as age, activity, level of formal education,
and geographic localization can affect knowledge and determine attitude and perceptions, we
assessed what factors might be related to positive or negative perception towards forests,
biodiversity and flying foxes conservation. Such information might help to understand the
representation of the local community for this biodiversity, to interpret the on-going natural
habitat evolution and to predict its future allowing us to subsequently propose some relevant

long-term conservation actions and habitat management.
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3- MATERIALS AND METHODS

3.1- Study area

The Comoros archipelago is located in the indian ocean, midway between Madagascar
and the eastern coast of Africa. This archipelago comprises four islands: Grande Comore,
Mohéli, Anjouan (the three islands being the Union of the Comoros), and Mayotte (an overseas
department of France). The Comoros Islands cover 1,862 km? without Mayotte and represent
the third-smallest African nation in terms of surface (Michon, 2016). Populations from these
islands are mainly muslims and are ones of the poorest people in the world (Elvidge et al.,
2009). Comoros’s people have multiple origins including Africa, Arabian Peninsula and the
Persian Gulf, Malay Archipelago, and Madagascar (Msaidie et al., 2011). These islands are
separated each other by a distance of about 40-80 km. Since their emergence, about 7 million
years ago, these islands have never been connected to a continental mainland nor to each other

(Louette et al., 2004). Our study focused on the three islands of the Union of the Comoros only.

In these three islands of the Union of Comoros, natural resource uses differ between
islands and depend to the different interests and practices of the various social groups (Sewall
et al.,, 2007). These differences affect in turns the rate of habitat loss or fragmentation of
forests. For example, the Anjouan Island suffers from the highest human population growth
(6.5% per year) of the archipelago, which has direct consequences on land conversion. On this
island, more than 85% of natural habitats have been converted into farmland, urban area and
secondary forest from 1972 to 1987 (Goodman et al., 2010). In contrast, habitat loss is relatively
limited in the Mohéli Island, probably because of the presence of a protected area (the Mohéli
Marine Park, MMP). In Mohéli, this marine protected area was established in 2000. The goal
was to protect a 404 km? of marine area which represents the natural habitat of many endemic

and threatened marine taxa such as the coelacanth (Latimeria chalumnae), humpback whales

(Megaptera novaeangliae), dugong (Dugong dugon) and tortoise (Chelonia mydas). The
presence of this marine protected area in Mohéli represents an important source of incomes for
local communities. Indeed several members of the community were hired by the park as regular

staff (Granek and Brown, 2005). Many tourists also arrive to visit the endemic marine taxa and
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take opportunity to discover other terrestrial endangered species such as the Livingstone’s
flying fox (Pteropus livingstonii). This touristic activity generates direct financial incomes for
some local people (for example for guide payment, hotel...). Since 2016, all terrestrial areas
where natural forests are located (the Mledjelé forest, the Mze-koukoule forest and the forest
of Siri-ziroudani) are included in the protected area and the status of Mohéli Marine Park has
evolved to Mohéli National Park that aims at contributing to habitat loss reduction and

threatened species management.

3.2- Data collection

For our study, we targeted people living in villages within 1-5 km around forests. Our
study involves the villages of Walla 1, Walla 2, Ndrondroni, Nioumachoua (Mohéli Island), the
villages of Mpagé, Moya, Ouzini, Salamani, Ngazalé, Domoni, Mromaji, Adda and Limbi (Anjouan
Islands) and the villages of Ntsinimoipanga, Mohoro, Nioumamilima, Nioumadzaha,
Djoumoichongo, and Maoueni ya Mboudé (Grande Comore Island, Figure s1). All interviewed
people were randomly selected in villages during their activities or during our prospection in

forests.

3.2.1- Semi-structured questionnaire

Interviews were conducted between January and April 2016. Based on an interview
guide (table 1) made of 30 questions, we conducted semi-structured interviews that aim at
getting information regarding natural resource uses and their consequences on forests (Sodhi et
al., 2010). Individual interviews were carried out by two researchers in isolated place to avoid all
influence of the discussion by other persons. Discussions and information records took about
one hour each. All responses were recorded with a dictaphone. Interviews were carried out in
local language in order to facilitate discussion and the recorded information was translated and
transcribed literally in French for analysis and was later translated into English. For each
interviewed person, we also reported its gender, age, residency, socio-professional activity and
level of formal education. To facilitate data analysis, we asked for the same information and

guestions were formulated in the same way for all interviewers.
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Table 1. First interviews with rural population in the Comoros

n°® Statement

1 | Do you often go to the forest?

2 | Which activities do you have in the forest?

3 | Whois logging wood / exploiting the forest? Where do they come from?
4 | Do you know about the history of this forest?

5 | Did you notice any change in the forest?

6 | What would you like this forest to become?

7 | If the forest would disappear, what would be the change to you?

8 | What are the wild animals you know in this forest?

9 | Do you have relationships with these animals? What are these animals to you?
10 | Are some wild animals hunted? What for?

11 | Who are the people hunting wild animals?

12 | Which hunting technique is more spread and more efficient?

13 | Did you notice an increase or a decrease of wild animals?

14 | Do you know bats?

15 | Which type of bats have you encountered during your life?

16 | Where do these bats live?

17 | Where do these bats feed?

18 | What do you think about these bats?

19 | What are your daily activities?

20 | Do you cultivate? What do you cultivate?

21 | In which area do you prefer to cultivate?

22 | Which type of culture do you

23 | Have you noticed any change in crop production compared to the past?
24 | What are the difficulties encountered to develop your cultivation?

25 | Does the state take an interest in your activities? Does it provide any help?
26 | Do the NGOs take an interest in your activities? Do they provide any help?
27 | What would you like to do to improve your activities?

28 | Do you know what a protected area is?

29 | Would you agree if a protected area would be put in place in this forest?
30 | What areas would you suggest to become protected areas?
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3.2.2- Q-methodology

Q-methodology is a classical method applied to reveal human subjectivity and attitudes
towards a defined issue. It specifically aims at underlying patterns among the targeted
population that have broad shared common points and divergences (Watts and Stenner, 2012,
2005). Q-methodology combines qualitative study of attitudes with statistical rigors of
quantitative research techniques (Watts and Stenner, 2012, 2005). It is increasingly applied in
different scientific researches among which environmental studies, environmental
management, policy, and conservation biology (Debata et al., 2017; Kamal and Grodzinska-
Jurczak, 2014). Q-methodology involves four main steps including, (1) identify a concourse of
statements, (2) select statements to consider as Q-sort (Q-sort is a sample of statements
selected among different issues and typically printed on small cards), (3) administer Q-sort
qualitative surveys, and (4) analyze data using factorial analysis (Eden et al., 2005; Kamal and
Grodzinska-Jurczak, 2014).

During this study, Q-methodology approach was conducted between August and
October 2016 to sort out different local perceptions towards biodiversity and to assess the
relationships between the on-going natural forests and natural resource use by local population.
Our previous semi-structured interviews with local population (see above) were used to select
an ensemble of 60 opinion statements expressed by the participants. The statements were then
grouped into five main topics: (i) land use, (ii) living activity of local population, (iii) importance
of forest and biodiversity for local population, (iv) importance of flying fox for both forest and
local community, (v) relevance of a protected area in order to allow long term conservation of
biodiversity and natural habitats. Among the 60 selected statements, a subset of 33 items called
the ‘Q-sample’ or ‘Q-sorts’ was then selected to be presented to the next participants to Q-sort
survey. All the Q-sorts were reported on 33 different cards numbered from 1 to 33. In order to
have the opinion of each participant and their common and divergence points, participants
were asked to sort this list of 33 items according to a nine-point scale of
agreement/disagreement (4, 3, 2, 1, 0, -1, -2, -3, -4) forcing them to rank their opinions (figure

1). Each participant was then asked to explain their most extreme choices (-4 and +4) which was
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used to interpret the results. For each participant, we recorded its geographic location, village,
age, sex, living activity and level of formal education. This dataset (including individuals in lines
and score for each question in rows) was analyzed with multivariate analyses to identify an
ensemble of components clustering the different participants sharing the same statements or

on the contrary segregating some participants.

Disagree most Agree most

-4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4

Fig. 1: Q sort template with the 33 grids

These analyses were performed using the environmental R 3.3.0 (R Development Core
Team, 2016). More specifically we used a varimax approach, classically used in Q-sort data
analysis and implemented in the package Q-methodology (Zabala, 2014). Additionally, we
analyzed the dataset with an inter-class Principal Component Analysis (PCA) implemented in
ade4 (Thioulouse and Dray, 2007). This analysis rotates the selected PCA axes to maximize the
correlation among predefined groups. More specifically, we used this analysis to test the
discrimination between (1) the group of employed people with high level of formal education
(Employed_HLE) and the group of unemployed people with low level of formal education

(unemployed), (2) the people from the three different islands of the archipelago, (3) two age
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classes - the group of young people (19-35 years old) and the group of older people (36-65 years
old). We tested whether these predefined groups significantly differed from each other in term
of Q-sort scoring. A permutation test based on 1000 permutations was performed to test for
significance of the discrimination. The tests were considered significant when the p-value were

<0.05.
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4- RESULTS

4.1- Semi-structured questionnaire and classical interviews with local population
40 persons were asked for participating to the interviews among which 13 declined and 27
agreed. Among the declined, there were one man and 12 women. Among the 27 interviewed
people, one respondent was under 18 years old and was excluded from the analysis. Among the
26 respondents, we had 23 men and 3 women. The ages of interviewed people varied from 22
to 65 years and average to 41 years old. Among the interviewed people, 14 lived in the island of

Anjouan, 7 in Mohéli and 5 in the Grande Comore.
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Table 2: Factor arrays with individual statements scores of Factors 1 and 2 with Q sort method

No. |Statements Factor 1 | Factor 2
1| It is mainly villagers who are cutting trees 0 -1
2 | People from this village do not cut trees, wood logging is prohibited -3 0
3| It would be good if the natural forest is reestablished as before 3 4
4 | Forest is declining on the island 2 2
5 | If the forest disappears from the island, people will also disappear 3 3
We must continue to deforest because we need more land to
6 | cultivate -4 -2
7 | If people collect wood, it is mainly to sell it -1 -3
8 | The forest should be managed by villagers 0 3
9 | There are many outsiders coming to the village to hunt -2 -3
10| Only children and teenagers hunt in our village -2 -2
11| There is no hunting here because it’s too difficult to hunt -1 -2
12 | It is prohibited to kill bats 0 2
13 | Comorians do not eat fruit bats -1 2
14 | Wild animals are decreasing in our regions 2 2
15| In general, animals are not useful -4 -4
16 | Some wild animals destroy our plantations -2 1
17 | If wildlife disappear, our plantation will decrease 1 0
18 | Fruit bats have no usefulness -3 -4
19 | Agriculture and farming are the only possible living activities here -1 1
20 | There are not enough people who cultivate 1 -2
21| Cultures should be mainly developed in plains 0 0
We need to cultivate more land because land produces less than
22 | before -2 0
23| Agriculture is not profitable because prices are too low 1 -1
24 | Cultures do not produce enough because there are many diseases 2 0
25| There are many problems with robbery in plantations 4 -1
26 | Rice cultivation should be further developed 1 -1
27 | It is important to preserve traditional agriculture -1 1
28 | The Comorian government often helps local populations -3 -3
29 | Project / NGO money never reaches farmers 0 -1
30| Aid is needed to develop new agricultural techniques 3 1
31| Tourism activities should be developed on the island 4 4
32 | Fishing brings a lot of revenue for us 1 3
There should be some areas where environment and animals could be
33| protected 2 1
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All the interviewed people perceived profits from forests and used natural resources for
everyday life (Table 3). All respondents stipulated that they were going in forest to work, 83%
for agriculture and cultivation, and 12% to collect woods (Table 3). When answering to the
qguestion: “If this natural forest disappears completely, could that imply any changes for you?
What interest brings natural forest to your well-being?”, most respondents (84%) highlighted
that forest is necessary for soil fertility and thus necessary for agriculture and it is important to

maintain water source.

4.1.1-Local perception of wild animals

Of the respondents questioned, 96% reported to know the component of biodiversity
and its importance for their subsistence. Among this 96%, 63% have positive perception
towards wild animals and reported that wild animals are useful for their being while 32%

proclaimed that some wild animals are useful and others are harmful.
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Table 3: Different responses according to the first interviews with local population: different attitudes towards biodiversity and fruit bats and

habitat management; ST= Statements, NBR=number of interviewed people, NBDR= humber of different responses, R1=Response 1, R

2=response2? R 3=response3, R 4=response 4, Fce 1= Frequency of R 1, Fce 2= Frequency of R 2, Fce 3= Frequency of R 3, Fce 4= Frequency of R4

FceR FceR FceR
ST|NBR|NBDR [R1 FceR1 |R2 2 R3 3 R4 4
| go mostly in the
1| 26 0 | forest to work 100,00
Cultivation, surveying
2| 26 4 | agriculture 0,85 | wood collection 0,12 | Bat monitoring 0,04 | forest 0,08
No forest
26 4 | Villagers 0,27 | by outsiders 0,19 | from all regions 0,27 | disturbance | 0,15
4| 25 2 |Yes | know 0,92 | No I don't know 0,08
25 2 | Forest decreasing 0,92 | No idea 0,08
Need forest
reestablishment
Need for the forest No need for with government
6| 26 3 | to be reestablished 0,92 | reestablishment 0,04 | assistance 0,04
If the forest
disappears, we will
have great
7| 26 0 | problems, no life 1,00
| know some wild
animals, birds,
lemurs, mammal | don't know anything
8| 26 bats... 0,96 | about wild animals 0,04
Some wild animals are
Wild animals are useful and other are
9| 25 2 | useful 0,68 | harmful (neutral 0,32

192



perception)

Wild animal are

Wild animals are mostly

10| 26 4 | hunted for foods 0,54 | hunted for domestication | 0,08 | No hunt 0,31
11| 26 4 | Hunted by outsiders 0,27 | Hunted by young 0,31 | All people hunt 0,08 | No hunt 0,31
Animals are hunted Animals are hunted using Animals are not
12| 17 using rifles 0,47 | traps 0,18 | hunted 0,35
Wild animals are Wild animals are No change for wild
13| 22 decreasing 0,83 | increasing 0,09 | animals 0,04 | no idea 0,04
14| 26 0| Yes | know fruit bats 1,00
| do not
There are two types, know if there
the black one and there is only one are different
15| 26 the common one 0,58 | there are three type 0,12 | type 0,19 | types 0,12
The fruit bats that | One type niches in forest
know niche in our and the other one in our All fruit bats niche
16| 25 villages 0,56 | villages 0,24 |in forest 0,20
One type feeds in forest
These fruit bats feed and the other feeds in | do not
17| 25 in forest 0,32 | plantations 0,12 | Feed in plantation | 0,28 | know 0,28
Fruit bats are very | don't know their
18| 26 2 | useful 0,81 | advantage 0,19
19| 26 Agriculture 0,81 | wood collection 0,08 | Fishing 0,12 | Tourism 0,04
20| 26 7 | Cassava 0,54 | Banana 0,50 | Tomatoes 0,38 | Potato 0,35
We cultivate in We cultivate at low We cultivate not
21| 23 forest 0,70 | elevation 0,43 | far from the village | 0,13
22| 17 Dry season 0,53 | Wet season 0,18 | No specific season | 0,29
There are changes Change with positive
23| 23 with negative effect 0,57 | effect 0,35 | No change 0,09
Lack of technical
and financial No outlet to drain There are many Animal
24| 19 resources 0,63 | product 0,11 | thieves 0,21 | invasions 0,11
25| 24 Never 0,92 | some times 0,08
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26| 24 Never 0,63 | some times 0,38
Something to
eat before
Material and Assistance of NGO and High price for going to
27| 22 technical assistance 0,36 | Government 0,41 | product 0,05 | work 0,05
28| 25 No | do not know 0,76 | Yes | know 0,24
| do not know its
29| 24 | will agree 0,71 | No | will not agree 0,08 | advantage 0,21
We must discuss
| can propose a with authority
30| 21 suitable area 0,71|1do not know 0,14 | before 0,14
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4.1.2-Local perception of fruit bats

All interviewed people claimed to know bats, but the majority had difficulties to
distinguish the three different species of fruit bats of Comoros. A high proportion (58%)
reported that there are only two species of fruit bats in the Comoros Islands (the Livingstone’s
flying fox or P. livingstonii and the common Comorian flying fox or P. s. comorensis). 12% of
interviewed people mentioned that there are three species of fruit bats (P. livingstonii, P. s.
comorensis and Roussettus obliviosus) and 19% claimed to know only one type of fruit bats and
did not know if there are other types of fruit bats.

Comorian people attitudes toward bats were mostly positive (81%) and only 19%
reported not knowing the usefulness of fruit bats. Among interviewed people that have a
positive attitude and perception toward fruit bats, most (58%) reported the importance of these
bats (1) as seed dispersers for forest regeneration, (2) for dispersion of seeds of important cash
crops such as cashews and mangos, (3) as pollinators or (4) as a source of income from tourism
(the case of P. livingstonii). Some respondents (19%) mentioned that fruit bats, especially those

living in village (P. s. comorensis) generate some damages in plantations.

4.1.3-Biodiversity and conservation

According to our analyses, all the interviewed people have some knowledge on forest
and its usefulness for local population. When answering the question about perception of
landscape changes within forests “Have you seen any current changes?”, around 92% of the
interviewed people reported that natural forest is over-harvested and is decreasing in surface.
They highlighted that forest decline has an impact on their livelihood. Although only 12% of
interviewed people reported that wood collection was their main activity (Table 3), the majority
(92%) of interviewed people highlighted that wood collection is one of the main factors
impacting forests. When asking “who is responsible for the wood collection and forest
harvesting?”, surprisingly, their responses were contrasted. Only 27% reported that villagers are
responsible for forest loss because they practice intense wood collections, 19% proclaimed that
their forests are harvested by foreigners from other cities of the island, 27% claimed that people
who harvest forests come from the different regions at the three islands of Comoros, and 15%

of respondents mentioned that forests of their region are not harvested at all (Table 3).
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Despite these divergences, all respondents reported the negative impact of natural
forest use on their livelihood and wellbeing, and proclaimed that if forests disappear

completely, human life will not be possible in their regions.

196



Most of our respondents reported that rural populations are neglected and lack
assistance from government and/or NGO and said that this is the main cause leading to forest
over-harvesting. High proportions of respondents (92% and 63%) reported to never benefit
from any assistance from government and NGO respectively (Table 3). Among interviewed
people, 36% mentioned that the lack of agriculture material and technical assistance are the
main factors inciting rural people to harvest the forest. 41% mentioned that the lack of
assistance from government and NGO constraints rural population to be highly dependent to
natural forests since they do not have any livelihood as alternative solution (Table 3). Therefore,
local population agreed that natural forest must be protected or even regenerated. 71% of our
respondents agreed for the development of protected area in their region and 21% agreed with
protected area creation if some conditions are fulfilled, notably the development of

governmental support to their activity and for agricultural equipment and techniques.
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4.2- Q-sort results and Varimax

The two first selected factors of the varimax explained 50 % of the total variance and
allow separating two groups among respondents. The first group was represented by employed
people with high level of formal education (respondents having the diploma of baccalaureate
and more) while the second group was represented by unemployed group (Table 5). The first
factor explained 32% of the total variance. According to our results (Table 5), 20 respondents
(60%) are grouped into the factor 1 of which 16 (80%) have a high level of formal education and
a professional activity. Among the respondents grouped into factor 1, only 4 respondents were
unemployed with low level of formal education. The second factor explained 18% of total
variance. Among the respondents grouped into the factor 2, 62% are not employed with low

level of formal education (Table 5).

198



Table 4: Distinguishing & consensus statements between the two factors; Asterisk (*) Indicates
Significance at P < .01)

Distinguishing statement between the two factors

No Statements Q-SVv Z-SCR Q-SVv Z-SCR
1* 0 0.10 -1 -0.54
2* -3 -1.14 0 0.03
4 2 1.41 2 0.94
6* -4 -1.85 -2 -0.88
7* -1 -0.49 -3 -1.18
8* 0 0.14 3 1.63
9* -2 -0.62 -3 -1.46
12%* 0 -0.29 2 0.80
13* -1 -0.53 2 0.56
16* -2 -0.58 1 0.40
17 1 0.32 0 -0.13
19* -1 -0.30 1 0.39
20%* 1 0.42 -2 -1.04
22% -2 -0.93 0 0.13
23%* 1 0.18 -1 -0.59
25%* 4 1.66 -1 -0.48
26* 1 0.38 -1 -0.48
27* -1 -0.46 1 0.40
30* 3 1.49 1 0.39
32* 1 0.21 3 1.15
33%* 2 1.34 1 0.28
Consensus Statements between the two of Factors

3 3 1.55 4 1.89
5 3 1.47 3 1.61
10 -2 -0.66 -2 -0.88
11 -1 -0.52 -2 -0.67
14 2 0.72 2 0.63
15 -4 -1.74 -4 -1.57
18 -3 -1.48 -4 -1.78
21 0 -0.22 0 0.08
24 2 0.47 0 0.14
28 -3 -1.32 -3 -1.31
29 0 -0.28 -1 -0.37
31 4 1.55 4 192
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Figure 5: Factor matrix from a Q methodology study (X indicates a defining sort), Edu= Formal education,

Age, Sex, and location of respondents are presented in the table. Name correspond to the interviewed

person
Name Age Sex Localisation Level of Edu Factor 1 Factor 2
1 26 F GrandeComore Enployed HLE 0.0520 0.4278X
4 45 M Mohéli Enployed_HLE 0.5982X 0.3414
6 65 M Mohéli Enployed HLE 0.7834X  0.2936
7 26 M Mohéli Enployed_HLE 0.4347X 0.3469
9 41 M Mohéli Enployed HLE 0.5263 0.5771X
10 56 F Mohéli Enployed_HLE 0.4456 0.6739X
11 33 M Mohéli Enployed_HLE 0.7435X 0.0200
13 37 M Mohéli Enployed_HLE 0.5199X 0.2500
14 29 M Mohéli Enployed_HLE 0.6702X 0.1290
15 46 M Mohéli Enployed HLE 0.6507X 0.3339
16 58 M GrandeComore Enployed HLE 0.6930X 0.2278
17 53 M Anjouan Enployed HLE 0.7806X 0.3157
19 52 M Anjouan Enployed HLE 0.7110X 0.2922
20 58 M Anjouan Enployed_HLE 0.6435X  0.5714
21 31 M Anjouan Enployed HLE 0.5272X 0.5211
22 27 M Anjouan Enployed HLE 0.6539X 0.5129
23 45 M Anjouan Enployed HLE 0.5055X 0.3803
25 25 M Anjouan Enployed HLE 0.7572X 0.3123
27 23 M GrandeComore Enployed HLE 0.7597X 0.0000
2 19 M Mohéli Unemployed 0.4250X 0.1775
3 20 M Mohéli Unemployed -0.0838 0.8324X
5 45 M Mohéli Unemployed -0.0800 0.5088X
8 36 M Mohéli Unemployed 0.2717 0.1904
12 26 M Mohéli Unemployed 0.7634X 0.1500
18 42 M Anjouan Unemployed 0.4083 0.6407X
24 38 M Anjouan Unemployed 0.3869 0.6439X
26 47 M GrandeComore Unemployed 0.3959X -0.0364
28 33 M GrandeComore Unemployed 0.4014 0.5138X
29 35 M GrandeComore Unemployed 0.2104 0.4062X
30 36 M GrandeComore Unemployed 0.6964X 0.4867
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Globally, according to our Q-methodology analysis (table 4), Comorian people we
interviewed have consensual opinions regarding natural resource use. Among the 33 statements
proposed during our Q-methodology approach, 12 (36%) were consensual for all respondents
(with positive or negative agreements, Table 5) among which the importance of biodiversity and
natural resources, the high and alarming level of forest loss, the usefulness of flying foxes, the
need of assistance from government and NGO for durable economic projects and the need of
forest reestablishment. These statements do not contribute to discriminate the two groups.
Moreover, among the remaining statements, two of them do not present significant differences
between the two groups (Table 4). Five statements mostly distinguish the two groups (see table
2):

“People from this village do not cut trees, wood cutting is prohibited” (2: -3, 0); “It is to villagers
to manage their forest” (8: 0, 3); “Comorians do not eat fruit bats” (13: -1, 2); “We need to
cultivate more lands because land produces less than before” (25: -2, 0); “There are many
problems with robbery in plantations” (25: 4, -1). Respondents with high formal education

disagreed with these statements while unemployed respondents agreed with them.

4.3- Inter-class principal Component Analysis

Considering the first two principal components, we find a high level of inter-group
variation (42.42% of the total variation) between the two predefined groups of Employed_HLE
and unemployed. PC2 clearly discriminate the two groups and this discrimination was significant
according to the permutation test (p-value=0.02). Employed HLE group was negatively
correlated to the statements: “Project / NGO money never reaches farmers”, “It is prohibited to
kill bats, “It is to villagers to manage their forest”, “Agriculture and farming are the only possible
living activities here”, and “People from this village do not cut trees, wood cutting is prohibited”

and positively correlated to the statement: “It is mainly villagers who cut trees” (Figure 2).
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Figure 1: Principal component analysis showing different groups among local people in the Comoros Islands
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Considering the predefined groups based on the three islands and the first two
principal components, we also find a high level of inter-islands variation (45.37%). PC1
discriminated the group of people from the island of Anjouan whereas PC2 discriminated the
group of people from Grande Comore and Mohéli. This discrimination was significant
according to the permutation test (p-value =0.02). The people from Grande Comore were
positively correlated to the statements: “There are not enough people who cultivate”, “If
people collect wood, it is mainly to sell it”, “It is important to preserve traditional
agriculture” and “Wild animals are decreasing in our regions”. People from the island of
Mohéli were positively related to the statements: “Rice growing should be further
developed”, “Cultures do not produce enough because there are many diseases” and
“People from this village do not cut trees, wood cutting is prohibited” (Fig. 2, Table 2).

When considering the predefined groups of ages, the intergroup variation was
40.74%. According to this analysis, these two groups of ages are not well discriminated and

the permutation test was not significant (p-value = 0.71, Fig. 2).
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5-DISCUSSION

5.1- Natural resource use by local people and its relatedness to forest loss

According to our analyses, Comorian people heavily rely on natural resource
sustenance. Indeed, 100% of our respondents confirm to work in forest especially for
cultivation or wood collection even those considered to have a fairly high socio-economic
level such as administrative and financial directors or responsible of human resources of
National Park etc. Our results highlight the complex linkages between biodiversity, natural
habitat and human needs including economic benefits from agroforestry systems. Despite
their understanding of the negative impacts of forest degradations on their well-being, rural
populations do not have any other solution for subsistence abroad forests and natural areas.
Comorian people are aware that natural habitat surfaces are decreasing in the Comoros
archipelago and are aware that if forest disappears, no human life will be possible in the
islands. Most people have precise ideas of the mechanisms involved, for instance they have
detailed that complete forest loss would generate a decrease of water resource, low yield of
their own agriculture, the lack of charcoal and building woods, and other products such as
food, medicinal products etc. This highlight that Comorian people do not have other
alternative livelihood than forests harvesting leading them to be highly dependent on
natural resources.

Local perception toward biodiversity and natural resource

According to our interviews, most of our respondents have a minimum of knowledge
in term of biodiversity and forests. They confirmed to know most of the components of
biodiversity and they generally have positive attitude towards wild animals. Negative
perceptions of some respondents toward fruit bats are probably due to the fact that P. s.
comorensis feeds on plantations and on fruit crops and yields some damages to human
plantations. But according to some informants, benefits from fruit bats on their plantation
through pollination and seed dispersal clearly exceed damages. Different studies examining
the human attitude towards biodiversity and habitats conservation in many developing
countries have shown similar results of positive perceptions towards biodiversity for
instance in Madagascar (Ratsimbazafy et al., 2012), in India (Badola et al., 2012; Silori, 2007)
or Uganda, (Infield and Namara, 2001).
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In our study, positive perceptions toward biodiversity were largely oriented according
to the benefits perceived by respondents. For example, most of positive attitudes towards P.
livingstonii are due to the fact that (1) the species attracts many tourists as it is one of the
largest bats and one of mostly threatened animals in the world but also (2) the species plays
a crucial role for forest regeneration and in plantation. For P. s. comorensis, positives
attitudes are related to its role as seed disperser but also to the fact that the species
represents important source of food for many rural populations.

Local opinions toward natural resource management and biodiversity conservation

Among our 33 statements (Q-sort), 19 diverged among the interviewed people.
Formal education and employment but also the geographic location appeared to shape the
ranking of statements. Respondents with a higher formal education level and employment
were more in favor to long-term forest and biodiversity conservation. These positive
attitudes toward the long-term habitat management could be linked with different
knowledge regarding the importance of biodiversity conservation but also with the fact that
they have an employment leading them to be less dependent on forest and natural
resources. For example, all respondents with formal education and employment highlighted
to not eat the meat of fruit bats.

In contrast, respondents with low level of formal education that are also often
unemployed people were in favor of more immediate benefits and protection of their own
activities and revenues despite their awareness of the importance of natural forest and the
effect of natural habitat loss on their livelihood. This highlight that the lack of livelihood is
the main factor conducting rural people to depend on natural resources as highlighted
above. Less educated people in the Comoros Islands are mostly the unemployed people.
Their well-being largely, if not only, depends on natural resources. For this people,
protecting forest is essential for their subsistence and their health rather than for ecological
reason. This poor people are struggling to support their everyday life and are in favor of all
actions that may generate immediate benefits necessary for their survival including the
cultivation in forest, wood collection for selling, and hunt of wild animal including fruit bats.
This rural people claimed that money from Project / NGO never reaches farmers because
financials of development projects are often managed by people with high level of education
but also because the financials of such projects are often insufficient to reach all rural

people.
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5.2- Conservation and recommendations

This study explores the relationship between natural resource use by Comorian
people and habitat loss. Our results highlighted that Comorian people strongly depend on
natural resources in various forms (wood collection, cultivation, foods collection etc.)
conducting to a high rate of forest loss in these islands. This intensive forest exploitation is a
clear consequence of poverty. Comorian people rely on the exploitation of natural
resources, among which the forest is the most exploited and the most impacted.

The most relevant conservation management to adopt in these islands is to develop
programs allowing to tackle the poverty of people living around natural forests. This strategy
could firstly build on the needs of local communities which can allow them to be less
dependent to natural forests. Trewhella et al. (2005) carried out a study of environmental
formal education in Comorian rural people and highlighted that formal education outcome
such as an increase of awareness and understanding of conservation issues are for prime
importance for the conservation of the P. livingstonii. However, according to our results,
Comorian people don’t lack awareness concerning the importance of natural habitat and the
impact of the habitat disturbance and loss on their livelihood (anymore). It rather appears
that they are constrained by poverty to heavily exploit forests. Reducing poverty and
increasing the subsistence conditions in Comorian rural people is thus of prime importance
in order to implement long-term conservation strategy of biodiversity and natural habitats.
To this end, some living activities such as poly-markets and agricultural projects should be
developed which should favor the creation of new jobs. New methods and techniques as
well as various materials needed for ecological agriculture should be made available to local
communities. Such projects could allow local populations to improve their production with
the same farmland surface thus reducing the conversion of forest into farmlands. These
living condition improvements could be supported by government, NGO and international
financials.

Rural people from the Grande Comore and Anjouan intensively collect wood for
commercialization that make the forest of these islands highly harvested in comparison to
Mohéli forests. In contrast, respondents from Mohéli are in favor of natural forest and
biodiversity conservation, and think that wood collection should be prohibited in their
region. In the Mohéli Island, because of the presence of the National Park of Mohéli,
different projects of nature conservation but also the high level of tourism activities linked
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with the observation of local biodiversity (whales, dolphins and Livingstone’s flying fox),
biodiversity represents the main source of income for the population (Granek and Brown
2005). These different activities representing sources of incomes incite residents of this
island to be in favor of conservation actions. Similar projects could be explored in the two
other islands of Comoros in order to ensure the creation of new jobs and to limit the
dependency of local people to natural resource. It is necessary to highlight that in the three
islands of Comoros, a project of creation of national marine and terrestrial protected areas
including national parks was signed in 2016 by the Comorian government and some
international institutions such as the PNUD. According to our interviews with local people,
most rural population agreed with the creation of protected area if they can gain direct
benefits from the project and if they are involved in the conservation actions. Constructive
engagement with local residents (such as providing employment for instance local guides or

park agents) would support long-term success in conservation.
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Chapitre 6

6- DISCUSSION GENERALE
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6.1- Distribution spatiale, diversité génétique et étude socio-économique

Au cours de cette these, jai combiné plusieurs approches différentes,
complémentaires, dans le but de renforcer les connaissances sur la biodiversité aux Comores
et de favoriser I'émergence de politiques publiques de conservation de cette biodiversité
ainsi que des habitats naturels de I’archipel. Plus spécifiqguement mon objectif était de
caractériser 'influence des variables écologiques et environnementales ainsi que I'effet des
actions anthropiques sur les especes naturelles localisées dans des fles océaniques isolées
les unes des autres.

D’'une maniere générale, les actions de conservation ciblent principalement les
espéces rares (Chades et al.,, 2008; Joseph et al., 2008). Les espéces communes (parfois
nommeées aussi « ordinaires », (Jiguet et al., 2012; Soliveres et al., 2016), malgré leur
importance dans la dynamique des écosystémes mais aussi pour les agrosystémes (du fait de
leur grand nombre et du fait qu’elles occupent souvent les milieux agricoles) sont de fait
beaucoup moins ciblées par ces actions (Soliveres et al., 2016). Pourtant, les menaces et les
pressions pesant sur ces deux types d’especes peuvent fortement différer. Etudier et
comparer deux espéces ayant des abondances ou des répartitions différentes est donc
potentiellement riche d’information pour guider le développement de politiques publiques
de conservation nationales ne focalisant pas uniquement sur des espéeces patrimoniales mais
ayant vocation a protéger plus largement les écosystémes mais aussi les services qu'’ils
rendent a ’'Homme.

C’est pour cette raison que dans cette these, je me suis intéressé a deux especes de
mégachiropteres des Comores, Pteropus livingstonii et P. seychellensis comorensis. En effet,
qguoique phylogénétiquement et morphologiquement proches, ces espéeces sont fortement
contrastées en termes de distribution géographique, d’écologie alimentaire et d’abondance
mais aussi en termes de sélection d’habitat notamment vis-a-vis de I'anthropisation. Ces
deux espéces jouent un role fondamental dans les écosystéemes en contribuant a la
régénération des foréts mais aussi des milieux agricoles a travers leur action de pollinisation
et de dispersion des graines et fournissent de ce fait un service important pour les humains
(Aziz et al., 2017; McConkey et al., 2012). De plus, ces deux espéces constituent des
« especes parapluies » pour la biodiversité des Comores du fait que leur conservation, et
donc la protection des habitats qu’elles occupent, implique la conservation de toute la
biodiversité associée. Etant des espéces longevives, ces deux espéces sont trés sensibles aux
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perturbations de leurs habitats. Comme je le détaille par la suite, elles subissent aussi de
fortes pressions, des stratégies de conservation efficaces sont de ce fait nécessaires pour
assurer la viabilité de leurs populations a long-termes.

La mise en place des stratégies de conservation nécessite I'examen des statuts des
populations comme cela peut étre fait a travers différents critéres qui sont bien établis par
I’'Union International pour la Conservation de la Nature (UICN, Mace et al., 2008; Mace and
Lande, 1991). Ces critéres permettent d’évaluer le risque d’extinctions des espéces étudiées
et ainsi d’établir des priorités en matiére de conservation pouvant conduire a la mise en
place de politiques publiques de conservation (Mace et al., 2008).

Parmi les informations prises en compte pour déterminer le statut de différents
taxons suivant les critéres de I'UICN, les tailles des populations, la surface de l'aire de
répartition des espéces, la diversité génétique mais aussi la dynamique des populations
(effectifs en augmentation, stables ou en déclin) sont les plus souvent considérées. Ces
différentes informations sont souvent traitées de maniéres séparées, souvent du fait qu’elles
ne sont pas toutes disponibles pour une espéece donnée, alors méme qu’elles sont fortement
lides les unes des autres. Par exemple, dans la théorie, les espéces largement répandues
géographiquement présentent des effectifs importants tandis que les espéces aux aires de
distribution restreintes ont aussi tendance a étre peu abondantes. Une faible abondance
pour une espéce va en général impacter sa diversité génétique, sa capacité de reproduction,
sa survie et son potentiel évolutif et donc avoir des conséquences sur la dynamique de ses
populations et la tendance de ces effectifs (Bender et al., 1998; Connor et al., 2000;
Frankham, 1996).

En plus de qualifier le statut de conservation d’'une espece, la mise en place des
stratégies de conservation nécessite de comprendre les déterminants écologiques et
évolutifs des patrons de répartition des populations de I'espéce en question ainsi que le lien
qui existe entre ces populations naturelles et leurs habitats. Chaque espéce a ses propres
exigences en termes d’utilisation de I'espace et de sélection d’habitat. Ces exigences sont
liées a I'existence de gradients environnementaux, a I’hétérogénéité des écosystemes et a la
distribution des ressources dans I'espace et le temps auxquels les espéces sont adaptées
différemment. Mais la distribution des espéces est aussi impactée par les actions
anthropiques telles que les perturbations au niveau des dortoirs qui peuvent conduire a

I’'abandon des gites et a la dispersion des individus chez les chauves-souris que j'ai étudiées
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dans cette thése. Connaitre les exigences en termes habitat ainsi que les différents facteurs
écologiques, topographiques ou anthropiques impactant la distribution d’'une espéece sont de
ce fait indispensables pour assurer sa conservation sur le long terme en mettant en place
une gestion durable des habitats sélectionnés.

Dans cette thése, j'ai choisi de développer une approche intégrée de la biologie de
conservation afin de tenir en compte ces différentes informations (sélection d’habitat et
aires de distribution, structuration génétique des populations, dynamique des populations et
caractérisation des pressions sur leurs habitats par une approche socio-économique) pour
proposer des stratégies de gestion conservatoire efficaces de ces populations de chauves-
souris en danger imminent d’extinction.

Les résultats obtenus dans cette étude (manuscrit 1) montrent une différence des
surfaces occupées par les deux taxons étudiés ainsi que leurs effectifs. L'aire de distribution
est estimée a 150 km? (soit 8% du territoire national de I’'Union des Comores) et I'effectif de
sa population estimé a environ 1.300 individus pour P. livingstonii contre une aire de
distribution de 620 km? (34% du territoire national) et probablement plusieurs dizaines de
milliers d’individus pour P. s. comorensis. Pour P. livingstonii, ces résultats corroborent ceux
obtenus dans différentes études précédentes notamment celles de Granek (2002), Sewall et
al. (2007) mais aussi trés récemment celles de Daniel et al. (2016) (Daniel et al., 2016;
Granek, 2002; Sewall et al., 2007). En ce qui concerne a P. s. comorensis, ces estimations
représentent les premiéres évaluations de 'aire de distribution et des effectifs pour cette
espéce.

L'utilisation des différents types de marqueurs moléculaires m’a permis de
démontrer que les populations de ces deux espéces de chauves-souris sont caractérisées par
une diversité génétique relativement faible en comparaison avec les especes du méme
genre dans la région de l'océan indien (manuscrit 3). Cette faible diversité génétique
représente un risque pour les espéces car elle peut impacter leur capacité a s’adapter a des
changements sur le long terme de leur environnement. Cette faible diversité combinée a la
perte d’habitats conduisent a la baisse des effectifs des populations qui amplifie alors la
baisse de cette diversité créant un cercle vicieux pouvant conduire a I'extinction (Brown and
Kodric-brown, 2016; Jackson and Fahrig, 2016).

L’étude sur la structure génétique entre les fles Comores montre aussi une nette

différence au niveau du patron de structuration chez les deux espéces. Chez P. livingstonii,
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j’ai pu mettre en évidence une forte structuration entre les populations des deux Tles qui ne
semble pas étre le fait d’une simple philopatrie des femelles du fait que les deux types de
marqueurs présentent les mémes patrons. Cette différentiation génétique entre Ia
population de I'lle d’Anjouan et celle de Mohéli pour P. livingstonii est probablement liée (1)
aux ressources alimentaires qui paraissent tres localisées dans les foréts de hautes altitudes
mais aussi (2) a sa faible taille de population qui pourrait limiter la compétition pour les
ressources et donc favoriser la philopatrie des individus ; mais aussi probablement (3) a une
colonisation ancienne qui a permis aux populations de se différentier localement.

En ce qui concerne P. s. comorensis, les populations semblent étre caractérisées par
une faible structuration génétique inter-ile qui semble d’ailleurs étre fonction de la distance
séparant les iles. Cette faible structuration est probablement liée (1) a la capacité de cette
espéce a disperser dans des zones éloignées géographiquement, a l'utilisation de ressources
alimentaires diversifiées et bien dispersées dans I'espace mais aussi (2) aux tailles de ses
populations relativement élevées pouvant conduire certains individus a disperser sur de
longues distances pour réduire la compétition ; la dispersion des individus pourrait aussi étre
induite par la fréquente destruction de leurs dortoirs (exploitation par I'homme, feux,
cyclones). De telles faibles différentiations génétiques ont déja été observés dans des études
précédentes sur cette méme espéece (Chan et al., 2011) ou sur d’autres espéces de la méme
famille dans ces fles (Goodman et al., 2010) mais aussi dans d’autres iles du pacifique sur des
espéces du méme genre (Russell et al., 2016). Ces différents auteurs suggerent d’ailleurs que
de fortes capacités de dispersions combinées a la destruction des dortoirs réduisent
I'accumulation de divergences génétiques entre populations par les flux d’individus qu’ils
permettent entre (sous)populations.

En plus de ces différences en termes d’abondances, d’aires de distribution et de
patrons de structuration génétique, les deux espéces n‘ont pas les mémes exigences en
termes de sélection d’habitat. P. livingstonii est fortement lié a la forét naturelle de haute
altitude et aux zones avec de pentes fortes et a la présence des rivieres. Quant a P. s.
comorensis, sa distribution est localisée dans les zones a basses altitudes, avec plantations et
dans les zones habitées. Ces différents patrons de sélection d’habitat s’expliquent
probablement par leur différence en termes de sélection des ressources alimentaires. En
effet ces ressources sont localisées en milieux forestiers et sont composées de plantes

endémiques pour P. livingstonii, alors qu’elles sont distribuées dans les zones de plantations
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et dans les zones habitées et sont composées de plantes fruitiéres cultivées par les humains
pour P. s. comorensis.

L’'ensemble de ces résultats tendent a suggérer que P. livingstonii serait I'espéce la
plus menacée a relativement court terme du fait (1) de cette distribution restreinte (1) de sa
trés petite taille de population mais aussi (3) de cette forte structuration entre les fles.
Cependant, mes résultats suggerent aussi que sa distribution actuelle (surement largement
relictuelle) dans des foréts naturelles de hautes altitudes et en particulier, dans des zones
présentant des pentes raides, souvent inaccessibles ou trés difficilement accessibles par
I’'homme, pourrait limiter les pressions liées a la destruction directe des dortoirs pour
I’exploitation du bois mais aussi par la conversion en zone agricole mais aussi pourrait limiter
celles liées a la chasse.

Contrairement a P. livingstonii, P. s. comorensis apparait de premier abord moins
menacé a court terme du fait (1) de sa large distribution, (2) de sa taille de population élevée
dans les trois fles de I'Union des Comores (Anjouan, Mohéli et Grande Comore) mais aussi
probablement a Mayotte (nous ne disposons pas de chiffre sur cette ile). Cependant, sa
distribution dans des zones hautement anthropisées apparait comme un facteur de risque
majeur pour I'espece. En effet, dans les trois iles de I’'Union des Comores, les menaces liées
aux coupes d’arbres abritant ses dortoirs s’ajoutent a une pression de chasse sur I'espéce
probablement non-négligeable méme si nous ne I'avons pas quantifiée (manuscrit 5). La
bonne adaptation de cette espéce aux habitats anthropisés qui apparait initialement comme
un atout pour cette espeéce, la rend de ce fait trés dépendante des évolutions des activités
humaines. En effet, les habitats que cette espece occupe, peuvent changer tres rapidement
en fonction des contraintes socio-économiques subies par la population humaine rurale
(changement de pratiques agricoles, besoin en bois...) et avoir des conséquences rapidement
dramatiques pour cette espece. Dans |'archipel des Comores, ces deux especes, bien que
présentant des statuts de conservation actuellement tres différents, semblent de fait toutes
les deux fortement menacées a relativement court terme pour des raisons sensiblement
différentes. Par ailleurs, les faibles effectifs pour P. livingstonii et le risque de baisse des
effectifs chez P. s. comorensis ; peuvent avoir rapidement des conséquences sur la diversité
génétique due aux phénomenes de de dérives génétiques comme cela a été démontré dans

différentes études sur les chauves-souris frugivores (Pierson et al., 1996; Russell et al., 2016),
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ces risques étant accrues par l'isolement de ces populations du fait de leur caractére
insulaire.

Les différents résultats issus des études écologiques et génétiques présentés dans
cette these suggerent que les deux especes étudiées sont fortement impactées par les
actions de destruction conduites par les humains pour leurs besoins quotidiens notamment,
la dégradation des foréts naturelles et leur conversion en terres agricoles, la destruction des
dortoirs pour le bois d’usage mais aussi la chasse. Il est cependant nécessaire d’évaluer dans
qguelles mesures les populations humaines locales dépendent des ressources naturelles,
leurs impacts sur la biodiversité en générale et ces chauves-souris dans le but de proposer
des stratégies de conservation adaptées a cette situation.

Les premiers résultats obtenus dans I'étude sociologique que j’'ai menés (manuscrit
5) permettent de constater que dans tous les villages étudiés, les populations exploitent les
ressources naturelles et souvent de maniéeres incontrélées, ce qui représente la menace
directe la plus importante sur les habitats naturels et la biodiversité qu’ils accueillent. Cette
surexploitation des ressources naturelles sont le résultat (1) d’une forte croissance
démographique (2,5 % par an) combinée a une densité des populations humaines déja
élevée (300 inds/km?, Boussougou et al., 2015; Goldewijk, 2005) dans ces fles mais aussi (2) a
une grande pauvreté de cette population (Elvidge et al., 2009), la conduisant a exercer des
pressions de plus en plus importantes sur les quelques rares écosystémes naturels restants
pour subvenir a leurs besoins quotidiens. Par exemple, Fisher et Christopher (2007)
soulignent que 60 % de la population comorienne vit en dessous du seuil de pauvreté et que
49% est victime de malnutrition (Fisher and Christopher, 2007). La transformation des
habitats naturels en zones agricoles, ainsi que I'exploitation du bois d’ceuvre, sont
nécessaires aux populations locales pour leur subsistance et représentent de fait les impacts
directs les plus évoqués par ces populations. Cette forte dépendance aux ressources
naturelles apparait comme le point de blocage le plus important pour espérer préserver la
biodiversité et les habitats naturels sur le long terme aux Comores.

Malgré cette surexploitation des ressources naturelles par la population humaine
rurale, cette étude nous a aussi permis de constater que ces mémes communautés rurales
des Comores ont des perceptions positives de la biodiversité d’'une maniere générale et
considerent les chauves-souris comme étant des espéeces de grandes importances pour le

fonctionnement des écosystémes naturels mais aussi pour les agrosystemes. A ces visions
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positives sur la biodiversité s’ajoutent aussi une perception trés majoritairement positive de
la nécessité de protéger la biodiversité. Ces attitudes positives sont le plus souvent guidées
par des intéréts individuels immédiats tels que l'intérét pour la chasse ou le fait que la
biodiversité attire des touristes et donc peut générer des revenus directs. C'est le cas
observé dans de nombreux sites riches en espéces endémiques et accueillant de nombreux
touristes, ce qui génere des revenus via l'installation d’hétels, comme c’est le cas des villages
de Nioumachoua et Walla. Dans ces mémes sites a fort taux d’endémisme, des études
scientifiques sont souvent réalisées sur cette biodiversité. Les équipes de ces études
engagent régulierement des guides locaux et accompagnateurs pour mener leurs travaux.
Tout ceci génere des revenus directs liés a la biodiversité pour les populations rurales
occupant ces zones, ce qui explique a priori la perception positive des populations rurales de
ces régions sur la biodiversité. Mes enquétes révelent aussi que toutes les personnes
interviewées étaient conscientes des effets négatifs que la perte des habitats naturels
pouvait engendrer sur leur propre survie sur le long-terme. Cependant, pour ces populations
rurales, la priorité est de survivre dans I'immédiat et cela passe bien entendu devant la
conservation de la biodiversité et la notion d’exploitation durable des ressources naturelles.

Selon les résultats de mes enquétes, I'état et les ONG sont peu engagées dans les
activités de vie de la population rurale. Ce manque d’assistance peut vite créer des situations
de malentendus et de conflits entre les gestionnaires des habitats naturels et les
communautés rurales comme cela a déja été observé dans plusieurs pays en développement
ou la population rurale est fortement dépendante des ressources naturelles (Elvidge et al.,
2009).

Cette étude sociologique a aussi permis de montrer qu’il existe une nette séparation
entre plusieurs groupes au sein de la population locale vis-a-vis de la maniére d’utilisation
des ressources naturelles et de gérer les habitats naturels. Les populations locales ayant des
niveaux d’éducation assez élevés (niveau baccalauréat et plus) et exercant des activités
professionnelles sont en faveur d’une gestion durable des ressources naturelles et de la
conservation de la biodiversité par I'Etat. Au contraire, les personnes démunies, avec des
niveaux d’éducations assez faibles considérent que c’est a eux de gérer la forét et les
ressources naturelles. En d’autres termes, cette deuxieme catégorie de personnes
soutiendra les actions de conservation seulement si cela engendre des bénéfices immédiats

pouvant satisfaire leurs besoins quotidiens et s’ils sont fortement associés, voire s’ils gardent

220



la maftrise de la gestion des ressources. Ceci montre (1) la volonté des populations locales a
contribuer au maintien des ressources naturelles méme si cela est motivé par les bénéfices
directs a percevoir mais aussi que (2) ces populations rurales démunies n’ont d’autres
solutions que de (sur)exploiter les habitats naturels pour subvenir a leurs besoins. Ces deux
derniers points sont essentiels a prendre en compte dans la mise en place d’une stratégie de
conservation.

Enfin mes résultats montrent que la population de la grande Comores exploite plus la
forét pour le bois d’ceuvre que la population de Mohéli qui est au contraire plutét en faveur
de la conservation de la biodiversité sur le long-terme. De plus, la population de Mohéli
considere que le développement ou I'amélioration des techniques agricoles doit permettre
d’améliorer les conditions de vie de la population et ainsi de limiter leur dépendance a la
forét naturelle alors que la population de la Grande Comore entend s’appuyer uniquement
sur les techniques agricoles traditionnelles. Cette divergence est liée, a mon avis, a la
présence d’'une aire protégée a Mohéli depuis une vingtaine d’années, aire protégée dont
I'objectif est la conservation des especes animales menacées d’extinction telles que les
baleines, les dauphins, les tortues marines... Cette aire protégée a attiré, depuis plusieurs
années, des touristes pour observer cette faune, ce qui a engendré des revenus pour
certains villageois et a favorisé la compréhension de l'intérét de préserver la biodiversité
dans cette ile. Ces types de projets n’ont jamais vu le jour dans les autres iles des Comores. |l
est aussi intéressant de prendre en compte ce point lors du développement de stratégies de

conservation.

6.2- Mesures de conservation de la biodiversité et des habitats naturels aux

Comores

L’'Union des Comores a ratifié la Convention sur la Diversité Biologique en 1994 visant
a réduire de maniére significative la perte de la biodiversité. Suite a cette ratification, I’'Union
des Comores a renforcé les mesures pour la sauvegarde de sa faune et de sa flore qui est
unique au monde. Par exemple, ces mesures de conservation adoptées par I'Union des
Comores ont permis la reconstitution de 60% des coraux dans la zone du parc marin de
Mohéli, le renforcement des mesures contre le braconnage des tortues marines dans le
méme parc, 'interdiction des méthodes destructives de peche, telle que l'utilisation des

dynamites, ce qui a conduit a une forte croissance de I'abondance des population d’une
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espéce emblématique hautement menacée d’extinction (le coelacanthe ou Latimeria
chalumnae) dont sa population atteint 400 individus en 2014 contre 200 en 1998 selon un
rapport national (SPANB/PA COMORES 2016).

Malgré ces efforts, les objectifs n’ont pas été atteints et la vitesse de perte d’habitats
naturels aux Comores, estimée a 9% par an selon la FAO (Daniel et al., 2016; FAO, 2010) ou a
8% par an a Anjouan selon Boussougou et al. (2015). Ce taux de perte d’habitats reste une
des plus élevée au niveau mondial (Daniel et al., 2016; FAO, 2010). Depuis I'année 2016, un
projet visant a développer un systeme d’aires protégées terrestres et marines a été signé.
Son objectif est de protéger le patrimoine naturel national et de promouvoir I'utilisation
durable des espéces et des écosystemes (PNUD/GEF, 2013; SPANB/PA-COMORES, 2016). Ce
projet d’aires protégées couvre environ 400 km? (22% du territoire national) et inclue toute
la zone du Karthala et toute sa forét (268 km?), la forét de Mohéli (61 km?), la forét de mont
Ntringi et les alentours couvrant environ une superficie de 38 km?, la Réserve Forestiére
Communautaire de Moya (superficie non précisée). A ces zones, d’autres surfaces ont été
ajoutées notamment la Zone du Ccelacanthe et Baie des Dauphins a Grande Comore
(superficie marine encore a déterminer) ainsi que la Presqu’ile de Bimbini a Anjouan (14
km?) (PNUD/GEF, 2013; SPANB/PA-COMORES, 2016). Selon un rapport du PNUD (PNUD/GEF
2013), le budget annuel pour faire fonctionner ce réseau d’aires protégées est évalué a 7,16
millions d’euros durant les premiéres 5 années de mise en place et a 1,9 million d’euros par
an pour les années suivantes. Selon ce méme rapport, ce budget doit assurer le paiement du
personnel administratif et des agents de terrain, des équipements, des réunions ainsi que les
différentes activités a mettre en ceuvre. Cette stratégie n’a cependant pas tenue en compte
les populations locales qui sont responsables de surexploitation des ressources naturelles.
Limiter I'accés aux ressources naturelles sans tenir en compte des besoins quotidiens des
populations locales n’apparait clairement pas comme la meilleure des stratégies a adopter
au vu des nombreux échecs observés par ce type de stratégie a travers le monde (Sournia,
1990).

Suivant les résultats issus de mes travaux, assurer le maintien de la biodiversité et
des habitats naturels aux Comores ne sera possible qu'en améliorant le niveau de vie des
communautés rurales et en les associant aux responsabilités de conservation de ces zones
naturelles. Ceci représente un élément majeur des réflexions a mener en termes de

développement des stratégies de conservation de la biodiversité aux Comores.
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Il est nécessaire d’améliorer le niveau de vie de la population par la création
d’activités pouvant générer de revenus telles que I'amélioration des techniques agricoles.
Par exemple, il pourrait étre envisagé que dans les fonds de fonctionnement des aires
protégées, un budget additionnel soit ajouté pour développer des projets développement du
secteur agricole a destination des populations rurales (techniques de [Iagriculture
écologique), ou le développement de marchés publics pour créer des débouchés aux
produits issues de I'agriculture (un manque pointé a plusieurs reprises dans les interviews).
Les matériels et techniques agricoles doivent aussi étre rendu disponibles aux communautés
villageoises. En plus du budget lié au fonctionnement des aires protégées, le gouvernement
pourrait mette en place des microcrédits a destination des villageois souhaitant développer
des projets agricoles ou d’élevages respectant une certaine charte de respect de
I’environnement par exemple. Les gestionnaires d’aire protégées se doivent d’assurer
I’amélioration du niveau de vie de la population locale (méme si cela doit prendre plusieurs
années) avant de limiter l'accés aux ressources naturelles, ressources naturelles
conditionnant la survie de ces populations locales notamment les coupes d’arbres et les
cultures en milieux forestiers s’ils veulent que les aires protégées soient efficaces sur un long
terme.

La deuxiéme stratégie a mettre en ceuvre pour une meilleure gestion des aires
protégées et des habitats naturels aux Comores consiste a impliquer fortement les
populations locales dans la gestion de ces aires protégées. Par exemple, la formation des
agents (les budgets de ces formations sont déja inclues dans le budget de fonctionnement
global des aires protégées) ne doit pas étre a la seule destination des agents des ministeres
comme cela est coutumier. Ces formations doivent étre réservées en priorité a la population
locale, ce qui leur permettra d’appréhender les différentes méthodes et techniques de suivis
de la biodiversité, de les responsabiliser quant a la gestion de la forét et d’assurer des
revenus a une partie de la population locale.

Parmi les contraintes de la conservation durable de la biodiversité aux Comores, il y a
les faiblesses du cadre juridique et institutionnel ainsi que les manques de loi fonciers
régissant sur 'utilisation des foréts. On ne sait pas jusqu’a ce jour a qui appartient la forét.
Bien que souvent considérée comme appartenant a I'état, les corps méme des foréts sont
occupés par des villageois qui y cultivent pour satisfaire leurs besoins quotidiens et s’y sont

appropriés. Pour une gestion durable de la biodiversité, ces lois doivent non seulement étre
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votées mais aussi entrer en vigueur petit a petit suivant I'amélioration du niveau

économique de la population locale.

6.3- Mesures de conservation du P. livingstonii

Pteropus livingstonii semble étre fortement structuré génétiquement entre les deux
fles (Anjouan et Mohéli) suggérant le manque d’échanges de flux de génes entre les deux
fles. L'étude a pu montrer qu’étant étroitement liée aux habitats naturels, P. livingstonii est
beaucoup plus vulnérable a la perte de la forét et cette perte pourrait clairement remettre
en question la viabilité des populations de cette espéce. Cependant, étant localisée dans des
zones montagneuses avec des pentes fortes et ou I'acces des humains est souvent difficile et
limité, 'espéce est plus ou moins a I'abri de certaines actions anthropiques notamment de la
chasse ou de la conversion de la forét en zones de cultures. La destruction des dortoirs est
aussi limitée dans ces endroits.

Du fait de la forte structure génétique entre les deux fles et du fait que les deux iles
ne soient pas soumises aux mémes vitesses de perte d’habitats ni aux mémes pressions
anthropiques, nous suggérons (1) une stratégie de conservation organisée en deux unités de
gestion distinctes (une unité de gestion pour chaque ile) pour cette espéece. Bien que la
diversité génétique des deux populations des deux iles soit faible d’'une maniére générale, la
population d’Anjouan semble avoir une diversité un peu plus élevée que la population de
Mohéli. Par ailleurs, Anjouan héberge la plus grande population pour cette espece
(900/1300 individus pour 16/21 dortoirs) et présente aussi un fort endémisme pour
plusieurs groupes taxonomiques. Nous suggérerons (2) de prioriser I'lle d’Anjouan pour des
actions concrétes de conservation. Notamment, tous les habitats naturels relictuels de cette
espéce a Anjouan devraient étre inclus dans I'aire protégée du Mont Ntringui (je n’ai pas eu
acces aux cartes détaillant le projet de création d’aire protégé prévue sur cette zone). Il
serait important que cette zone soit classée en réserve naturelle et que I'acces y soit limité.

Bien que le nombre d’échantillons génétiques dont nous disposons actuellement ne
nous permette pas de réaliser des analyses intra-iles et que nous ignorons encore si les
populations entre les différents sites échangent de flux de genes ou pas, nous suggérons (3)
la reforestation des zones situées entre des sites dortoirs proches de P. livingstonii (par
exemple entre les foréts de Salamani, Adda et Ouzini a Anjouan, entre les foréts de Kowé et

Movya a Anjouan aussi, et entre les foréts de Hasserandrengué et Hakidigo a Mohéli). Cela
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permettrait d’augmenter la connectivité entre les noyaux de populations de I'espéce, ce qui

pourrait permettre le maintien de la diversité génétique actuelle déja faible.

6.4- Mesures de conservation du P. s. comorensis

Proposer des mesures concretes de conservation pour P. s. comorensis, parait
complexe du fait de sa forte dépendance aux zones anthropisées ce qui la rend plus
vulnérable a la destruction des dortoirs ainsi qu’a la pression de chasse.

L'espece présente une faible structuration entre les quatre iles Comores. Nous
suggérons de ce fait (1) de considérer les quatre populations des quatre fles Comores
comme étant une seule unité de gestion. Du fait de sa large distribution dans les zones de
plantation et dans les foréts dégradées, de I'absence de structure génétique, mais aussi de
sa plasticité quant a l'utilisation des ressources (alimentation et dortoirs), il me semble
important (2) de limiter la destruction des foréts secondarisées et dégradées pour permettre
non seulement de limiter la perte des habitats forestiers mais aussi pour maintenir une
population viable de cette espéce. Cette limitation de la destruction doit commencer par
I'inclusion de certaines foréts secondaires actuellement occupées par P. s. comorensis telles
qgue la forét de Hakidogo, Nioumachoua et Siri-ziroudani a Mohéli et la forét de Mromaji,

Dindri, Nindri-Kowé dans le systéme d’aire protégée national.

6.5- Perspectives de recherches pour améliorer les stratégies de conservation

La mise en place des stratégies de conservation efficaces pour ces deux espéces de
mégachiropteres est limitée par un manque d’études scientifiques réalisées dans ces iles des
Comores. Le manque le plus fragrant a I'issu de cette thése concerne la démographie et la
dynamique de ces populations. L'acquisition de ces types de données par les méthodes
traditionnelles nécessite la capture des animaux (manuscrit 3) afin de réaliser des suivis
individuels sur le long terme. Ceci parait difficile du fait que les populations de ces deux
espéces sont localisées dans des grands arbres (P. s. comorensis) ou dans des foréts
montagneuses présentant des pentes fortes (P. livingstonii) mais aussi a cause de leurs
enjeux de conservation importants (P. livingstonii). Les captures physiques paraissaient tres
risquées car elles conduisaient a des fortes perturbations pour les populations (dérangement
des dortoirs) et peuvent occasionner des mortalités directes de quelques individus de

maniére accidentelle. L’adoption d’'une méthode non-invasive, et plus particulierement celle
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basée sur les féces de ces animaux, s'avere donc étre une bonne méthode alternative pour
obtenir des données génétiques (Taberlet et al., 1999).

Les résultats présentés dans le manuscrit 2 de cette thése, permet de démonter
gu’une telle approche de suivi individuel « non invasive » est faisable pour ces especes
frugivores.

Les résultats obtenus lors de cette étude permettent aussi de montrer que le
couplage NIGS-CMR représente la seule approche réaliste et techniqguement faisable pour
estimer des tailles des populations robustes mais aussi pour estimer les parametres
démographiques chez P. livingstonii ainsi que d’autres espéces de chauves-souris frugivores
des régions tropicale. Cependant la seule limite pour mettre en ceuvre une telle approche
chez des ces espéces est le colit élevé notamment des analyses génétiques en laboratoire.
Toutefois, du fait que les prix des analyses génétiques peuvent baisser dans les années a
venir et que les collectes de données de terrain sont trés faciles techniquement et peu
couteuses, il parait utile de collecter les échantillons, de les stocker et d’attendre quelques
années avant de les analyser.

Dans le but d’approfondir encore les connaissances sur les deux espéeces étudiées
mais aussi sur la conservation de la biodiversité aux Comores d’'une maniére générale,
plusieurs études me semblent nécessaires.

Comme je viens de I'expliquer, la méthode de NIGS-CMR est I'approche la plus
pratique et la plus efficace pour suivre les populations de chauves-souris frugivores dans les
zones tropicales afin d’obtenir des estimations robustes des tailles des populations et des
parameétres démographiques.

Il sera cependant nécessaire de mettre en application cette approche dans les années
a venir en commencgant par les collectes des échantillons annuellement qui seront congelés a
-20° ou -80 si nécessaire afin d’assurer une meilleure conservation des échantillons de feces
et attendre d’éventuelle baisse des prix des analyses en laboratoire (ou de trouver des

financements spécifiques).

Outre les parameétres démographiques, cet échantillonnage permettra de sexer les
individus et d’examiner la sex-ratio des dortoirs par exemple. L'acces a des informations
individuelles permettra aussi d’étudier les structures sociales des populations et de détecter

d’éventuelle mouvement de fusion-fission entre les different gites.
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Au cours de mes travaux, malgré I'effort important déployé sur le terrain, le nombre
d’échantillons que j'ai réussi a collecter pour chaque site d’étude ne m’a pas permis de
réaliser une étude de la structuration des populations du P. livingstonii entre les différents
sites étudiés au sein d’une méme fle et j'ignore encore si en plus de la forte structuration
entre les deux iles, les populations des différents sites d’une méme fle sont aussi structurées
ou pas. Il pourrait de ce fait étre intéressant de renforcer I'échantillonnage et d’étudier la

structure génétique entre les différents sites étudiés.

Bien que je ne disposais de données suffisantes pour explorer I'histoire évolutive des
populations et plus particulierement I'histoire de colonisation de ces deux espéces dans les
fles, les contraintes de temps de la thése ne m’ont pas permis de réaliser cette étude. Une

telle étude, pour laquelle toutes les données sont disponibles, est donc a mener.

Mes travaux ont suggéré que la destruction des dortoirs est un des facteurs
impactant les deux especes étudiées et plus particulierement P. s. comorensis. |l serait de ce
fait intéressant de profiter de la méthode de suivi individuel non-invasif pour étudier les
réactions des populations face aux destructions des dortoirs que ce soit par les humains ou
par les facteurs naturels telles que les cyclones (les deux espéces) et les glissements de
terrain (P. livingstonii). Selon mes propres observations, il semblerait qu’aprés destruction
des dortoirs, les individus peuvent se disperser et abandonner leurs dortoirs de maniere
définitive et se trouver d’autres dortoirs ailleurs ou rejoindre d’autres groupes. Ils peuvent
aussi disperser et quitter les dortoirs un certain temps et retourner par la suite pour
s’installer dans les environs, ou peuvent ne pas se déplacer et rester dans les environs. De
telles situations ont été observés sur le terrain dans les different sites dortoirs des deux
espéces. Par exemple, apres un glissement de terrain (en 2016) entrainant la chute d’arbres
dortoirs de P. livingstonii dans le site de Mpagé (le glissement a eu lieu un jour avant notre
visite), les individus se sont déplacés pour occuper des arbres environnants et jai pu
observer a peu prés le méme nombre d’individus dans ces nouveaux dortoirs que lI'année
précédente. Au contraire, dans le village de Mbatse (en 2016), apres |'abattage d’un arbre
dortoir occupé par P. s. comorensis sur lequel javais réalisé des comptages l'année
précédente, j'ai pu constater qu’aucun individu n’était resté dans la zone alors que d’autres
arbres pouvant constituer un dortoir pour la population été disponibles dans la zone. Une

étude sur ces réactions a la disparition des dortoirs pourrait permettre de mieux
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appréhender la résilience des populations des deux especes vis a vis de cette perturbation et

donc de mieux anticiper leur impact.

Durant mes travaux de génétique avec les féces, j'ai pu constater par surprise que
dans certains gites notamment dans les dortoirs de Kowé et de Bazimini (environ 600 et 800
m d’altitude respectivement) ol aucun P. s. comorensis n’avait été observé pendant la
journée, des feces que j'ai collectées en croyant qu’elles appartenaient a P. livingstonii,
appartenaient de fait a P. s. comorensis aprés analyse génétique. De ce fait mais aussi par
I’écologie spatiale et celle du mouvement peuvent étre trés utile pour développer des
stratégies de conservation efficaces. Il me semble important de réaliser des études sur les
mouvements des deux espéces entre leurs gites et leurs sites d’alimentation, par exemple en
utilisant des suivis GPS. Une telle étude permettrait de localiser les différents sites
d’alimentation des deux especes et de mesurer la distance entre gites et sites
d’alimentation. Cette étude permettrait aussi de détecter de maniere plus fine une
éventuelle compétition et chevauchement entre les deux especes en termes d’utilisation de
I’habitat et des ressources.

Granek (2002) a suggéré des variations saisonnieres des abondances chez P.
livingstonii probablement due a la disponibilité alimentaire et étonnement, les effectifs sont
réduits dans tous les dortoirs au cours de la saison séche. Les lieux de refuge de ces individus
pendant la saison séche sont cependant totalement inconnus. Il est possible que les
individus se disperse partout dans la forét a la recherche de la nourriture et ne reviennent
dans les dortoirs que si les aliments sont abondants. Comprendre ce qui se passe a cette
saison et notamment identifier les sites utilisés apparait aujourd’hui fondamental car toute
la stratégie de conservation pour cette espece focalise sur les dortoirs connus en dehors de
cette saison. La boite noire que représente la saison séche et les pressions que subissent
potentiellement les individus a cette saison reste donc clairement un des points les plus
limitant pour développer une stratégie de conservation efficace. L'utilisation de suivis
individuels par GPS, ou plus simplement par satellite, pourrait permettre de combler ce
manque.

En fin, il serait intéressant de poursuivre les études sociologiques par exemple pour
évaluer l'efficacité de la mise en place du systeme d’aires protégées aux Comores. |l serait

par exemple tres utile d’évaluer les différentes attitudes des populations locales sur la
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présence des aires protégées éventuellement selon différentes modalités de mise en ceuvre
et de gestion. Cette étude pourrait permettre d’améliorer la stratégie de conservation a
mettre en ceuvre dans le réseau d’aires protégées a échelles national, stratégie qui semble

cruciale pour assurer le maintien de la biodiversité dans cet archipel, hotspot de biodiversité.
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Annexe 1:

Matériel supplémentaire du chapitre 2
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Figure S1: Map showing the location of modeled occurrence points for P.

livingstonii and P. s. comorensis and topography in the Mohéli Island.
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Figure S2: Map showing the location of modeled occurrence points for P. s.

comorensis and topography in the Grande Comore Island.
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Figure S3: Map showing the location of modeled occurrence points for P.

livingstonii and P. s. comorensis and topography in the Anjouan Island.
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Table S1: Characteristics of roosting trees used by the P. s. comorensis in the

three islands

Island Scientific Name Family Mean dbh Mean High Bat counts
(em) (m)
Anjouan Pterocarpus indicus Fabaceae 120 30 71
Adansonia digitata  Bombacaceae 250 18 48
Artocarpus Moraceae 55 21,5 163
heterophyllus
Ficus sp. Moraceae 84,7 19,7 533
Mangifera indica Anacardiaceae 92,5 18 56
Olea capensis Oleaceae 90 33 42
Unknown 130 18 52
Albizia sp. Fabaceae 58,5 20,2 348
Unknown 20 10 16
Eucalyptus sp Myrtaceae 40 15 21
Ocotea comorensis  Lauraceae 35,2 16,7 292
Albizia lebbeck 45 16 20
Unknown 90 18 19
Nuxia pseudodenta Loganiaceae 79,169 22,6 51
Ceiba pentandra Bombacaceae 145,6 20,5 467
Ficus lutea Moraceae 38,5 20,5 69
77
Gde
Comore Pterocarpus indicus Fabaceae 82,91 34,4 1183
Adansonia digitata  Bombacaceae 181,45 32,2 708
Artocarpus Moraceae 45 30 21
heterophyllus
Ficus synicorus Moraceae 65 13,3 115
Litchi chinensis Sapindaceae 95 35 47
Mangifera indica Anacardiaceae 67,99 28,1 477
albizia sp. Fabaceae 48,75 22,6 1920

EE



Terminalia catappa Combretaceae 150 32,7 204
albizia lebbeck Fabaceae 43,9 29 954
Ceiba pentandra Bombacaceae 154,3 37,3 1074
Tamarindus indica  Caesalpiniaceae 59,5 18,5 210
Eugenia jambolana  Myrtaceae 65 27,3 127
Moheli Pterocarpus indicus  Fabaceae 72,1 18,1 1075
Ficus sp. Moraceae 90 18 34
Albizia sp. Fabaceae 46,8 17,6 421
Leea guineensis Leeaceae 50 35 20
Terminalia catappa Combretaceae 100 35 15
Ceiba pentandra Bombacaceae 167,1 22,0 1155
Eugenia jambolana  Myrtaceae 67 35 24
Total 86,16 24,27 12129

Table S2: Characteristics of roosting trees used by P.livingstonii in Anjouan

and Moheli Island per site

Islands Scientific Name Familly Mean dbh (cm) Mean Bat counts
height(m)

Anjouan  Ficus sp. Moraceae 66 18 88
Olea capensis Oleaceae 66 25 51
Unknown 95 25 48
Leea guineensis Leeaceae 110 20 1
Gambeya Sapotaceae 70 21 191
boiviniana
Terminalia catappa  Combretaceae 90 26 50
Anthocleista Gentianaceae 34 15 11
grandiflora
Ocotea comorensis  Lauraceae 95 31 42
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Eugenia comorensis Myrtaceae 65 24 55
albizia lebbeck Fabaceae 55 19 4
Nuxia pseudodenta  Loganiaceae 52 21 121
Ficus lutea Moraceae 79 24 44
Weinmannia Cunoniaceae 55 20 13
comorensis

Moheli Ficus sp. Moraceae 90 18 25
Albizia sp. Fabaceae 76 36 63
Leea guineensis Leeaceae 88 32 222
Gambeya Sapotaceae 46 26 76
boiviniana
Terminalia catappa  Combretaceae 73 33 97
albizia lebbeck Fabaceae 60 18 1

Total 70 24,28 1243
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Figure S1: Sampling locations in the four islands of Comoros (tissue samples
are collected in the four islands while fecal samples are collected only in the
three islands of the Union of Comoros (Anjouan, Mohéli and Grande
Comore); green and blue circles represent the sampling location for Pteropus
livingstonii and P. seychellensis comorensis respectively; Black circles
represent the roost shared by the two species and red represent all sites
where P. livingstonii apparently occurs alone during the daytime but using

genetic analysis we found sequences for P. s. comorensis in the droppings
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Table S1: Accession number of sequences (for P. livingstonii and P. s.

comorensis) collected in Gene Bank in order check for the belonging of fecal

samples to the target species using phylogenetic analyzes

Species Accession numbers Island

P. livingstonii JF327234 Anjouan
JF327233 Anjouan
JF327229 Anjouan
JF327227 Anjouan
JF327226 Anjouan
JF327225 Anjouan
JF327232 Anjouan
JF327231 Anjouan
JF327230 Anjouan
JF327228 Anjouan

P. s. comorensis JF327215 Anjouan
JF327216 Anjouan
JF327217 Anjouan
JF327218 Anjouan
JF327219 Anjouan
JF327220 Anjouan
JF327221 Anjouan
JF327222 Anjouan
JF327223 Anjouan
JF327224 Anjouan
JF327261 Grande Comores
JF327262 Grande Comores
JF327263 Grande Comores
JF327264 Grande Comores
JF327265 Grande Comores
JF327266 Grande Comores
JF327268 Grande Comores
JF327269 Grande Comores
JF327271 Mohéli
JF327272 Mohéli




Table S2: Detailed genetic diversity metrics using microsatellite loci for the

two flying fox species from different Islands of Comoros.

Pteropus livingstonii

Pop Locus N Na Ho He Fis

Anjouan Al 46 3 0,52 0,48 -0,09
C6 48 5 0,38 0,35 -0,07
PH9 48 9 0,63 0,66 0,05
A2 49 8 0,84 0,70 -0,19
CcspP7 48 | 4 0,54 0,53 -0,03
A3 47 5 0,38 0,41 0,05
B29 49 3 0,10 0,17 0,39*

Mohéli Al 23 3 0,65 0,66 0,01
Cc6 23 4 0,65 0,69 0,05
PH9 22 4 0,55 0,68 0,19
A2 23 6 0,65 0,73 0,10*
CcspP7 23 2 0,17 0,16 -0,09
A3 22 5 0,45 0,48 0,04
B29 23 2 0,04 0,12 0,64**

P. s. comorensis

Anjouan Al 6 3 0,33 0,54 0,38
Cc6 7 1 0,00 0,00 NA
PH9 7 9 1,00 0,85 -0,18
A2 7 4 0,86 0,70 -0,21
CsP7 7 3 0,43 0,57 0,25
A3 4 3 1,00 0,59 -0,68
B29 6 3 0,17 0,40 0,58

Mohéli Al 8 2 0,13 0,12 -0,06
Cc6 10 1 0,00 0,00 NA
PH9 10 7 0,90 0,79 -0,14
A2 10 3 0,40 0,58 0,31
CSP7 10| 4 0,70 0,63 -0,12
A3 7 4 0,57 0,46 -0,24
B29 10 2 0,00 0,18 1%*

Grande Comore Al 29 3 0,24 0,27 0,11**
C6 31 2 0,03 0,03 -0,01
PH9 30 | 13 0,70 0,81 0,14%**
A2 31 6 0,39 0,53 0,26%**
CcsP7 31| 4 0,61 0,64 0,04
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A3* 30 5 0,60 0,56 -0,07
B29 30 4 0,10 0,27 0,62%***
Mayotte Al 21 2 0,05 0,05 -0,02
C6 21 1 0,00 0,00 NA
PH9 21 | 11 0,86 0,79 -0,07
A2 21 3 0,38 0,53 0,27
CSP7 21 4 0,57 0,67 0,14
A3 21 5 0,33 0,52 0,35**
B29 21 4 0,14 0,37 0,61%***
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Table S1: Q-sort results; values on the tables represent the number of

statements, see table 2 (chapter 5) for details of statements.

N°1 : Nioumadzha Gde Comore

19 10 33
28 1 9 8 31
12 2 29 17 5 3 30
15 23 7 16 18 11 22 32 13
26 25 24 21 4 6 14 20 27
-4 -3 -2 -1 4
N°2 : Wallal, Mohéli
18 2 30
16 13 31 1 24
6 15 28 19 12 8 17
11 27 21 32 26 4 14 22 29
10 5 20 7 9 23 25 33 3
-4 -3 2 -1 4
N°3 : Wallal, Mohéli
6 13 12
28 10 19 21 4
20 9 11 26 1 16 3
7 29 23 33 30 27 22 5 2
25 18 15 24 17 14 32 31 8
-4 -3 -2 -1 4

NN




N°4 : Wallal, Mohéli

10 19 26
7 16 27 32 30
18 12 11 13 22 31 4
6 9 15 21 28 24 1 33 5
17 14 23 29 20 2 8 3 25
4 -3 -2 -1 4
N°5 : Wallal, Mohéli
10 6 14
26 7 9 16 5
1 18 2 27 17 33 12
28 25 31 20 13 8 23 29 3
4 15 30 22 11 32 24 21 19
-4 -3 2 -1 4
N° 6 : Wallal, Mohéli
10 21 21
22 32 7 7 5
28 2 13 12 12 24 4
18 6 1 16 23 23 31 26 25
15 9 17 11 27 20 3 29 30
-4 -3 -2 -1 4




N°7 : Wallal, Mohéli

22 23 4
15 6 16 5 1
13 2 7 29 3 33 31
10 12 32 24 25 8 27 21 14
9 18 11 20 26 28 19 30 17
4 -3 -2 -1 4
N° 8 : Walla 2 Mohéli
11 19 4
16 24 3 33 9
7 28 1 13 20 26 25
14 15 22 21 17 31 30 29 8
18 5 6 10 23 12 27 32 2
-4 -3 2 -1 4
N°9 : Walla 2 Mohéli
8 1 27
28 32 25 16 13
10 15 22 29 30 26 3
18 6 11 17 7 23 12 33 31
9 20 21 2 14 24 19 4 5
4 -3 -2 -1 4

PP




N°10 : Nioumachoua Mohéli

1 22 30
16 27 24 32 33
6 29 28 2 26 8 3
18 9 7 23 11 12 25 19 31
20 15 17 10 14 21 4 13 5
-4 -3 -2 -1 4
N°11 : Nioumachoua Mohéli
18 20 9
1 10 12 11 23
28 6 15 14 21 29 30
19 7 16 8 17 33 31 24 25
22 27 32 2 13 26 4 3 5
-4 -3 -2 -1 4
N° 12 : Ndrondroni Mohéli
12 10 7 8
2 11 19 30 1
13 6 27 22 31 4 3
15 18 12 14 20 26 5 33 23
16 28 9 29 32 21 17 24 25
-4 -3 -2 -1 4

QQ




N°13 : Nioumachoua Mohéli

19 27 24
32 7 11 14 5
2 18 10 12 1 17 31
6 15 28 13 9 21 30 33 3
20 22 29 16 26 8 32 25 4
4 -3 -2 -1 4
N°14 : Walla 2 Mohéli
13 27 3
18 7 10 14 16
6 15 8 31 31 4 12
29 23 1 11 22 33 30 5 9
2 28 20 21 19 24 17 26 25
-4 -3 -2 -1 4
N°15 : Ndrondroni Mohéli
10 29 33
2 11 12 3 1
21 18 6 22 20 19 14
27 7 16 23 13 26 30 25 31
8 9 15 28 17 4 32 5 24
-4 -3 -2 -1 4




N°16 : Nioumadzaha, Grande Comore
29 14 27
10 18 16 12 20
2 28 24 19 13 30 33
6 11 8 17 26 25 7 1 4
9 15 21 14 14 31 32 3 5
4 -3 -2 -1 4
N°17 : Nganzalé, Anjouan
17 27 29 17
6 16 5 20 32
22 10 26 19 21 25 9
18 7 2 13 12 14 33 31 23
28 15 8 24 11 1 4 3 30
-4 -3 -2 -1 4
N°18 : Salamani Anjouan
13 17 19
29 7 12 33 14
21 16 22 10 26 30 5
18 28 1 2 24 8 23 31 20
6 15 11 9 27 32 4 3 25
-4 -3 -2 -1 4

SS




N°19 : Moya, Anjouan

17 16 30
19 20 33 22 29
15 7 2 12 27 13 24
28 6 26 18 11 25 14 8 32
10 9 21 23 1 5 4 3 31
4 -3 -2 -1 4
N°20 : Moya, Anjouan
18 27 14
29 13 9 16 30
7 19 24 1 17 31 4
28 21 22 11 12 8 32 25 23
015 6 10 2 26 33 3 23 5
-4 -3 -2 -1 4
N°21 : Ada Anjouan
10 1 7
29 24 21 26 32
6 9 13 22 33 14 8
2 15 27 11 23 16 4 31 5

TT




18 19 28 20 17 12 25 30 3
-4 -3 -2 -1 4
N°22 : Ada Anjouan
11 23 17
2 12 24 7 14
28 15 27 9 8 19 31
6 22 26 32 13 16 21 1 5
20 18 29 10 30 25 3 33 4
4 -3 -2 -1 4
N°23 : Limbi Anjouan
9 19 17
2 11 26 16 24
15 7 23 12 20 5 31
18 28 32 27 25 10 30 8 14
6 22 13 29 21 1 4 33 3
-4 -3 -2 -1 4
N°24 : Limbi Anjouan
18 32 14
15 10 24 29 4
2 25 9 23 12 5 21
16 1 19 28 20 30 11 17 33
6 7 27 22 26 8 13 3 31
-4 -3 -2 -1 4

uu




N°25 : Mromaji, Anjouan

29 6 30
22 19 16 25 33
9 26 7 27 10 4 31
18 1 11 15 24 20 5 12 32
2 28 13 23 14 17 21 3 8
4 -3 -2 -1 4
N°26 : Tsinimoipanga, Grande Comore
26 10 11 21
2 19 16 32 3
13 23 24 8 27 5 30
18 22 28 12 1 9 7 33 32
15 6 29 17 26 20 14 4 8
-4 -3 -2 -1 4
N°27 : Nkourani, Grande Comore
10 15 20
3 11 14 21 25

\'A%




32 7 12 17 22 5 29
1 4 16 26 18 23 27 30 31
2 6 9 8 19 24 28 13 33
-4 -3 -2 -1 4
N°28 : Nkourani, Grande Comore
2 29 1
22 11 28 5 25
15 21 10 24 18 4 31
6 23 19 8 32 26 14 20 30
12 9 27 16 13 7 3 17 33
4 -3 -2 -1 4
N°29 : Nkourani, Grande Comore
18 23 17
2 26 32 13 5
6 22 27 7 28 25 4
11 1 10 24 26 14 19 8 12
9 15 33 21 16 30 3 29 31
-4 -3 -2 -1 4
N°30 : Nkourani, Grande Comore
23 28 29
33 22 32 8 27
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26 10 20 19 9 24 25
18 15 11 4 13 5 6 31 16
21 1 2 12 17 30 7 3 14
-4 -3 -2 -1 4
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ABSTRACT

The Comoros Islands are known for their important biodiversity with a high endemism rate
for each taxonomic group. This natural richness face huge anthropogenic pressures due to a high rate
of habitat loss and fragmentation estimated to be the highest in the word. Wild endemic mammals
are the most threatened fauna in these islands. These species are often characterized by small
population sizes making them highly vulnerable to disturbances. Indeed, small population size makes
populations prone to allee effect, genetic drift or inbreeding depression, which subsequently
conducts to a decrease of species’ evolutionary potential, thus diminishing their long term viability.
In order to understand the effect of habitat disturbance on the Comoros Islands natural fauna, |
studied two endemic and highly threatened flying fox species (Pteropus livingstonii with a population
size estimated of 1300 individuals and P.seychellensis comorensis whose population is estimated to
few thousands of individuals). For that, | combined different approaches including spatial distribution
and ecological niche modeling, as well as population demography and socio-economic approaches.
This integrated approach is crucial to identify the different causes of mammals’ population loss and
propose relevant conservation measures. In a first part of this thesis, | show the results of the spatial
distribution modeling and habitat selection of the two flying fox species as well as their geographic
distribution ranges using Species Distribution Modelling (SDM) and Ensemble of Small Models
approach specifically adapted to rare and threatened species. This first part allowed me to assess
which ecological variables and anthropogenic pressures are determinant for the distribution of both
species as well to characterize the degree of threat of the two species. In the second part of this
thesis, | studied the genetic diversity and genetic population structure of both species among the
four islands of Comoros with the aim to look for possible gene flow breaks between sub-populations
but also to uncover which species face a high risk of extinction. This study highlights that these two
phylogenetic and morphologically related species show different genetic structures among islands. In
a third part, | explored the feasibility and costs of a non-invasive genetic monitoring protocol to
obtain accurate population size, demographic parameters and develop a long-term monitoring of P.
livingstonii. Due to the sensitivity of this species to capture and handling but also because of its
rareness, a direct monitoring using classical capture-recapture method was not possible. This study
showed that this approach is realistic but involves a high cost that seems to be unsuitable with the
budgets available for conservation of the species in the Comoros Islands. In a fourth part of my
thesis, | characterized the anthropogenic pressures that impacts both species using a socio-economic
characterization of these islands (forest exploitation and hunting pressures among others) by using
semi-structured interviews and a Q-methodology approach. This allows me to understand the
relationship of local communities with the local biodiversity as well as to interpret the ongoing
natural habitat evolution and to predict its future. In the last chapter (fifth), | combined the results of
all the different but complementary approaches used along the thesis with the aim to propose a
management plan appropriate for these two species.

Key words: Natural habitat loss, Comoros Islands, Pteropus livingstonii, P.seychellensis comorensis,
Conservation strategies
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RESUME

L'archipel des Comores héberge une diversité biologique exceptionnelle avec un taux
d’endémisme élevé au sein de chaque groupe taxonomique. Cette richesse fait cependant face aux
effets alarmants de la perte d’habitats naturels et de leur fragmentation causées par les pressions
anthropiques mal planifiées. Les mammiféeres sauvages sont parmi la faune la plus touchée par la
perte d’habitats dans ces iles. Ces espéces sont souvent caractérisées par des tailles de populations
faibles qui les rendent sensibles aux perturbations. De plus, ces petites tailles de populations peuvent
amplifier les menaces a travers des mécanismes de consanguinités et/ou d’effet Allee, ce qui conduit
a la réduction de leur potentiel évolutive et de leur viabilité dans le long terme. Pour mieux
appréhender |'effet des actions anthropiques sur la faune des Comores, j'ai étudié deux
Mégachiropteres endémiques et menacées d’extinction des Comores (Pteropus livingstonii dont la
taille de la population est estimée a 1300 individus et P. seychellensis comorensis dont la taille de la
population est estimée a plusieurs milliers d’individus). Je me suis appuyé sur des approches
génétiques, d’écologie spatiale, de démographie mais aussi sur une étude socio-économique. Une
telle approche intégrée est cruciale pour identifier les causes des déclins et proposer des mesures de
conservation efficaces. Dans le premier volet de ma thése, j’ai modélisé I'utilisation de I'espace par
les deux espéces ainsi que leur distribution géographique a travers des modeéles de niches, plus
spécifiguement la méthode de « Species Distribution Modeling » a travers I'approche « Ensemble of
Small Models » spécifiquement adaptés aux especes rares. Ce premier axe m’a permis de déterminer
quelles sont les variables écologiques et/ou les pressions anthropiques qui déterminent la
distribution des deux espéces dans l'archipel. Cela m’a permis aussi de caractériser le degré de
menace subi par ces deux especes. Dans le deuxieme volet de ma thése, j'ai étudié la diversité
génétique et la structuration des populations des deux espéces entre les quatre Tles des Comores afin
de détecter d’éventuels ruptures des flux géniques entre les différentes populations d’'une méme
espece et d’identifier les populations a risque d’extinction. Cette étude montre que les deux especes,
pourtant proches phylogénétiquement et morphologiquement, ne présentent pas du tout le méme
patron de structuration des populations. Dans un troisieme volet, j'ai exploré la faisabilité et le co(t
de la mise en place d’un éventuel suivi individuel a long terme des paramétres démographiques des
populations de P. livingstonii a travers un échantillonnage non-invasif combiné a I'approche capture-
marquage-recapture (NIGS-CMR). En effet, la sensibilité a la capture et le degré de menace sur cette
espece ne permettent pas d’adopter les méthodes traditionnelles de suivi basées sur la capture
physique et le marquage des individus. Cet axe montre que "approche NIGS-CMR est réaliste mais
induit des colts qui paraissent peu compatibles avec les budgets disponibles pour le moment pour la
conservation et le suivi de cette espéce aux Comores. Enfin, dans un quatrieme volet, j’ai caractérisé
les pressions anthropiques subies par ces populations en lien avec les caractéristiques socio-
économiques de I'archipel (exploitation des foréts, pressions de chasse...) et cela a travers des
interviews classiques et d’un dispositif original d’étude sociologique (Q-sort). Ces approches
permettent de mieux comprendre quelles représentations ont les populations locales de ces espéces
afin de mieux interpréter I'évolution de la forét naturelle et prédire son avenir. Dans une derniere
partie je mets en regard les résultats des différentes approches complémentaires pour discuter d’un
plan de gestion et de conservation approprié pour ces espéces a fortes valeurs patrimoniales.

Mots clés : Perte des habitats naturels, Comores, Pteropus livingstonii, P.seychellensis comorensis,
Stratégies de conservation
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