N

N

Approches moléculaires pour 1’étude de la biodiversité
des mammiféres marins

Jean-Luc Jung

» To cite this version:

Jean-Luc Jung. Approches moléculaires pour I’étude de la biodiversité des mammiféres marins. Sys-
tématique, phylogénie et taxonomie. Université de Bretagne Occidentale, 2017. tel-04037362

HAL Id: tel-04037362
https://hal.science/tel-04037362
Submitted on 20 Mar 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/tel-04037362
https://hal.archives-ouvertes.fr

' UNIVERSITE|
i BRETAGNE

université de bretagne ‘ LOIRE‘

occidentale
T

gg BioGeMME

>0

Habilitation a Diriger les Recherches présentée par
UNIVERSITE DE BRETAGNE OCCIDENTALE  Jean-Luc JUNG

sous le sceau de la COMUE Université Bretagne Loire

Préparée au Laboratoire BioGeMME
(Biologie et Génétique des Mammiféres Marins dans
leur Environnement, ERCR 4 de 'UBO)

Approches moléculaires pour Habilitation  Diriger les Recherches
vz - - .y Soutenue le 8 novembre 2017
I'étude de la biodiversité des
=gy = devant le jury composé de :
mammiféres marins  Givier Adam
Professeur, Université Paris Sud, Rapporteur
Nadia Améziane

Professeure, Muséum National d’Histoire Naturelle, Rapporteure

Cédric le Maréchal
Professeur - Praticien Hospitalier, Université de Brest, Examinateur

Jacky de Montigny
Professeur, Université de Strasbourg, Rapporteur

Valérie Stiger

Maitre de Conférences, Université de Brest, Examinatrice

Invités :
Susan Gallon
Agence Frangaise pour la Biodiversité

Benjamin Guichard
Agence Frangaise pour la Biodiversité



Chercher, c’est aller ou on ne sait pas ...

Virginie Van Wassenhove

Quelques mammiféres marins, tels que l'on se les représentait dans le milieu scolaire dans les années 1800 en France.
©Musée Jean Frédéric Oberlin, Waldersbach

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation & Diriger les Recherches p-2



Remerciements

Mes remerciements vont tout d’abord aux membres de ce jury : @ Nadia Améziane, pour avoir accepté d’étre
rapporteure de ce mémoire ainsi que pour les discussions si constructives que nous avons eues ces derniers
mois ; a Jacky De Montigny, pour U'apport de son regard de généticien sur ce travail ; a Valérie Stiger et a
Cédric Le Maréchal pour avoir accepté de faire partie de ce jury ; et enfin a Olivier Adam, pour m’avoir
emmené dans ['univers des baleines a bosse, pour 'analyse qu’il fera de ce travail, et pour cette nouvelle
étape de franchie dans notre réflexion commune. Je remercie aussi Susan Gallon et Benjamin Guichard, de
I’Agence Francaise pour la Biodiversité et spécialistes des mammiféres marins, d’avoir accepté de participer

au jury en tant qu’invités.

Les travaux présentés dans ce mémoire sont indissociables de lexistence du Laboratoire BioGeMME,
reconnu en 2012 par le Conseil Scientifique de 'Université de Brest, évalué en 2013 par un comité
scientifique interne, puis renouvelé successivement en 2014 et 2017. Mes remerciements vont a tous les
acteurs qui ont porté et concrétisé avec moi ce projet, et en particulier Francois-Gilles Carpentier, Carole
Decker, et Eric Alfonsi qui pendant sa thése s’est largement investi dans cette aventure ; ainsi qu’a tous les
étudiantes, qui pendant leurs stages de Masters 1 et 2, de Licence, de Lycée et College pour quelques-uns,
sont venus depuis la France (des universités de Marseille, de Paris VI, de Strasbourg, de la Céte d’Opale, et
méme de Brest), depuis '[talie et depuis la Mauritanie, pour apporter leur contribution et leur bonne

humeur aux travaux du Laboratoire.

Plusieurs structures et personnes ont cru au projet et ont rendu possible la création a Brest d'un Laboratoire
utilisant des approches d’Ecologie Moléculaire pour étudier la biodiversité des mammiféres marins. Sami
Hassani, d’Océanopolis, a été le premier a construire des projets d’étude des mammiféres marins avec moi.
Yves-Marie Paulet de 'IUEM-UBO, Claude Férec et Cédric Le Maréchal de 'UMR 1078 INSERM-
UBOQO, Douraied Ben Salem et Luc Bressollette du CHRU de Brest, Anne-Louise Nédelec de la DRI de
'UBO, m’ont toutes et tous particuliérement aidé, je les en remercie trés chaleureusement. Le Parc Naturel
Marin d’Iroise aussi a été un des premiers soutiens de BioGeMME pendant la Thése d’Eric Alfonsi.
Chantal Hily-Mazé a décrypté pour nous le dédale que représentait la construction administrative d'un
nouveau Laboratoire Universitaire, avec une compétence et une bonne humeur constantes. Je lui exprime
toute ma reconndissance, je ne suis pas sir que BioGeMME aurait réussi a fonctionner sans elle.

Les travaux décrits dans ce mémoire reposent sur des connaissances acquises sur le terrain depuis des années

(voire des décennies) et des collections d’échantillons réalisées par des structures et correspondants locaux. Je

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p-3



leur en suis particuliérement reconnaissant a tous. A Madagascar, j’ai notamment eu la chance de
rencontrer Dina Andrianaivoravelona, Isabelle Charrier, Sophia Rakotoharimalala, Anjara Saloma,
Lauréne Trudelle, Henri Bellon, Francois-Xavier Mayer et de travailler grace a tous les membres et
écovolontaires de la remarquable association Cétamada. A Saint-Pierreet-Miquelon, ce sont Catherine,
Morgane et Joél Detcheverry, Aurélie Martin, Frank Urtizberea, Roger Etcheberry et Jérome Anger qui ont
rendu possible une étude génétique des baleines a bosse. J'ai eu la chance de collaborer avec Oumar Ba, Fred
Marret, Wim Mullié et Koen Van Waerebeek en Mauritanie, et avec Olga Filatova en Russie.

Je dois des remerciements particuliers a Vincent Ridoux de ['Université de La Rochelle, ainsi qu’a tous les
membres, organisateurs comme correspondants, du Réseau National Echouage Francais. Le fonctionnement
de ce réseau nous a permis de réaliser plusieurs des études présentées dans ce mémoire. Vincent Ridoux a
aussi aidé directement a la création du Laboratoire BioGeMME, par exemple en participant, avec Yves-
Marie Paulet, Cédric Le Maréchal, Sami Hassani et Philippe Le Niliot a son comité scientifique interne en

2013.

L’enseignement universitaire, tout comme la recherche, sont des sports d’équipes. Cela fait des années que
j'enseigne la Biologie Moléculaire en Licence et en Master a ['Université de Brest, en partageant
organisation, cours, créneaux, constructions récurrentes de nouveaux programmes, et toutes les autres
réjouissances, avec mes collégues du département de Biologie de 'UFR Sciences et Techniques. Un grand
merci tout particulierement a ceux du groupe pédagogique « Biologie Moléculaire », et a Aline Amérand qui
a plusieurs fois pris en charge la gestion de la L3BCMP pour m’aider.

Je fais aussi un clin d’ceil & mes premiers formateurs en Laboratoire de recherche, Pierre Pfeiffer, Vassilis
Sarantoglou, et particulierement a Giinther Hahne avec qui j'ai partagé 4 années de travail et de réflexion
durant ma thése.

Jai une pensée particuliere pour Nolwenn Hymery, camarade de paillasse de Laboratoire & une période ou
notre écosystéme professionnel était différent.

Enfin, la famille : Une partie importante de ce que je connais et comprends du milieu marin vient de
Vapprentissage transgénérationnel que j'ai recu de Joseph Tual, entre Keller et Galgrac’h. Je lui en suis plus
que reconnaissant.

Et mes remerciements vont a Jeannette, Anne-Francoise, Gabriel et Jules pour leur aide, soutien,

idées, et surtout pour leur présence !

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p-4



Avant propos

Partie 1 : Synthese des activités de recherche

Préambule 9
Chapitre I. Contexte Scientifique. L’Ecologie Moléculaire et les mammiféres marins :
complexité de mise en ceuvre mais résultats considérables 13
Obtenir des échantillons est la premiére difficulté a résoudre pour toute étude d’Ecologie Moléculaire
portant sur des mammiféres marins 15
Décryptage de la biodiversité des mammiféeres marins par des approches d’Ecologie Moléculaire :
identification d’espéces et variations intraspécifiques 18
Chapitre II. Ecologie Moléculaire et conservation de la biodiversité : les liens sont-ils
suffisants ? 28
Les apports de I'Ecologie Moléculaire a la conservation du milieu marin etle « gap » de la génétique
appliquée a la conservation 29
Les mammiféeres marins, des espéces en danger ? 32
Apports de mon travail a la conservation du milieu marin 36
Chapitre III. La baleine a bosse (Megaptera novaeangliae). Isolation par la distance et
apprentissage transgénérationnel influent la structuration génétique de I'espece 38
Megaptera novaeangliae, seule espece actuelle du genre, comporte trois sous-especes 39
L’apprentissage transgénérationnel influe sur la structuration génétique de I'espéce 41
Madagascar, une zone de reproduction des baleines a bosse ouverte sur tout I'hémisphére sud 46
Dans les eaux Russes du Pacifique Nord, la fidélité des baleines a bosse pour leur site d’alimentation est
d’une précision géographique tres inattendue 68
Saint-Pierre-et-Miquelon, un site de nourrissage des baleines a bosse de I'Atlantique Nord a préserver 99
Les études menées en paralléle sur les trois sous-espéces de baleines a bosse mettent en évidence des
différences de structuration génétique 110
Compréhensions nouvelles et réflexions en termes de conservation des baleines a bosse 113
Chapitre IV. Mouvements et populations chez le marsouin commun (Phocoena phocoena)
le long des cotes atlantiques francaises 116
Chapitre V. Le phoque gris en limite sud de sa répartition, diversité génétique, histoire
ancestrale et régime alimentaire 140
Chapitre VI. Outils moléculaires et étude de la biodiversité spécifique des mammifeéres
marins 167
Perspectives de mon travail de recherche 202
Diversité intraspécifique des baleines a bosse. 203

Etude de la diversité spécifique : listes de mammiféres marins en Mauritanie, participation a la mise au
point des approches d’ADNe pour les mammiféres marins, et étude de problématiques taxonomiques

particuliéres 206
Références Bibliographiques 209
Partie 2 : Curriculum vitae et déroulement de carriere 221
Titres universitaires 222
Productions scientifiques 223
Liste des publications dans des revues avec comités de lecture. 223
Autres publications, dans des ouvrages et dans des revues sans comité de lecture 224
Présentations orales, scientifiques et de communication scientifique 226
Communications lors de conférences internationales et nationales depuis 2009 sous forme de posters et
de présentations orales 228
Participation a I'organisation de conférences nationales et internationales 229
Encadrement de recherche 230
Supervision de post-doctorants 230
Co-encadrements de doctorants 230
Encadrements de stages de Master 2 et de longue durée 231
Encadrements de stages de Master 1 232
Autres activités de recherche 233
Direction, animation de laboratoires et équipes de recherche 233
"Reviewer" pour les revues 233
Participation a des Jurys de These 233
Expertise 233
Communication scientifique 234
Responsabilités pédagogiques 235
Responsabilités administratives et fonctions d’intérét collectif 235
Distinctions 235

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p-5



Avant propos

La rédaction d’une HDR est certainement un moment trés a part dans la carriere d’un
enseignant-chercheur, pendant lequel des idées, réflexions, compréhensions, hypothéses,
souvent en maturation depuis longtemps, doivent trouver a s’organiser, s’exprimer, se
confronter a la nécessité d’une formulation la plus claire possible, et répondre a une
organisation logique et convaincante. Ce moment se doit d’étre un peu « hors du temps »,
quelque peu détaché de ’immédiateté a laquelle nous conduisent souvent les autres facettes de
notre métier.

Pourtant, et logiquement je I’imagine, notre attention se porte sur les réflexions les plus
actuelles de notre travail de recherche ; les plus anciennes ayant servi a les construire
graduellement y sont incluses de facto. Pour ma part, les modéles biologiques que j’étudie sont
devenus progressivement de moins en moins aisés a expérimenter. Si lors de ma these et des
premiéres années de ma carriére de Maitre de Conférences a Brest j’ai pu mettre au point des
expérimentations de laboratoire mimant I’effet de différentes conditions naturelles sur des
végétaux, il m’est difficile, depuis que les mammifeéres marins représentent mon modéle
d’étude, d’imaginer faire de méme a part dans quelques cas trés particuliers (Hymery et al.
2013). Par contre, les approches de la Biologie Moléculaire, que j’ai commencé a utiliser des
mes premicres journées en laboratoire et que je continue a apprendre actuellement, ont pris une
importance de plus en plus grande dans la résolution des problématiques écologiques.
L’Ecologie Moléculaire a maintenant une place majeure dans le décryptage de la biodiversité.
Méme appliquées a des organismes aussi difficiles a étudier et a comprendre que les
mammiféres marins, les approches d’Ecologie Moléculaire livrent des informations
inaccessibles autrement sur la richesse des variations intraspécifiques et les diversités
rencontrées au sein des espeéces. Comprendre et expliquer les origines de ces variations
représente le défi suivant.

Etudier la biodiversit¢ des mammiféres marins par des approches d’Ecologie Moléculaire

releve donc d’une dimension premiére de compréhension fondamentale de la structuration des
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populations naturelles, notamment en regard des conditions environnementales et des
changements du milieu marin, d’origine anthropique ou non. Mais les mammiféres marins sont
aussi des especes souvent mobiles, a longue durée de vie, qui peuvent €tre situées au sommet
de la chaine alimentaire. Ils sont donc considérés comme des espéces indicatrices pertinentes de
la qualité du milieu marin et de ses variations. Ces sont aussi des especes « parapluies », dont la
protection est réputée entrainer, par un effet parapluie, celle d’autres compartiments de
I’écosysteme, moins facilement pris en compte.

A la dimension de compréhension fondamentale s’ajoute donc un aspect majeur d’application a
la conservation du milieu marin.

La premicére partie de ce mémoire, synthese des activés de recherche, décrit les travaux que j’ai
menés dans les douze derniéres années et portant sur 1’étude de la biodiversité des cétacés et
pinnipédes. La partie la plus actuelle de mon travail y a pris, par un choix réfléchi, une part
majeure. L’application des compréhensions fondamentales aux démarches de conservation du
milieu naturel est aussi largement abordée. Cette partie se termine par les perspectives de mon
travail, dans lesquelles les mots-clés « biodiversité des baleines a bosse », « identification
d’especes » et « ADNe » ont une importance majeure.

La description de mon parcours professionnel et mon curriculum vitae représentent la deuxieme

partie de ce mémoire.
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Partie 1:

Synthese des activités de recherche
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Préambule

Mon travail de recherche se situe dans les grands domaines de I'Ecologie Moléculaire et de
l'analyse de la biodiversité par des approches moléculaires.

Pendant ma thése, puis lors des premicres années de ma carriére de Maitre de Conférences, j'ai
caractéris¢ des variations de réactions des végétaux supérieurs face a des conditions
environnementales diverses, notamment de stress. Ces variations peuvent avoir des origines
physiologiques et/ou génétiques (voir par exemple Jung et al. 1993 ; 1995a; 1995b ; Jung
1998). Depuis 2005, j'ai orienté¢ mon travail de recherche vers d’autres modeles biologiques : a
l'aide d'outils moléculaires, j'étudie la biodiversit¢ des mammiféres marins, ceci a deux
niveaux. Tout d’abord, j’ai contribué a la mise au point d’outils d’identification et de
reconnaissance d’especes. Ensuite, j’ai utilisé des approches de génétique des populations pour
détecter des groupes génétiques intraspécifiques, essayer d’expliquer leur(s) origine(s), et
identifier leurs variations éventuelles, particulierement celles induites par des changements
environnementaux.

Dans le premier Chapitre de ce mémoire, j’ai décrit les compréhensions nouvelles amenées par
les démarches d’Ecologie Moléculaire concernant la structure des populations des mammiferes
marins. Alors que les mammiféres marins, en général trés mobiles, auraient pu présenter des
différences génétiques intraspécifiques trés réduites, les vingt-cinq dernieres années de
recherche ont permis de montrer qu’il n’en était rien. Plusieurs causes, historiques,
environnementales, liées aux activités humaines ou pas, peuvent étre a 1’origine de populations
différentes. Le comportement lui méme joue un grand role, et depuis trés récemment,
I’hypotheése a été émise que des cultures partagées, transmises entre individus d’un méme
groupe, pourraient entrainer des différenciations génétiques.

Mes travaux ont un but premier de compréhension fondamentale. En addition, appliqués a la
conservation du milieu marin, ils ont aussi des intéréts forts en termes de connaissance et de
suivi de la biodiversité, notamment face aux changements environnementaux. Dans le Chapitre
IT de ce mémoire, je décris des apports potentiels, peut-étre parfois sous-utilisés, des travaux
d’Ecologie Moléculaire a la conservation du milieu marin, de manieére générale tout d’abord,
puis appliqués aux travaux que je mene.

Dans les dernicres années, mon travail a porté essentiellement sur 1’étude des baleines a bosse

(Megaptera novaeangliae), une espéce de cétacés cosmopolite, au comportement trés complexe
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et a la structuration génétique intraspécifique particulicrement ardue - et intéressante - a
décrypter. Le Chapitre III de ce mémoire porte donc sur cette espece. J'y décris 1’existence et
I’origine des trois sous-especes de baleines a bosse, ainsi que leurs caractéristiques migratoires
particulieres, entre zones d’alimentation et zones de reproduction. J’étudie les baleines a bosse
dans trois zones géographiques distinctes, chacune correspondant a I'une des trois sous-
especes. Tout d’abord a Madagascar, dans le cadre des projets pluridisciplinaires Baobab et
Generation portés par I’Institut des Neurosciences Paris-Saclay (UMR 9197, CNRS Université
Paris Sud) avec I’association de science participative Malgache Cétamada. Dans le Pacifique
Nord ensuite, j’analyse la diversité génétique des baleines a bosse des eaux russes en
collaboration avec des collegues de I’Universit¢ de Moscou. Enfin, je caractérise
génétiquement les baleines a bosse de Saint-Pierre-et-Miquelon, en collaboration avec 1’Institut
des Neurosciences Paris-Saclay et des structures locales. Ces trois projets, et les résultats qu’ils
ont déja apportés, sont décrits successivement dans le Chapitre III de ce mémoire, apres, pour
chacun d’eux, un point bibliographique de la compréhension actuelle de la diversité génétique
des baleines a bosse dans chacun des trois sites étudiés.

Les deux derniéres parties de ce Chapitre III ont pour but d’analyser comparativement les
résultats obtenus sur chacune des trois sous-especes. Des différences claires de structuration
génétique, indiquant peut-étre des comportements migratoires différents et des fidélités plus ou
moins marquées semblent apparaitre a cette analyse globale. En termes de conservation aussi,
les résultats obtenus amenent des réflexions trés différentes, notamment pour le Pacifique Nord
ou nous avons mis en évidence une fidélité géographique tres localisée, reflétant probablement
une culture transmise de manicre transgénérationelle et qui a fagonné des structures de
populations trés marquées.

Les Chapitres IV et V décrivent successivement les études que j’ai pu mener sur deux especes
de mammifeéres marins trés abondantes en Atlantique Nord, et notamment en Bretagne. Le
marsouin commun (Phocoena phocoena) est actuellement trés fréquent le long de la cote
atlantique francaise, apreés en avoir tout d'abord disparu depuis les années 1950 puis fait une
réapparition spectaculaire dans les années 2000. Nous avons mis en évidence un double flux de
déplacement du marsouin commun particulierement inattendu le long de la fagade atlantique
francaise (Chapitre 1V). Le phoque gris (Halichoerus grypus) ensuite, seul pinnipéde de ce
mémoire, est en limite sud de sa répartition en Bretagne. La diversité génétique actuelle de

I’espéece reflete son histoire ancestrale en Atlantique Nord (Chapitre V).
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La taxonomie des mammiféres marins est trés complexe, sujette a modifications, et
certaines especes sont trés peu connues. Un objectif de mon travail, décrit dans le Chapitre VI
de ce mémoire, a consisté a adapter les approches de type code-barre de I’ADN (DNA
barcoding, Hebert et al. 2003) aux mammifeéres marins. J’ai ainsi pu participer a définir un outil
de routine permettant d’identifier ’espece a laquelle appartient un échantillon. Cette mise au
point m’a permis d’étudier la biodiversit¢ des mammiferes marins le long des cotes atlantiques
francaises et mauritaniennes. C’est lors de cette étude que Balaenoptera omurai, la plus récente
des especes de rorqual identifiée, a pu étre détectée pour la premicre fois en Atlantique. Elle
m’a aussi permis de participer, dans le cadre d’une collaboration internationale, a la découverte

d’une trés probable nouvelle espéce de baleine a bec (Morin et al. 2017).

A la fin de chacun des Chapitres décrivant mes travaux (de III a VI), un Tableau regroupe les
collaborations ayant permis chacune de ces études, et listant les étudiants y ayant participé.
Des publications sont insérées dans certains Chapitres. Il s’agit de publications dont je suis soit

premier auteur soit dernier auteur et auteur correspondant.

Etudier les mammiféres marins en utilisant des approches d’Ecologie Moléculaire était une
thématique trés novatrice lorsque je l'ai initiée en 2005 a 'UBO, université dans laquelle aucun
laboratoire n'étudiait ni les prédateurs supérieurs du milieu marin ni I'impact des changements
du milieu sur leur biodiversité. J'ai initi¢é mes travaux notamment grace a des collaborations
avec deux structures impliquées dans le suivi et la conservation de la biodiversité du milieu
marin en Bretagne, Océanopolis, CCSTI (Centre de Culture Scientifique, Technique et
Industrielle) de la mer de Brest, et le Parc Naturel Marin d'Iroise. Le Réseau National
Echouage, coordonné par Pélagis (UMS 3462, CNRS - Université de la Rochelle) a permis mes
premiers travaux grace a ses collections d’échantillons. Depuis, je travaille dans le cadre de
plusieurs collaborations nationales et internationales décrites dans ce mémoire.

Afin de pouvoir développer ces projets novateurs pour I’Université de Brest dans un cadre
administratif et scientifique satisfaisant, j'ai été¢ le porteur du dossier de demande de création
d'un nouveau laboratoire de recherche, en réponse a l'appel a projets "Création d'Equipes

Reconnues par le Conseil Scientifique (ERCS) de I'Université¢". Ce projet a été présenté en

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p- 11



janvier 2012 au Conseil Scientifique de I'UBO, qui a émis un avis favorable a la création de
I'ERCS a I"'unanimité de ses membres.

Le Laboratoire BioGeMME (Biologie et Génétique des Mammifeéres Marins dans leur
Environnement) existe donc depuis janvier 2012. Il a été évalué et renouvelé en janvier 2014 et
en janvier 2016. J'en suis le responsable depuis sa création.

Tous les résultats décrits dans ce mémoire correspondent aux projets de recherche menés dans

le cadre des activités du Laboratoire BioGeMME.
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Chapitre I. Contexte Scientifique

L’Ecologie Moléculaire et les mammiféres marins :

complexité de mise en ceuvre mais résultats considérables

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p. 13



L’Ecologie Moléculaire est appliquée a I’étude des mammiféres marins depuis le début des
années 1990 (Hoelzel & Dover 1989 ; Baker et al. 1990 ; Brown et al. 1991 ; Weinrich et al.
1991). Le volume 1 de Molecular Ecology, paru en 1992, contient la premiére revue
bibliographique résumant les résultats obtenus grace a 1’étude des polymorphismes de ’ADN
chez les mammiferes marins (Hoelzel 1992).

Cette revue mettait en avant les problématiques d’échantillonnage, résolues en partie par la
mise au point, - récente a ce moment la -, d’arbalétes et de fléchettes spécialisées. Celles-ci
permettaient de prélever des biopsies de petite taille, moins traumatisantes que celles réalisées a
I’aide de systemes dérivés de harpons employés jusque-la (Lambertsen 1987 ; Hoelzel et al.
1992). Les premiers résultats obtenus avaient immédiatement montré la puissance de ces
nouvelles approches : suspicion d’une nouvelle espéce de rorqual de Bryde (reconnue
maintenant comme rorqual d’Omura, Wada et al. 2003 ; Jung 2016 ; voir aussi Chapitre VI),
détection d’une structuration génétique liée a la fidélité pour les sites d’alimentation chez les
baleines a bosse (Figure 1; Baker et al. 1990), et existence de populations sympatriques

d’orques (Hoelzel & Dover 1991).
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Figure 1 : Données historiques et capacités actuelles.

(A) Fragments de restriction d’ADN mitochondrial, ayant permis a Baker et al. (1990) de mettre en évidence les
différences génétiques entre baleines a bosse provenant de différentes régions géographiques, et d’attribuer ces différences a
une fidélité migratoire. Photographie tirée de Baker et al. Nature 1990 (344) 238-240

(B) Nombre de séquences présentes dans la Genbank depuis sa création en 1982 (en rouge, séquences déterminées
dans le cadre de projets de séquengage de génomes entiers, en bleu, autres séquences). L’échelle des ordonnées est
logarithmique. Données provenant de www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics (page consultée le 25 aout 2017).

En mars 1990, lorsque la publication de Baker et al. est parue dans Nature, il y avait 33377 séquences, tous

organismes confondus, répertoriées dans la Genbank
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Depuis, les outils de la biologie et de la génétique moléculaire ont progressé de manicre
exceptionnelle. L’acquisition des données expérimentales, particulierement des séquences
d’ADN, le stockage des données de séquences dans les banques (Figure 1), leur comparaison a
grande échelle et les exploitations statistiques des polymorphismes de I’ADN en termes

d’analyse génétique ont été largement simplifiés.

Obtenir des échantillons est la premiére difficulté a résoudre pour toute étude
d’Ecologie Moléculaire portant sur des mammiféres marins

Malgré ces progres spectaculaires coté « laboratoire », les mammifeéres marins dans leur milieu
naturel sont et resteront toujours difficiles a étudier par des approches moléculaires. Ils sont
définis comme « ... tous les mammiferes dont [’alimentation est issue des océans » (Ridoux,
2016), et ne forment donc pas un clade au sens phylogénétique. Trois taxons principaux de
mammifeéres marins sont distingués : les cétacés, appartenant aux cétartiodactyles (cétacés a
dents, les odontocétes et cétacés a fanons, les mysticetes) ; les phoques qui sont des carnivores ;
et les siréniens (des téthythériens, groupe comprenant aussi les éléphants) (Fontaine, 2015 ;
Ridoux et al. 2016). A ces trois groupes principaux peuvent s’ajouter certaines espéces de
loutres et 1’ours blanc qui se nourrissent en mer (Ridoux et al. 2016).

Nous évoquerons plus particulierement les cétacés et pinnipedes, sur lesquels portent mes
travaux. Beaucoup sont trés mobiles, pélagiques, certains effectuent des migrations sur de tres
longues distances entre des zones d’alimentation et des zones de reproduction ; et méme si leur
nature de mammifere les oblige a respirer a la surface de I’eau, certains ont des comportements
si discrets qu’il est difficile de les observer. Néanmoins, toute étude d’Ecologie Moléculaire
nécessite des échantillons biologiques comme source d’ADN. La majorité des études actuelles
portant sur les grands cétacés sont basées sur I’obtention de biopsies, a I’exemple des baleines a
bosse (Baker et al. 2013) ; des baleines franches australes (Carroll et al. 2015) ; des rorquals
communs (Archer et al. 2013) ; des baleines bleues (Attard et al. 2016) ; des baleines a becs
(Morin et al. 2016) ou des orques (Foote et al. 2016). Quasiment aucun accident li¢ a des
prélevements de biopsies n’a été répertorié a 1’exception d’un cas (Bearzi, 2000), et leur
absence d’effet majeur a été démontré en plusieurs occasions (Cantor et al. 2010 ; Noren &
Mocklin 2012 ; Crain et al. 2013). Les biopsies prélevées a I’arbaléte sont utilisées de manicre
similaire sur des cétacés de plus petite taille, comme, par exemple, les dauphins communs

(Mirimin et al. 2009) ou les grands dauphins (Louis et al. 2014). Des prélévements non
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invasifs, opportunistes, peuvent aussi étre recueillis, & I’exemple de fragments de peau que
perdent spontanément cachalots et baleines a bosse, qui permettent des analyses génétiques
fiables (Figure 2 ; Richard et al. 1986 ; Pierszalowski et al. 2012). D’autres prélévements non-
invasifs et opportunistes peuvent étre utilisés, comme des souffles (Frere et al. 2010 ; Delfour
et al. 2013) ou des féces (Green et al. 2013a,b), mais la collecte de ces échantillons en milieu

naturel est une difficulté majeure.

Figure 2 : Fragments de peau de baleine a bosse

récoltés de maniére opportuniste dans le canal de I’ile
Sainte-Marie a Madagascar et utilisés dans le cadre des
études présentées dans le Chapitre III de ce mémoire.
Photo ©Cétamada

Les échouages de mammiféres marins représentent aussi une source opportuniste récurrente de
données et d’échantillons. Des réseaux d’échouages, nationaux ou régionaux, sont organisés
dans de nombreux pays (la liste compléte de ces structures est accessible
http://www.marinemammalcenter.org/science/crc-marine-stranding-network). En France, le

Réseau National Echouage est coordonné par ’'UMS 3462 PELAGIS (Systémes d’Observation

pour la Conservation des Mammiferes et Oiseaux Marins, CNRS — Université¢ de la Rochelle).
Océanopolis, CCSTI (centre de Culture Scientifique, Technologique et Industrielle) de la Mer,
localisé a Brest, en est le représentant régional pour la Bretagne. Un réseau de correspondants,
qui couvre le littoral maritime francais métropolitain et d’outre-mer, permet de collecter de
maniére récurrente et standardisée données et échantillons. Des rapport annuels décrivant les
échouages par espece et par région sont produits (voir par exemple Van Canneyt et al. 2015).
Ce recueil de données standardisées permet des exploitations poussées, notamment en termes
de variations de distribution d’especes, a I’exemple du marsouin commun en Atlantique Nord
(Jung et al. 2009 ; Peletier et al. 2013, voir aussi Chapitre IV). Des événements de mortalité
inattendue peuvent aussi étre détectés, et leurs causes envisagées (Mulli¢ et al. 2014). Les

prélevements réalisés par les réseaux échouages représentent une source précieuse
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d’échantillons pour des analyses de laboratoire, particuliecrement génétiques. Leur
significativité écologique a pu étre discutée en termes de représentativité de la population
globale, mais de nombreuses preuves de leur pertinence ont été données depuis (par exemple
Peltier et al. 2013). Des échantillons provenant de mammiféres marins échoués sont utilisés
avec pertinence dans une proportion importante d’études génétiques, en conjonction avec
d’autres échantillons provenant de biopsies (par exemple Archer et al. 2013 : Louis et al. 2014),

ou seuls (par exemple Fontaine et al. 2007 ; Alfonsi et al. 2012 ; Decker et al. 2017).

Les promesses a venir de ’ADN environnemental

Le terme d’ADN environnemental (ADNe) désigne I’ADN extrait d’un échantillon de milieu
environnant (eau ou sol par exemple) sans isolement préalable d’organismes vivants (Taberlet
et al. 2012). Les différents organismes qui contribuent a I’ADN récolté peuvent étre identifiés
grice au séquencage des molécules présentes, cette démarche étant appelée « eDNA
metabarcoding » (Pompanon et al. 2011 ; Taberlet 2012). Au départ appliquée surtout aux
microorganismes, cette approche a ¢été utilisée pour déterminer des régimes alimentaires
(Valentini et al. 2009) ou identifier une espece invasive de grenouille dans des étangs alpins
(Ficetola et al. 2008). Valentini et al. (2016) ont pu montrer que I’eDNA metabarcoding
pouvait étre appliqué a des milieux aquatiques de grande dimension. Dans le milieu marin, des
poissons osseux et cartilagineux ont été détectés et identifiés jusqu’a 1’espeéce a partir, par
exemple, de prélévements effectués autour d’un récif corallien (Miya et al. 2015) ou dans des
régions cotieres (Andruskiewicz et al. 2017).

Appliqué aux mammiféres marins, 1[’eDNA metabarcoding représenterait un outil
particulierement pertinent de suivi d’espeéces. Peu d’études ont été menées jusqu’a présent,
mais des marsouins communs ont été déja été détectés grace a des prélevements d’eau de la
mer Baltique (Foote et al. 2012), montrant la faisabilité¢ de I’approche (méme si dans ce cas-1a il
s’agissait d’une étude ciblée sur une espece). Mettre au point une approche de metabarcoding
permettant d’identifier les mammiféres marins a partir de prélevements d’eau de mer représente
une voie actuelle particuliérement pertinente de recherche, qui, d’un coté permettrait d’obtenir
des échantillons sans recours a des biopsies, et d’un autre coté ouvrirait des possibilités de

monitoring de biodiversité des mammiféres marins inédites.

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p- 17



Décryptage de la biodiversité des mammiféres marins par des approches
d’Ecologie Moléculaire : identification d’espéces et variations intraspécifiques

Les approches d’Ecologie Moléculaire permettent de décrypter la biodiversité¢ des mammiferes
marins a deux niveaux : (7) ’identification d’espéces, que ce soit pour la détection de nouvelles
especes ou bien la détermination de I’espéce a laquelle appartiennent des échantillons non
identifiables autrement, et, (ii) 1’analyse des variations intraspécifiques, 1’identification de
populations, leur répartition géographique, et la recherche des causes de cette diversité
intraspécifique.

La taxonomie des mammiferes marins peut paraitre a priori figée et avoir été clairement établie
depuis des décennies. En réalité, des espéces, de cétacés surtout, sont encore en cours
d’identification, et 1’utilisation des approches d’Ecologie Moléculaire est devenue primordiale
dans ce cadre. Par exemple, le rorqual d’Omura (Balaenoptera omurai) n’a ét€ reconnu en tant
qu’espece qu’en 2003 (Wada et al. 2003); I’¢tude de I’ADN mitochondrial a permis
d’identifier ce qui sera trés certainement reconnu prochainement comme une nouvelle espece
de rorqual dans le golfe du Mexique (Rosel & Wilcox 2014) ainsi qu’une espece putative de
baleine a bec dans le Pacifique Nord (Morin et al. 2016). Dans tous les cas, il s’agit d’especes
cryptiques, difficilement identifiables par 1’analyse morphologique externe uniquement, mais
pour lesquelles les données moléculaires mettent en évidence des distances génétiques trop
fortes avec les espéces voisines pour refléter simplement une variation intraspécifique. Un
comité pour la taxonomie des mammiféres marins (« The Taxonomy Committee of the Society
for Marine Mammalogy ») a pris en charge le maintien a jour de la liste des espéces reconnues
(35 especes de pinnipedes et 89 de cétacés consultables a

https://www.marinemammalscience.org/species-information/list-marine-mammal-species-

subspecies).

Mais méme lorsque les espéces sont clairement définies, certains représentants en sont
difficilement identifiables par I’observation morphologique, et seul 1'outil moléculaire permet
in fine des reconnaissances au niveau de l'espéce (Alfonsi et al. 2013 ; Jung et al. 2016). Par
exemple, les baleines a bec (famille des Ziphiidae, 22 espéces) représentent a elles seules plus
d’un quart des espéces de cétacés (Morin et al. 2016). Ce sont tous des grands plongeurs (le
record de plongée mesuré pour un cétacé est détenu par une baleine a bec de Cuvier, Ziphius
cavirostris, a 3000 m de profondeur, Schorr et al. 2014), pélagiques, au comportement discret.
L'identification correcte des spécimens de certaines de ces espéces rares, a la taxonomie

complexe et peut-étre en cours de définition (Morin et al. 2016), dont les caractéristiques
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anatomiques sont donc peu connues, est un véritable challenge. Seules des approches
moléculaires permettent des identifications spécifiques dans certains cas (Thompson et al.
2012 ; Dalebout et al. 2014 ; Morin et al. 2016). Dans d’autres cas, c’est la nature des
¢chantillons eux-mémes, trés dégradés ou trés partiels, qui implique le recours a une
identification grace a I’ADN (Baker et al. 2006 ; Baker et al. 2008 ; Alfonsi et al. 2013 ; Jung et
al. 2016, Figure 3).

Figure 3 : Exemple de trois échantillons trés partiels de cétacés échoués en Mauritanie (A, B) et en mer d’Iroise
(C) identifiés grace a leur ADN (voir Chapitre VI). A et B, Balaenoptera borealis, C : Balaenoptera physalus
Photos A et B, ©Wim Mulli¢ ; Photo C, ©Parc Naturel Marin d’Iroise

Mais c’est au niveau de 1’analyse de la biodiversité intraspécifique que I’étude de ’ADN des
mammiféres marins a permis les avancées les plus importantes ces dernieres années. En
majorité, les cétacés et les pinnipedes sont trés mobiles (Stone et al. 1990 ; Vincent et al. 2005 ;
Hoffman et al. 2006 ; Hoffman et al. 2012 ; Samaran et al. 2013 ; Quintela et al. 2014 ; Ridoux
2016). Comparé¢ au milieu terrestre, le milieu marin présente des barriéres physiques atténuées
pour ces nageurs actifs (Palumbi 1994). Ces deux facteurs, grande capacité aux déplacements et
barrieres physiques environnementales réduites, suggeérent a priori que la diversité
intraspécifique pourrait étre faible chez les mammiféres marins, et que des populations
panmictiques a grande échelle géographique pourraient représenter une regle générale.

Mais en réalité, dans une trés large proportion de cas, les études génétiques portant sur les
cétacés et pinnipeédes ont mis en évidence des groupes intraspécifiques, présentant des
différences génétiques d’intensités plus ou moins fortes, différences identifiées dans les
génomes nucléaires et mitochondriaux ou mitochondriaux uniquement. Dans certains cas, ces
disparités correspondent a des zones géographiques différentes, de taille variable, ou, dans

d’autres cas, elles ne montrent pas de liens avec une répartition spatiale particuliére. Les causes
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de ces différences génétiques ont été¢ graduellement déchiffrées dans plusieurs cas, les

principales sont décrites dans les paragraphes suivants.

Changements climatiques passés et préférences pour des habitats influent sur la structure génétique
actuelle des mammiféres marins

Des changements climatiques passé€s représentent une premiere catégorie d’explications. La
derniére période glaciaire, puis sa fin il y a approximativement 12 000 ans (Hewitt 2000 ;
2004 ; Boehme et al. 2012) et le réchauffement survenu par la suite sont certainement a
I’origine de la différenciation des sous-especes de marsouin commun (Fontaine et al. 2014). La
fin de la derniére période glaciaire correspond aussi a des signaux d’expansion démographique
reflétés dans la diversité génétique actuelle de plusieurs espéces de pinnipédes en Atlantique
Nord, notamment le phoque gris (Decker et al. 2016 ; publication 4). Chez les baleines a bosse,
des clades identifiés par I’ADN mitochondrial sont d’origine antérieure au dernier maximum
glaciaire, et la divergence en trois sous-especes géographiquement séparées provient clairement
du comportement migratoire de I’espece, associ¢ a I’inversion des saisons entre les deux
hémispheéres (Jackson et al. 2014, voir Chapitre I1I).

Des spécialisations pour certains habitats peuvent amener a la formation d’écotypes, définis
comme des groupes d’individus différant a la fois génétiquement et par des caractéristiques
écologiques, comme par exemple une spécialité¢ alimentaire (Lowry 2012). Ces écotypes
peuvent occuper des zones géographiques distinctes ou/et communes. Chez les mammiféres
marins, des écotypes sont distingués chez les orques dans le Pacifique, en Atlantique, et en
Antarctique sur la base de variations génétiques, comportementales et morphologiques (De
Bruyn et al. 2013 ; Morin et al. 2015). Les différences sont si importantes que Morin et al.
(2010) ont proposé de les considérer en tant qu’espéces ou sous-especes (Morin et al. 2010).
Chez les grands dauphins, deux écotypes, cotiers et pélagiques, sont aussi distingués en

Atlantique (Hoelzel et al. 1998 ; Louis et al. 2014a ; 2014Db).

Impacts des activités humaines et du changement climatique sur la diversité génétique des
mammiféres marins.

Peu de cas d’impacts directs des activités humaines sur la structuration génétique des
mammiféres marins ont été¢ identifiés jusqu'a présent, a part bien sur la chasse industrielle.
L’homme a pratiqué jusqu'a récemment une chasse intensive aux cétacés et pinnipedes, de

petite et de grande taille. En Atlantique Nord par exemple, lorsque la chasse a la baleine a
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bosse a ¢été interdite par la commission baleiniére internationale (International Whaling
Commission, IWC) en 1955, on estime qu’il restait moins de 1000 individus (Ruegg et al.
2013). Le nombre de baleines a bosse ayant existé avant la chasse industrielle peut étre estimé
de deux maniéres différentes, a partir des données des livres de bord des navires baleiniers ou
en partant de la diversité génétique actuelle. Les deux approches livrent des résultats tres
différents : les estimations génétiques ont des valeurs beaucoup plus fortes que les estimations
basées sur les recueils historiques (au moins 112 000 baleines a bosse avant le début de la
chasse en Atlantique Nord pour les estimations génétiques, Ruegg et al. 2013 ; contre une
vingtaine de milliers pour les estimations basées sur les captures, Punt et al. 2006). Quoiqu’il
en soit, la chasse a réduit drastiquement le nombre de baleines a bosse, en Atlantique Nord
mais aussi dans le reste du globe, quasiment jusqu’a I’extinction (Reilly et al. 2008). De telles
réductions du nombre d’individus d’une espéce ont obligatoirement un impact sur sa diversité
génétique globale, et représentent des cas potentiels de goulot d’étranglement génétique. Un cas
extréme est celui de I’¢éléphant de mer boréal (Mirounga angustirostris), qui a vu son
abondance chuter en dessous d’une centaine d’individus il y un siécle, pour remonter a plus de
175 000 dans les années 2000 (Weber et al. 2000). La diversité génétique de 1’espeéce est restée
bien sur extrémement basse (Sanvito et al. 2012).

Aujourd’hui, et depuis le moratoire de 1982, les baleines sont beaucoup moins chassées. Seuls
le Japon, la Norvege et I’Islande chassent encore les baleines, en plus de quelques chasses
traditionnelles trés localisées. Certaines espeéces de pinnipédes restent par contre plus ciblées

(Figure 4).
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Figure 4 : Du phoque (espéce non déterminée) dans les rayons d’une épicerie a Saint-Jean de Terre-
Neuve, Canada. Aout 2016.
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Méme si peu d’exemples concrets existent, d’autres activités humaines contemporaines peuvent
par contre avoir des effets sur les structures des populations de mammiféres marins, en ayant
des impacts plus marqués sur certaines populations. Mendez et al. (2010) ont par exemple mis
en évidence des impacts des captures accidentelles sur la diversité génétique des dauphins de la
Plata (Pontoporia blainvillei). Beaucoup de mammifeéres marins utilisent des habitats cotiers,
qu’ils en soient résidents ou de passage, a I’exemple des baleines a bosse décrites a
Madagascar, Saint-Pierre-et-Miquelon et dans le Pacifique Nord (Chapitre III). Certaines
especes possedent des structures de populations corrélées a des habitats localisés : les écotypes
de grands dauphins par exemple, dont I'un est cotier (Louis et al. 2014a), ou les groupes de
baleines a bosse dans leur zones d’alimentation ou/et de reproduction (voir par exemple
Chapitre III). Des activités humaines modifiant les habitats cdtiers peuvent alors
spécifiquement impacter certains groupes, génétiquement différents, a ’intérieur d’une espece.
Chaque cas sera alors a étudier spécifiquement.

Les preuves d’impacts directs du changement climatique sur les écosystémes marins sont
nombreuses (par exemple, Poloczanska et al. 2013). Ces changements peuvent affecter la
diversité génétique intraspécifique (Pauls et al. 2013). Des effets majeurs du changement
climatique sur les aires de répartition des mammifeéres marins ont été modélisés (Lambert et al.
2011), et des cas concrets ont pu étre démontrés. Par exemple, les marsouins communs sont
présents plus longtemps actuellement a 1’ouest du Groenland que dans les années 90, suivant
certainement les changements d’abondance d’une de leur proie majeure, la morue de
I’Atlantique (Gadus morhua) (Heide-Jorgensen et al. 2011). Un autre cas particulierement
démonstratif se trouve en Arctique : la fonte des glaces accélérée agrandit le passage Nord-
Ouest, entre 1’ Atlantique Nord et le Pacifique Nord (Heide-Jorgensen et al. 2012). Des baleines
boréales (Balaena mysticetus), suivies par balises Argos, ont été capables de traverser ce
passage en 2010, alors que les populations de chaque bassin océanique sont normalement
séparées (Heide-Jorgensen et al. 2012). De tels changements d’aires de répartition vont
clairement avoir des effets potentiels sur la structuration génétique des mammiféres marins.
Des groupes séparés géographiquement vont a nouveau partager des territoires communs, a
I’exemple des baleines boréales en Arctique (Heide-Jorgensen et al. 2012). Les marsouins
communs quant a eux, présentent des disparités génétiques a faible échelle géographique
malgré une répartition qui semble plus ou moins continue (Alfonsi et al. 2012, Fontaine et al.
2017 ; voir aussi Chapitre IV). Des changements de leurs aires de répartition, bien identifiés en

Atlantique-Nord, liés au changement climatique (Heide-Jorgenssen et al. 2011) ou de cause
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encore inconnue (Jung et al. 2009 ; Hammond et al. 2013) vont clairement bouleverser les

variations génétiques intra-spécifiques (Alfonsi et al. 2012 ; voir aussi Chapitre IV).

Philopatrie et fidélité pour des sites d’alimentation peuvent entrainer des différences génétiques entre
groupes

Plusieurs especes de grands vertébrés marins trés mobiles partagent des comportements de
fidélité pour des sites spécifiques, qu’ils soient destinés a I’accouplement et la mise bas, ou a
I’alimentation. Des tortues marines (Bowen & Karl 2007), des requins (Jorgensen et al. 2009 ;
Keeney et al. 2005), des pinnipedes (Pomeroy et al. 2000 ; Fabiani et al. 2003 ; Hoffman &
Forcada 2012 ; Klimova et al. 2014) et des cétacés (Palsboll et al. 1995 ; Engelhaupt et al.
2009 ; Baker et al. 2013) peuvent présenter une fidélité pour leur site de naissance, appelée
philopatrie. Souvent, cette fidélité est plus marquée chez les femelles alors que les males sont
plus mobiles (Fabiani et al. 2003 ; Keeney et al. 2005 ; Hoffman & Forcada 2012 ; Baker et al.
2013).

Cette fidélité peut se répercuter en termes de structuration génétique de I’espece, puisque tous
les individus d’une méme zone géographique n’auront pas des probabilités équivalentes de se
reproduire entre-eux. Des différences de fréquences de répartition d’alléles entre des groupes
d’individus possédant des fidélités pour des sites de reproduction différents vont apparaitre a
I’analyse des génomes nucléaires comme mitochondriaux. Néanmoins, si la philopatrie est plus
marquée pour les femelles que pour les males, et que les males sont donc plus impliqués dans
les flux de genes entre groupes, les deux génomes ne montreront pas des niveaux de
différenciation équivalents. Le génome mitochondrial, hérité de la mére uniquement, montrera
des différences plus marquées entre groupes, alors que les marqueurs nucléaires, d’héritage
biparental, pourront montrer des différences moindres, voire non significatives entre groupes de
reproduction. Ce cas de figure est par exemple observé chez des pinnipédes (Andersen et al.
1998 ; Burg et al. 199 ; Fabiani et al. 2003 ; Klimova et al. 2014), des cétacés (Baker et al.
2013), mais aussi des requins et tortues (Bowen & Karl 2007).

Certains cétacés sont des espeéces migratrices, et montrent en plus de leur philopatrie une
fidélit¢ pour une zone d’alimentation. C’est le cas typique de certains grands cétacés, a
I’exemple des baleines a bosse (Palsboll et al. 1995 ; Baker et al. 2013 ; publication 1), les
baleines franches australes (Carroll et al. 2015) ; des baleines bleues (Attard et al. 2016) ou des

baleines de Minke (Quintela et al. 2014). Pour ces especes particulieres, il faut donc prendre en
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compte une double fidélité, pour leur zone de reproduction et leur zone d’alimentation (Baker
et al. 2013). Le cas le mieux connu est celui des baleines a bosse, qui ont fait I’objet d’études
approfondies en termes de structuration génétique (détaillées dans le Chapitre IIT). Chez ces
especes de baleines, la double fidélité géographique est transmise au fil des générations par
I’apprentissage de la meére au baleineau, ce qui entraine des différences génétiques entre
groupes (voir par exemple Palsboll et al. 1995 ; Baker et al. 2013 ; Bettridge et al. 2015), liées a

une culture existant au sein d’un groupe (voir partie suivante, Whitehead 2017).

« Roméo et Juliette » rejoué par les baleines et les orques : Traditions culturelles et barriéres aux
flux de génes.

Dans « Roméo et Juliette », William Shakespeare nous décrit une barriére aux flux de genes
liée au comportement et aux traditions familiales transmises de maniére transgénérationelle.
Roméo et Juliette sont de la méme espece, de sexe opposé, ils habitent la méme ville (Vérone),
leur probabilit¢é de rencontre est ¢élevée. Celle-ci survient, et les signaux échangés
(biochimiques, visuels, acoustiques, ...) les aménent a prévoir de se reproduire ensemble ...
Mais, et cela est comportemental et transmis au fil des générations entre individus du méme
groupe, donc il s’agit de culture, les deux familles, Montaigu pour Roméo et Capulet pour
Juliette, ne se cotoient pas et s’affrontent méme. Cet affrontement entre familles rivales va
empécher Romeo et Juliette de mélanger leurs geénes, et empécher un fils de Montaigu de
recevoir un ADN mitochondrial Capulet. Dans une population a 1’équilibre de Hardy-
Weinberg, Roméo et Juliette auraient dii pouvoir se reproduire sans obstacle, leur histoire est
donc un exemple de barriere au flux de geénes provoquée par la culture au sein d’une
population.

Les liens entre culture et génétique ont été surtout étudiés chez I’homme (Creanza et al. 2017).
Un exemple particulierement démonstratif de coévolution liée a la culture est la sélection
d’alleles du gene de la lactase permettant de digérer le lait dans les populations pastorales
africaines (Tishkoff et al. 2007). En plus de ’homme, les grands singes (chimpanzés, gorilles et
orangs-outans) montrent aussi un ensemble de pratiques culturelles, transmises entre individus
de la méme espece, et influant I’évolution de chacun des groupes (Whiten, 2017). Mais pour
I’instant, aucun lien n’a pu étre fait entre culture et génétique chez ces especes (Whiten, 2017).
Chez les cétacés, la culture, - partage par 1’apprentissage d’informations ou de comportements

entre individus d’un méme groupe -, joue un grand réle (Whitehead 2017). Cette transmission
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peut porter par exemple sur des spécialisations alimentaires, des migrations, des méthodes de
chasse, des vocalisations particulieres.

Les liens entre culture et génétique sont maintenant démontrés chez une espeéce matrilinéaire,
vivant en groupes spécialisés formés d’une méme lignée maternelle, les orques (Orcinus orca).
Comme évoqué précédemment, les orques présentent des écotypes sympatriques (partageant les
mémes zones géographiques). Ces écotypes se distinguent par des caractéristiques
morphologiques, comportementales et génétiques (Morin et al. 2015, De Bruyn et al. 2013).
Dans le Pacifique Nord par exemple, on distingue un écotype « resident » se nourrissant de
saumons, un écotype « transient » se nourrissant de mammiféres marins, et un écotype « off-
shore » ciblant les requins (Morin et al. 2015). L hypothése actuelle est que ces écotypes ont
pour origine des petits groupes d’orques qui se sont spécialisés dans une technique de chasse
particuliere, qui leur a apporté un avantage sélectif (Foote et al. 2016 ; Whitehead 2017). La
formation des écotypes implique de plus qu’un isolement reproductif se soit produit entre les
différents groupes. La culture joue un réle dans les deux phénomeénes, en permettant la
transmission de la technique de chasse entre individus du méme groupe, et en favorisant la
reproduction entre individus du méme groupe (on retrouve ici nos Montaigus et Capulets en
version cétacés). Cet isolement reproductif entre groupes sympatriques pourrait par exemple
étre bas¢ sur des différences de vocalisations (Whitehead 2017).

En utilisant des approches de génomique comparative, Foote et al. (2016) ont mis en évidence
des sélections particulieres de geénes en fonction des écotypes. Cela concerne par exemple des
genes impliqués dans le métabolisme de la méthionine chez les écotypes allopatriques d’orques
ciblant les mammiféres marins comme proies. L hypothése émise est que les écotypes se
nourrissant de mammiferes auraient des ressources moins stables en méthionine que ceux se
nourrissant de poisson, d’ou un métabolisme de la méthionine modifié (Foote et al. 2016). Un
paralléle peut étre fait entre la sélection de genes de métabolisation du lactate chez I’homme et
ces résultats concernant le métabolisme de la méthionine chez I’orque, notamment parce que
cette sélection correspond a un phénomene d’évolution convergente, se retrouvant chez deux
¢cotypes indépendants d’orques partageant une méme culture acquise indépendamment par les

deux groupes (Whitehead 2017).
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Figure 5: Grand dauphin utilisant une éponge, baie Shark en
Australie (Photographie tirée de Mann et al. 2008). Cette capacité,
transmise par apprentissage, appartient a la culture d’un groupe de
dauphins tous identifiés par un méme haplotype mitochondrial.

Un autre cas de coévolution entre génétique et culture chez les cétacés est rencontré chez les
grands dauphins (Tursiops truncatus). Dans 1’ouest de la baie Shark en Australie, des grands
dauphins ont appris a pécher en utilisant un outil, une éponge, pour gratter le fond de la mer
(Mann et al. 2008, Figure 5). Cette pratique, transmise par apprentissage entre individus, n’est
pas partagée par tous les grands dauphins de la zone géographique considérée (Mann et al.
2008). Koops et al. (2014) ont montré qu’il existait une répartition dans I’espace de trois
haplotypes mitochondriaux rencontrés dans I’ouest de la baie Shark. Les dauphins utilisant les
€ponges appartiennent tous a la méme lignée maternelle, identifiée par I'un des trois haplotypes
mitochondriaux (Koops et al. 2014). Dans ce cas, le terme d’auto-stop (« hitchhiking »)
génétique est utilisé, la capacité a utiliser des éponges représentant une culture, transmise entre
individus de la méme lignée maternelle, donc en méme temps que I’ADN mitochondrial

(Koops et al. 2014 ; Whitehead, 2017).

Chez les rorquals (genres Balaenoptera et Megaptera), il n’y a a priori pas de formation de
groupes sociaux stables comme chez les cachalots ou les orques. Par contre, le baleineau peu
rester jusqu’a une année complete avec sa mere (Baker et al. 1987). Cette année de proximité
offre la possibilit¢ d’un apprentissage transgénérationnel, de la mere au baleineau. Un élément
de cet apprentissage est connu et bien caractérisé pour les espéces migratoires, il s’agit du
chemin entre la zone de reproduction, utilisée pour I’accouplement et la mise bas, et la zone
d’alimentation (Baker et al. 2013 ; Carroll et al. 2016). Ces deux zones peuvent, et sont en

général, distantes de plusieurs milliers de kilomeétres (Bettridge et al. 2015). Le chemin
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migratoire est considéré comme une culture, propre a certains groupes d’individus, et transmis
de maniere transgénérationelle (Baker et al. 2013 ; Carroll et al. 2016). Cette culture entraine
des disparités génétiques entre différentes zones d’alimentation et de reproduction, reflétées par
exemple par des distributions variables d’haplotypes mitochondriaux entre sites. Dans ce cas-
la, la culture du chemin de migration possédée par un groupe de baleines, transmise entre
individus au fil des générations, crée des barrieéres aux flux de génes qui se reflétent sur des
marqueurs génétiques neutres (région de controle de I’ADN mitochondrial, polymorphisme de
microsatellites, ...).

En addition de leur comportement migratoire, les rorquals, et particulierement les baleines a
bosse, possédent au moins deux autres ¢léments entrant dans la culture de certains groupes : des
techniques alimentaires comme le « lobtail feeding » (Allen et al. 2013) et les chants des males
(Payne & Vay 1971 ; Cazau et al. 2016). Les chants émis, spécifiques de groupes, permettent
de mettre en évidence des échanges entre zones géographiques (Darling & Sousa-Lima 2006,
Noad et al. 2000), et sont transmis de maniére culturelle (Garland et al. 2017).

Jusqu’a présent, seule la culture que constitue le comportement migratoire a pu étre liée a des
différences génétiques, prouvant, chez les baleines a bosse et les baleines franches australes une
co-évolution génétique et culturelle qui se traduit par des barriéres aux flux de génes entre
populations ayant des fidélités différentes (Baker et al. 2017 ; Carroll et al. 2015 ; publication
1).

Le champ de recherche que représentent les liens entre culture et structuration génétique des
populations est certainement 1’un des plus prometteurs actuellement chez les cétacés (Carroll et
al. 2015 ; Foote et al. 2016 ; Withehead 2017 ; Publication 1) et, en plus de compréhensions
fondamentales nouvelles, il apportera aussi des informations primordiales en termes de

conservation.
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Chapitre II.
Ecologie Moléculaire et conservation de la biodiversité :

les liens sont-ils suffisants ?
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Les apports de I’Ecologie Moléculaire a la conservation du milieu marin et
le « gap » de la génétique appliquée a la conservation

La conservation de la biodiversité et la gestion du milieu naturel bénéficient des apports de
I’Ecologie Moléculaire dans plusieurs domaines majeurs (Figure 6). En premier lieu, le
décryptage de la biodiversité inter- et intraspécifique, tel que décrit dans la partie précédente,
qui doit permettre d’identifier des especes et des groupes génétiquement différents a 1’intérieurs
des especes (Alfonsi et al. 2012 ; Louis et al. 2014 ; Morin et al. 2015 ; 2016). Ces ¢éléments
permettront d’aider a la définition des groupes a conserver et des unités de gestion. La
génétique des populations offre des outils extrémement pertinents pour cela (Palsboll et al.
2007). Une fois ces groupes définis, les analyses de I’ADN permettent de suivre et de
cataloguer la biodiversit¢ de maniére trés fine, aux niveaux spécifiques ou intraspécifiques
(Viricel & Rosel 2012 ; Alfonsi et al. 2013 ; Jung et al. 2016 ; Jung 2017). L’ADNe ouvre, et
ouvrira, dans ce domaine, des possibilités majeures supplémentaires (Foote et al. 2012 ;
Valentini et al. 2016, voir Chapitre VI). L’Ecologie Moléculaire permet aussi d’estimer les
tendances d’évolution de chaque groupe (expansions, goulots d’étranglement), sa diversité
génétique, de déterminer des tailles efficaces de population (Ruegg et al. 2013 ; Jackson et al.
2014 ; Decker et al. 2016). Les barrieres aux flux de génes entre groupes pourront aussi étre
recherchées, avec trés souvent une vision historique possible et des hypotheéses quant a leur
nature, environnementale par exemple (Fontaine et al. 2007 ; Alfonsi et al. 2012 ; Baker et al.
2013 ; Decker et al. 2016 ; publication 4).

L’Ecologie Moléculaire, dans le cadre de démarches appelées « wildlife forensic » (Lyengar
2014), permet aussi de réaliser des identifications d’échantillons, notamment commerciaux,
méme trés modifiés, dans des cas de trafic d’especes protégées, de braconnage et de non-
respect de réglementations de droit de chasse par exemple (Baker et al. 2006 ; Baker 2008).

La génétique appliquée a la conservation est maintenant une discipline reconnue, une revue
internationale a comité de lecture et impact facteur (IF = 1,52) lui est consacrée
(« Conservation Genetics »), et deux ouvrages majeurs ont été publiés (Frankham et al. 2010 ;
Allendorf et al. 2013).

Néanmoins, les études génétiques restent sous-utilisées dans beaucoup de plans de gestion du
milieu naturel et de protection d’espéces menacées. Pierson et al. (2016) ont évalué a plus de
80% le nombre de plans de restauration d’especes intégrant des données de génétique (ou des

projets d’acquisition de données génétiques) aux Etats-Unis, alors qu’il n’y en aurait que 17% a
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faire de méme en Europe. La France fait quand méme partie des pays européens intégrant le
plus ces données génétiques dans ses plans de conservation (Pierson et al. 2016). D’autres
auteurs ont mis en évidence des proportions similairement faibles de données de génétique
incluses dans des plans de gestion, ceci dans différents pays du globe (Rodriguez-Clark et al.
2015 ; Cook & Sgro 2017). Ce manque d’utilisation des données de génétique dans les plans de
gestion et de restauration de la biodiversisté a été appelé le gap de la génétique appliquée a la

conservation (« conservation genetics gap » ; Taylor et al. 2017).

Aide a la définition des unités Evaluation des liens entre
groupes
Especes (dont espéces cryptiques)

Identifier et expliquer les barriéres
Groupes génétiques (populations, aux flux de génes
écotypes, sous-especes)

Repérer et mesurer les
Liens familiaux, clans échanges

Estimer I'historique des

Les apports de I'Ecologie connections
Moléculaire a la conservation de
la biodiversité Suivi (Monitoring) de

biodiversité

Estimation des tendances Détection des changements

Détecter les goulots d'étranglement génétiques et dans tous ces paramétres
gCImagapnigUES liés aux variations
Démontrer les expansions de populations environnementales

Calculer les diversités géneétiques, et les comparer .
Indicateurs de

Estimer les tailles de populations effectives changement du milieu

Figure 6 : Description des apports de I’Ecologie Moléculaire a la définition des stratégies de gestion et de
conservation de la biodiversité

Une raison de I’existence de ce gap pourrait concerner le vocabulaire propre aux généticiens,
en général tres spécialisé. Par exemple, Hoban et al. (2013) proposent de ne plus utiliser des
termes comme « coalescence » ou « bayésien ». La présentation des données de génétique est
elle aussi souvent plus complexe et ardue a décrypter pour les non-spécialistes que celles
produites par d’autres approches (Kershaw & Rosenbaum 2016). Mais les gestionnaires
pourraient aussi considérer les données de génétique comme reflétant des problématiques a
long terme, a prendre en compte de manicre moins urgente que d’autres éléments (Cook &

Sgro 2016). Le colt, souvent surestimé a priori, associ€¢ a un manque de connaissance parmi
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les gestionnaires des bénéfices et intéréts des résultats des études de génétique font aussi
baisser leur utilisation dans les projets de conservation (Taylor et al. 2017).

Les publications des résultats des études de génétique, méme réalisées dans un but de
conservation de la biodiversité, font aussi rarement apparaitre leurs effets en termes de gestion,
bien qu’un léger mieux puisse exister ces derni¢res années. A titre d’illustration, la revue
« Conservation Genetics » est publiée depuis 1’année 2000. Dix-sept volumes ont été publiés,
contenant au total 2361 articles au 1® septembre 2017. Entre 2000 et 2013, seuls 13 articles,
soit 0,8% des articles publiés, mentionnaient le terme « Policy » (politique) (Hoban et al.
2013). Actuellement, ce sont 229 articles (9,7%) qui contiennent ce terme. La méme tendance
existe pour le terme « Management », trouvé dans 408 articles en 2013 (24,8%, Hoban et al.

2012), et dans 1602 actuellement (67,9%).

identityng IMMAS ysing Genetcs Humpback whale

Figure 7 : Exemple de représentation graphique simplifiée de différenciation génétique de groupes de
baleines a bosse (Kershaw & Rosenbaum 2016).

La couleur des traits qui relient les sites varie en fonction de la distance génétique, du vert (distance minime) au
rouge (distance génétique forte)

Plusieurs initiatives pourraient bien aider a rapprocher les généticiens et les gestionnaires du
milieu naturel (Hoban et al. 2013 ; Taylor et al. 2016). Par exemple, Kershaw & Rosenbaum
(2016) essaient de construire un réseau de généticiens spécialistes du monde marin (appelé
« Geospatial Genetics Community ») visant a produire des données plus facilement
visualisables. Taylor et al. (2017) proposent la création de réseaux de génétique appliquée a la
conservation regroupant gestionnaires et généticiens pour favoriser les contacts et les échanges
d’information. L’union internationale pour la conservation de la nature (IUCN) s’est dotée d’un

groupe d’experts en génétique le CGSG (« Conservation Genetics Specialist Group ») pour
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promouvoir 1'utilisation de la génétique dans les démarches d’étude et de protection des

especes menacées.

Les mammiferes marins, des espéces en danger ?

Historiquement, la chasse a représenté la principale menace qui a pesé sur les mammiferes
marins. Les espéces de baleines ont été successivement protégées depuis les années 1950 par la
commission baleiniére internationale, leur nombre devenant extraordinairement faible. En
1982, un moratoire de la chasse a la baleine a ét¢ décidé (Figure 8). Seule la chasse scientifique
du Japon, et les chasses commerciales de la Norvége et de I’Islande subsistent encore
aujourd’hui en plus de quelques chasses traditionnelles trés localisées (Ridoux 2016) et de
braconnage (Van Waerebeek et al. 2017). Les pinnipedes restent eux plus exposés a la chasse

commerciale, notamment au Canada (Ridoux 2016).

Figure 8 : Un symbole appréciable : une baleine a bosse dans le port baleinier basque historique de
Red Bay au Labrador, en aout 2016

Des zones marines protégées, dédiées spécifiquement aux mammiféres marins ou concernant le
milieu marin en général, ont été, et sont encore, définies (Figure 9, Hoyt 2011).

Malgré toutes les protections mises en place, Davidson et al. (2012) ont estimé que 37% des
especes de mammiféres marins (au sens large, incluant les ours blanc et deux espéces de
loutres) étaient aujourd’hui en danger d’extinction. Certains cas sont particulierement

problématiques, le dauphin de Chine (Lipotes vexillifer) est a priori disparu aujourd’hui ; le
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marsouin de Californie (Phocoena sinus, Dalton 2010 ; Taylor et al. 2016) et la baleine franche
de I’Atlantique (Eubalaena glacialis) ne comptent plus que quelques centaines voire dizaines

de membres.

ANTILLES FRANCAISES AGOA ' Edition : 10/2014
Zones spécialement protégées de la convention de Carthagéne - Agoa 4

Antigua et Barbuda - (Anti
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Limites théoriques des eaux
sous juridiction nationale

Guadeloupe et Martinique - (France)

[ 50
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[ &
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Sources des données :
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- AAMP 2013 : AGOA zone spécialement protégée
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Projection: rse Mercator
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Figure 9 : Carte du sanctuaire Agoa dans les Antilles francaises, une zone protégée dédiée spécifiquement

aux mammiféres marins.
http://www .sanctuaire-agoa.fr/Documentation3/Carte-de-perimetre-du-sanctuaire-Agoa téléchargée le 5 septembre

2017

Si, a I’instar de la baleine a bosse, d’autres espeéces hier fortement impactées par la chasse
voient leurs effectifs augmenter globalement depuis leur protection, certaines populations ou
groupes sont menacés, a cause souvent d’un faible nombre d’individus, d’une diversité
génétique et d’une aire de répartition réduites, ainsi que de la proximité d’activités humaines
intenses. Un exemple typique est représenté par la population isolée de baleines a bosse du nord
de I’Océan Indien, reconnue en réel danger (Minton et al. 2012 ; Bettridge et al. 2015).

Les menaces principales, d’origine anthropique ou non, pesant sur les mammiféres marins sont
connues. Pour les baleines a bosse, elles ont été listées par exemple par Fleming & Jackson
(2011) et par Bettridge et al. (2015). Ces menaces sont globalement généralisables a tous les
mammifeéres marins, en prenant en compte des spécificités d’espéces, d’habitats et d’activités

anthropiques particulieres et localisées.
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Les mammiféres marins sont sensibles aux nuisances sonores (Barlow & Gisiner 2006 ;
Southall et al. 2007 ; Cato et al. 2013). Le bruit d’origine anthropique a largement augmenté
dans tous les océans dans les derni¢res années (Bettridge et al. 2015). Les sons peuvent
provenir des navires, des constructions sous-marines, des sonars militaires ou des campagnes
de recherche de gaz et de pétrole par exemple. Les impacts du bruit sur les mammiferes marins,
traumatiques ou provoquant des déplacements et/ou des changements de comportement, ont été
prouvés par de nombreuses études sur des especes de mammiferes marins trés différentes
(Barlow & Gisinger 2006 ; Southall et al. 2008 ; Cato et al. 2013 ; Cerchio et al. 2014). Les
navires ont aussi des effets négatifs directs sur les mammifeéres marins, les collisions étant

connues pour se produire de maniére répétée (Van Waerebeek et al. 2008 ; Figure 10).

Figure 10 : Collision d’un grand cétacé avec la proue d’un bateau (A) et marsouin commun échoué en zone
fortement anthropisée dans le nord de la Mauritanie (B).
Photographies O©Wim Mullié

Les cétacés et pinnipedes accumulent des polluants lipophiles dans leurs tissus adipeux
(Aguilar et al. 2002 ; O’Shea & Tanabe 2003). Les grands dauphins du golfe normand breton
contiennent par exemple des taux extrémement forts de PCB (polycholorobiphényles), de
mercure, de phtalates (Zanutti 2016). L’absence de possibilit¢ d’expérimentation directe a
longtemps rendu difficile I’obtention de preuves définitives de la toxicité des ces accumulations
chez les mammiferes marins (Hymery et al. 2013). Mais les impacts directs des accumulations
de PCB par exemple sur plusieurs espeéces de delphinidés dans les eaux Européennes sont
maintenant clairement démontrés (Jepson et al. 2015).

Méme si ils sont beaucoup moins ciblés actuellement par la chasse, les mammiféres marins

restent trés exposé€s aux captures accidentelles de la péche au filet (Tregenza et al. 1997 ;
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Mendez et al. 2010 ; Mannocci et al. 2012). Dans le monde, Read et al. (2004) ont estimé a
plusieurs centaines de milliers le nombre de mammiféres marins capturés accidentellement
chaque année. Pour certaines especes, comme les marsouins communs, et dans certains endroits
(la Mauritanie par exemple) les impacts de ces captures accidentelles sont préoccupants (Mullié
et al. 2013). Dans les premiers mois de I’année 2017, ce sont les dauphins communs qui ont
montré une mortalité liée aux captures accidentelles inquiétante dans le golfe de Gascogne

(http://www.observatoire-pelagis.cnrs.fr/actualites-240/actualites/Situation-proccupante-

dauphins). La situation est largement plus alarmante encore pour les espéces menacées comme
le marsouin de Californie (Dalton, 2010 ; Taylor et al. 2016).

Le développement cotier fait partie aussi des principales menaces impactant cétacés et
pinnipédes, en regroupant anthropisation, pollution, trafic et travaux maritimes, bruit, ... avec
des zones d’habitat préférentielles de certaines especes (Louis et al. 2014a ; Trudelle et al.
2016 ; Figure 10). Beaucoup de ports sont en développement, ce qui améne des pollutions
sonores et des modifications physiques du milieu pendant les travaux puis un trafic accru par la
suite, incluant donc de nouvelles pollutions sonores et des risques de collision a long terme.

Les activités d’observation des cétacés (« whale-watching ») représentent aussi une industrie
touristique en fort développement. O’Connor et al. (2009) ont estimé que plus de 13 000
emplois étaient liés directement a 1’observation touristique des cétacés dans le monde. En 2008,
presque 13 millions de touristes sont allés observer des cétacés en mer, dépensant pour cela
plus de 2 milliards de dollars (O’Connor et al. 2009). L’intensité mondiale de cette activité
ouvre la voie a des interactions potentiellement négatives entre bateaux d’observateurs et
cétacés observés. Néanmoins, des reéglements régulant les conditions d’observations des
mammiféres marins sont trés généralement établis, permettant une cohabitation espérée comme
tolérable (a I’exemple du réglement du Parc Marin du Saguenay—Saint Laurent au Canada qui
regroupe de nombreuses entreprises d’observation de cétacés aux alentours de Tadoussac

http://laws-lois.justice.gc.ca/fra/reglements/DORS-2002-76  ; ou de la charte pour une

approche respectueuse des mammiféres marins mise en place par le Parc Naturel Régional de

Mayotte http://www.aires-marines.fr/Proteger/Sensibiliser-le-public/Observer-sans-

deranger/Des-chartes-pour-une-approche-respectueuse-des-mammiferes-marins-a-Mayotte).

Les mammiféres marins ont aussi des pathogeénes spécifiques, pouvant causer des épidémies.
Des champignons parasites causant des mycoses (Paniz-Mondolfi et al. 2012), des bactéries,
responsables notamment des brucelloses (Jauniaux et al. 2010) et des virus, notamment des
morbillivirus et des papillomavirus (Jauniaux et al. 2000 ; Van Bressen et al. 2009, 2014).

Plusieurs de ces pathogenes sont d’ailleurs aussi des pathogeénes de ’homme (Van Bressen et
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al. 2009 ; Paniz-Mondolfi et al. 2012). Les impacts de ces agents infectieux sur les populations
de mammiféres marins sensibles, cétacés et pinnipédes, sont réels, et semblent accrus en
milieux fortement anthropisés de part leur association avec d’autres facteurs de risque (Van
Bressen et al. 2009). Les toxines produites par des algues représentent aussi une menace pour
les mammiferes marins (Scholin et al. 2000)

Les prédateurs des mammiféres marins sont soit d’autres mammiféres marins soit certaines
especes de requins. Les orques sont des superprédateurs et certains écotypes se sont spécialisés
dans la chasse aux mammiféres marins (Morin et al. 2015). D’autres cas existent, comme des
phoques gris et des grands dauphins attaquant des marsouins communs (Cotter et al. 2011 ;
Bouveroux et al. 2014).

Le changement climatique, entrainant réchauffement et acidification du milieu marin peut
représenter une menace pour certaines especes de mammifeéres marins (Davidson et al. 2012).
L’altération des habitats est une menace directe, les changements de distribution et
d’abondance des proies en est une indirecte (par exemple Perry et al. 2005 ; Mac Leod et al.
2007 ; Gambaiani et al. 2008 ; Simmonds & Elliot 2008 ; Heide-Jorgensen et al. 2011, voir
aussi derniere partie du Chapitre I1I).

Apports de mon travail a la conservation du milieu marin

Les apports potentiels de mes travaux a la conservation du milieu marin sont présentés dans la
Figure 11. La mise au point des identifications en routine d’espéces a partir d’échantillons
méme trés dégradés me permet de participer et d’enrichir des programmes de monitoring de
biodiversité, incluant 1’identification de cétacés échoués en Mauritanie. J’ai utilisé cette méme
démarche pour déterminer le régime alimentaire de phoques gris et de marsouins communs
dans le cadre du programme « Inpecmam », porté par le Parc Naturel Marin d’Iroise, qui visait
a estimer les interactions entre pécheurs et mammiféres marins en Iroise. Ces aspects sont
présentés dans les Chapitre V et VI de ce mémoire.

Concernant les baleines a bosse, les estimations de diversité génétique, leur comparaison a
large échelle géographique, les calculs de différences génétiques entre groupes ont mis en relief
des disparités selon les sous-espéces considérées. Les fidélités géographiques, transmises de
maniére transgénérationelle et représentant une culture spécifique a certains groupes sont
particulicrement marqués dans le Pacifique Nord. Ces résultats seront, je 1’espére, pris en
compte en termes de conservation, particulicrement sous I’aspect définition des unités de

gestion.
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Le marsouin commun est une espéce en déplacement a 1’échelle de I’ Atlantique Nord depuis
plusieurs années. La structuration génétique fine de I’espéce, et les variations de cette
structuration a cause de changements environnementaux, ne sont pas encore ¢lucidés
totalement. Les travaux présentés dans le Chapitre IV de ce mémoire participent a cette
compréhension globale nécessaire pour une bonne prise en charge de ’espece, trés impactée
par exemple par les captures accidentelles. Les phoques gris sont en expansion en Atlantique
Nord, et si les preuves de mobilité importante de 1’espéce ne manquent pas, des différences

génétiques existent entre grandes zones géographiques mais aussi entre colonies. La spécificité
des colonies situé¢es au sud de 1’aire de répartition de ’espeéce n’est pas connue, mais les
résultats présentés dans le Chapitre V de ce mémoire mettent bien en évidence 1’existence

d’une spécificité alimentaire locale, et de différences génétiques a grande échelle.
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Figure 11 : Description des apports de mes travaux a la conservation du milieu marin
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Chapitre lII.
La baleine a bosse (Megaptera novaeangliae).

Isolation par la distance et apprentissage transgénérationnel

influent la structuration génétique de I'espéece
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Les baleines a bosse forment une espéce de cétacés cosmopolite, dont le comportement est
caractérisé notamment par des migrations annuelles entre aires d'alimentation estivales situées
dans les hautes latitudes et zones de reproduction hivernales tropicales et subtropicales
(Dawbin 1966 ; Bettridge et al. 2015). L’inversion des saisons fait que les baleines a bosse de
I’hémispheére sud (HS) et de I’hémisphére nord (HN) fréquentent leurs zones de reproductions,

qui peuvent étre géographiquement proches, a des périodes différentes de 1’année.

Megaptera novaeangliae, seule espéce actuelle du genre, comporte trois sous-
especes

Historiquement, ’espéce a subi plusieurs changements taxonomiques. Le genre Megaptera,
décrit par John Edward Gray (1846), comporte une seule espéce contemporaine, M.
novaeangliae (Borowski, 1781). Pourtant, a [’échelle mondiale, des différences de
morphologie, de coloration notamment, et de génétique distinguent les baleines a bosse du
Pacifique Nord (PN), de I’Atlantique Nord (AN), et des océans de I’HS (Pacifique, Atlantique
et Océan Indien). Les échanges entre ces trois populations semblent trés limités. Tres
certainement a cause de ces variations morphologiques intra-spécifiques et de leur répartition
cosmopolite, plusieurs noms d’espeéces ont été attribués entre 1780 et 1897 a différents groupes
de baleines a bosse (Clapham et & Mead, 1999, en listent vingt-huit différents). Mais toutes ces
dénominations d’espéces ont été invalidées depuis. D’autres grands cétacés comme les rorquals
communs présentent une subdivision géographique en trois bassins océaniques qui semble
similaire (Archer et al. 2013).

En termes de génétique, des clades d’origine ancestrale, identifiés sur la base de
polymorphismes de séquence de la région de réplication de I’ADN mitochondrial (MCR), ont
¢té¢ mis en évidence il y a plus de 20 ans (Baker et al. 1993 ; Palsboll et al. 1995 ; Baker et al.
1998 ; Baker & Medrano-Gonzalez, 2002). Ces clades, nommés AC, 1J et CD en fonction de la
présence de fragments de restriction (Baker et al. 1990), correspondraient a des événements
distincts d’expansion de 1’espéce. Palsboll et al. (1995) ont identifié¢ par exemple deux clades
en AN, dont I'un est seulement présent en AN Ouest, et qui pourraient correspondre a deux
vagues de colonisation (Jackson et al. 2014). Ces clades ne sont pas associés strictement aux
trois bassins océaniques, mais leur répartition géographique n’est pas neutre : le clade AE est
trés présent dans le PN, le clade CD y étant moins fréquent et le clade 1J absent ; ce clade 1J est

par contre celui retrouvé dans toute I’AN, et CD celui qui est limité a ’AN Ouest (Palsboll et
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al. 1995, Baker & Medrano-Gonzalez, 2002). Les trois clades, ainsi qu’un quatriéme nommé
SH identifi¢ plus récemment (Olavaria et al. 2007, Engel et al. 2007) se retrouvent dans
I’hémisphere sud (HS), CD y étant le plus fréquent.

Jackson et al. (2014) ont réalisé I’étude génétique des baleines a bosse la plus compléte a ce
jour au niveau mondial. Cette étude repose sur une comparaison de séquences d’ADN
mitochondrial (465 pb de la MCR) chez plus de 2700 baleines a bosse des trois bassins
océaniques. A 1’exception de trois, tous les haplotypes (n=219) sont privés pour chaque bassin
océanique (seuls trois haplotypes sont partagés, un entre I’AN et I’HS et deux entre le PN et
I’HS).

En se basant sur un taux de mutation de la MCR chez la baleine a bosse déterminé par des
comparaisons phylogénétiques (3,94% bp™' Ma™ ; Jackson et al. 2009), la séparation des clades
ancestraux a pu étre estimée comme remontant au pléistocene, il y a approximativement 880

000 ans (Figure 12).
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Figure 12 : Arbre phylogénétique et chronogramme des clades d’haplotypes mitochondriaux chez la
baleine a bosse, reconstruits a I’aide de la méthode bayésienne implémentée dans le logiciel BEAST
(Drummont & Rambaut, 2007). Figure provenant de la publication de Jackson et al. 2014, Proc . R. Soc. B.
281-20133222.

Les noms des clades (CD, 1J, AE et SH) sont représentés. Les clades identifiés dans le PN sont représentés en
rouge, ceux de I’AN en bleu. Les clades de I’hémisphére sud ne sont pas colorés. Jackson et al. 2014 ont estimé
que le premier clade (AE) s’est différencié dans le PN il y a approximativement 170 000 ans, et que les deux
clades de I’AN se seraient différenciés il y a moins de 100 000 ans.

De tels clades ne sont pas détectés en étudiant des séquences d’ADN nucléaire (Ruegg et al.

2013, Jackson et al. 2014, Kershaw et al. 2017).
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Des différenciations tres fortes entre les trois bassins océaniques ont été calculées par Jackson
et al. (2014), avec par exemple des valeurs de @Dgr supérieures a Ps7=0,50 entre le PN et I’HS,
eta @g=0,15 entre ’AN et I’HS. Le génome nucléaire de la baleine a bosse montre aussi des

différenciations génétiques entre les trois bassins océaniques, plus fortes entre les deux océans

de ’HN qu’entre ceux-ci et I’HS (Jackson et al. 2014).

En se basant sur ces différences génétiques marquées, Jackson et al. (2014) ont proposé que
trois sous-especes de baleines a bosse soient distinguées, M. novaeangliae novaeangliae
correspondant @ I’AN ; M. n. kuzira au PN et M. n. australis & 'HS (ces deux dernicres
dénominations provenant de noms d’espéces décrites, respectivement, en 1850 par Gray et en
1828 par Lesson (Clapham & Mead, 1999)). Ces trois sous-especes sont maintenant listées en
tant que telles par le « Taxonomy Committee of the Society for Marine Mammalogy » en charge
du maintien a jour de la liste des espeéces et sous-especes de mammifeéres marins reconnues
(Committtee on Taxonomy, 2016).

En addition a ces trois sous-especes, il faut noter qu'une population particuliére, atypique, de
baleines a bosse est retrouvée dans la Mer d’Arabie dans le nord de I’Océan Indien (Minton et
al. 2012). Cette population trés particuliére est isolée génétiquement et ne migre plus

(Rosenbaum et al. 2009 ; Bettridge et al. 2015 ; Kershaw et al. 2017).

L’apprentissage transgénérationnel influe sur la structuration génétique de
I'espéce

Les baleines a bosse se caractérisent par leur grande mobilit¢ individuelle. Cela est connu
depuis 1’époque historique de la chasse a la baleine : des harpons ou des marques métalliques
identifiés, fichés dans le corps d’une baleine aprés une chasse partiellement manquée ou un
marquage volontaire, pouvaient étre retrouvés a des distances considérables dans le corps de la
méme baleine, a nouveau chassée par un autre navire (Olsen 1914 cit¢ dans IWC 2011 ;
Dawbin 1966 ; Guarrigue et al. 2000). A la fin des années 70, Katona et al. (1979) ont mis au
point des approches de photoidentification chez les baleines a bosse en montrant que la
pigmentation de la face inférieure de la nageoire caudale est spécifique de chaque individu
(Katona et al. 1979 ; Katona & Whitehead, 1981). La photoidentification d’'une méme baleine
en Antarctique et en Colombie a alors démontré que des baleines a bosse étaient capables
d’effectuer des migrations annuelles de plus de 8000 km (Stone et al. 1990). Une mobilité

interocéanique a aussi été mise en évidence depuis, entre 1’Océan Indien et 1’Atlantique Sud,
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cette fois ci grace a I’identification d’un méme génotype déterminé a partir de I’ADN extrait de
deux biopsies différentes, prélevées pour I'une le long des cotes de Madagascar et pour 1’autre
au Gabon (Pomilla & Rosenbaum, 2005). Cette mobilité exceptionnelle pour un mammifere a
¢t¢ confirmée dans les 30 derniéres années a de nombreuses occasions, grice a des
photoidentifications, des « recaptures » génétiques, et grace a des poses directes de balises
Argos permettant de suivre le déplacement des baleines (par exemple Kennedy et al. 2013 ;

2014 ; Cerchio et al. 2016 : Trudelle et al. 2016).
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Figure 13 : Mouvement de 22 baleines a bosse suivies entre 2008 et 2012 en Atlantique Nord grace a
P’implantation de balises Argos. Figure tirée de la publication de Kennedy et al. 2014, Can. J. Zool. Le suivi
des trajectoires permet de mettre en évidence les mouvements dans les zones de reproduction et de montrer des
corrélations entre zones de reproduction et d’alimentation.

Comme évoqué dans le Chapitre I, cette grande capacité de déplacement des baleines a bosse,
associée au fait que le milieu marin présente des barrieres physiques aux flux de génes
atténuées par rapport au milieu terrestre (Palumbi, 1994) pourraient suggérer que les trois
bassins océaniques abriteraient chacun une population de baleines a bosse panmictique, sans
grande disparité génétique. Pourtant, toutes les études réalisées ces derniéres années ont montré

I’existence de groupes génétiques au sein des trois sous-espeéces, a différentes échelles
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géographiques et de différents ordres de grandeur en termes de génétique selon les cas
considérés (voir par exemple Palsboll et al. 1995 ; Baker et al. 2013 ; Kershaw et al. 2017 ; voir
aussi les parties suivantes). Des barrieres physiques ou environnementales ne peuvent pas
expliquer ces structurations génétiques (Palumbi 1996).

La répartition des baleines a bosse au sein de chaque bassin océanique n’est pas homogene.
Cette connaissance date elle-aussi de la période de la chasse active a la baleine. Les journaux
de bord des navires baleiniers permettent d’identifier des zones ou les probabilités de rencontre
avec les baleines a bosse étaient plus grandes (voir par exemple Reeves et al. 2001 ; Kennedy
2013). Depuis les années 60, des approches scientifiques ciblées ont permis de mieux décrypter
la répartition des baleines a bosse. Des observations et comptages effectués depuis des bateaux
et des avions ; des études acoustiques (les baleines a bosse émettent des sons caractéristiques) ;
apres les années 80, I’établissement de catalogues de photoidentification ; plus récemment la
pose de balises Argos, sont autant d’approches qui ont été appliquées dans les trois bassins
océaniques abritant les sous-espéces de baleines a bosse, et qui ont permis de mieux
comprendre leur répartition et de faire le lien avec leur comportement migratoire (par exemple
dans le PN : Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al. 2011 ; dans I’HS: Best et al.
1998 ; Minton et al. 2012 ; Burns et al. 2013 ; dans I’AN : Gandhillon, 2012 ; Kennedy et al.
2014 ; Stevick et al. 2016).

Dans chaque bassin océanique, des zones de nourrissage, riches en proies, accueillent des
baleines a bosse pendant les périodes estivales. Ces zones peuvent étre proches des cotes
(notamment dans I’HN). Les proies sont des poissons de petite taille vivant en bancs
(maquereaux, sardines, harengs, capelans, lancons principalement) ou du krill de la famille des
Euphausiidae (Filatova et al. 2013 ; Bettridge et al. 2015 ; Wright et al. 2015). Les baleines a
bosse semblent étre des prédateurs plus ou moins opportunistes, capables de se nourrir des
ressources disponibles (Filatova et al. 2013).

Les zones de reproduction représentent I’autre type de zones de concentration des baleines a
bosse, fréquentées pendant 1’hiver (de janvier a mai dans I’HN, de juillet & novembre dans
I’HS) pour se reproduire et mettre bas dans les eaux chaudes tropicales et subtropicales. Des
préférences pour des zones aux eaux peu profondes, souvent cotieres semblent exister (Trudelle
et al. 2016). La gestation dure a peu prés 11 mois, ainsi que I’allaitement, bien que le sevrage
puisse commencer au bout de 5 a 6 mois (Baker et al. 1987). Les baleines a bosse se nourrissent
en été, et jeunent en hiver.

Les trajets entre les zones de nourrissage et de reproduction font souvent plusieurs milliers de

kilometres (Stone et al. 1990 ; Bettridge et al. 2015), et, c’est I’'une des caractéristiques de
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I’espece, les baleines a bosse montrent un certain degré de fidélité pour les deux types de zones
de concentration.

D’autres vertébrés trés mobiles du milieu marin comme des requins, des tortues ou des
saumons montrent aussi une fidélité pour leur lieu de naissance, (Pardini et al. 2001 ; Bowen &
Karl, 2007 ; Lohmann et al. 2008 ; Jorgensen et al. 2009). Mais cette fidélité est (1) limitée au
lieu de naissance et (2) génétiquement programmée. Elle s’explique par exemple chez les
tortues par une empreinte du champ magnétique terrestre « enregistrée » a la naissance, et qui
permettra ultérieurement de retrouver 1’endroit exact (Lohmann et al. 2008 ; Putman et al.
2015). Le comportement des baleines a bosse et leur mode de reproduction offre une autre
explication a la double fidélit¢ qui s’applique potentiellement aux zones de reproduction et de
nourrissage : le baleineau effectue sa premicre migration avec sa mere. Il y a donc un
apprentissage transgénérationnel du chemin migratoire vers la zone de nourrissage, puis du
retour vers la zone de reproduction si le sevrage ne se produit pas avant.

Ce comportement de fidélité géographique, transmis au fil des générations par 1’apprentissage
de la meére au jeune, va pouvoir provoquer des différences génétiques au sein d’une population
(voir par exemple Palsboll et al. 1995 ; Baker et al. 2013 ; Bettridge et al. 2015). La fidélité des
femelles semble supérieure a celle des males, ce qui peut se refléter dans des différences entre
groupes plus marquées pour I’ADN mitochondrial, transmis uniquement par la mere, que pour
I’ADN nucléaire, résultat d’une brassage génétique entre les deux parents (Baker et al. 2013).
L’existence dans un méme bassin océanique de plusieurs zones de reproduction et de plusieurs
zones d’alimentation peut amener a des situations complexes. Des baleines a bosse provenant
de zones de reproduction différentes pourront posséder une fidélité pour une méme zone
d’alimentation, et a I’opposé, des baleines d’une méme zone de reproduction pourront avoir des
zones d’alimentation différentes. Les chemins migratoires de différents individus pourront dés
lors trés bien se croiser, et la caractérisation génétique des différents groupes devenir
particulicrement complexe. La « force » de la fidélité pour les zones de reproduction et
d’alimentation devra aussi pouvoir étre estimée, puisque des exemples montrent que des
mémes individus peuvent aussi fréquenter des zones de reproduction différentes dans un méme
bassin océanique, allant ainsi a 1’encontre de cette notion de fidélité (Darling and Cerchio,

1993 ; Pomilla & Rosenbaum, 2005 ; Calambokidis et al. 2008 ; Stevick et al. 2016).

Mon travail sur les baleines a bosse porte sur trois zones géographiques distinctes, dans le cadre
de trois projets collaboratifs, menés a Madagascar, dans 1’ouest du Pacifique Nord et a Saint-

Pierre-et-Miquelon. Dans chacun de ces cas, mon travail a pour but (1) de caractériser
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génétiquement les baleines a bosse de chaque site étudié, (2) de comparer chaque
¢chantillonnage a grande échelle géographique afin de mieux comprendre les facteurs pouvant
influencer la structuration génétique de I’espece a I’échelle d’un bassin océanique, et d’estimer
les degrés de fidélité pour chacun des sites étudiés, (3) de rechercher, lorsque 1’échantillonnage
le permet, d’éventuelles variations interannuelles pouvant refléter des changements
environnementaux et (4) de mesurer I’importance des compréhensions nouvelles obtenues en
termes de conservation de I’espece et du milieu marin en général.

Les trois parties suivantes décrivent plus précisément chacun des trois projets et les résultats

déja obtenus pour chacun d’entre eux.
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Madagascar, une zone de reproduction des baleines a bosse ouverte sur tout
I’hémisphére sud

Dans 1'hémisphere sud (HS), sept stocks (nommées de A a G), dont certains sont divisés en
plusieurs sous-stocks, ont été définis par la commission baleiniére internationale (I/nternational
Whaling Commission, IWC) sur la base d’aires de reproduction caractérisées et prenant en
compte des aires d'alimentation en Antarctique et des corridors possibles de migration (Figure
14 ; IWC 2011). Un huitiéme stock, nommé stock X, est constitué par une population séparée

et atypique, ne migrant plus, localisée dans le nord de I'Océan Indien (Minton et al. 2012).
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Figure 14 : Carte établie par la commission baleiniére internationale montrant la répartition des 7 stocks
hypothétiques correspondant a des zones de reproduction de ’HS (extraite de IWC, 2011).

Les six zones d’alimentation sont numérotées de I a VI, et les connexions sont montrées par des traits pointillés
lorsqu’il s’agit d’hypothéses, et continus lorsque des échanges ont ét¢é démontrés (le nombre d’échanges
démontrés est corrélé a 1’épaisseur du trait).

Les stocks proposés correspondent a des zones de concentration hivernale de baleines a bosse,
et se situent le long des cotes du Brésil (stock A), de I’Afrique de I’Ouest (Stock B), de
I’ Afrique de I’Est et de Madagascar (Stock C), de ’ouest de 1’ Australie (Stock D), de I’est de
I’ Australie (Stock E), de la Polynésie (Stock F) et de la Colombie (Stock G). Les six zones
d’alimentation définies correspondent a six zones antarctiques et subantarctiques de chasse a la
baleine (Mackintosh, 1942). Plusieurs voies migratoires ont été identifiées entre les zones de
reproduction de I’HS et les zones d’alimentation les plus proches, que ce soit a 1’aide de
marques en acier (Mackintosh 1942 ; Dawbin 1966) ou, plus récemment, de
photoidentification, de marquage génétique ou de balises Argos (Stone et al. 1990 ; Stevick et
al. 2014 ; Cerchio et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016). Néanmoins, les liens avec les zones

d’alimentation ne sont pas totalement éclaircis (Bettridge et al. 2015), a ’exemple de celles
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correspondant a 1’ouest du continent Africain (stock B de I'IWC, Figure 14) ou des baleines a
bosse sont retrouvées jusqu’au Ghana et en Guinée au Nord (Van Waerebeek et al. 2009 ;
Bamy et al. 2010 ; Bettridge et al. 2015) dans une période de 1’année qui correspond a I’hiver
austral. Certains échanges ont par contre ét¢ démontrés, comme entre les baleines a bosse du
Brésil et une zone d’alimentation située autour de la Georgie du Sud et des Iles Sandwiches du

Sud (zone notée II sur la Figure 14, Engel & Martin 2009).

Les eaux de Madagascar abritent le sous-stock C3 de baleines a bosse dans I’HS

Le sud ouest de I’Océan Indien est une zone importante pour 1’espéce, des concentrations de
baleines a bosse viennent s’y reproduire et mettre bas. L’IWC a identifié cette zone globale
comme correspondant au stock C, mais la complexité notamment des chemins migratoires
proposés (Best et al. 1998) a amené la création de 3 sous-stocks (Figure 15): le stock C1
correspondant aux eaux cotieres du Mozambique jusqu’au Kenya au Nord, le stock C2
correspondant au canal du Mozambique et aux Comores (Kiska et al. 2010), et le C3 a
Madagascar (Rosenbaum et al. 1997 ; Best et al. 1998 ; IWC 2011 ; Cerchio et al. 2016 ;
Trudelle et al. 2016). Une quatriéme zone de concentration pourrait se situer vers les
Mascareignes (Dulau-Drouot et al. 2008). Des déplacements individuels entre ces quatre zones
de reproduction ont été¢ mis en évidence (par exemple IWC 2011 ; Fossette et al. 2014 ; Cerchio
et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016 ; Dulau et al. 2017), et leurs degrés de connectivité et

d’échanges restent a établir, notamment par des approches de génétique.
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Figure 15: Répartition des sous-stocks proposés par la
commission baleiniére internationale dans le Sud Ouest de
I’Océan Indien (carte tirée de Cerchio et al. 2016).

Sur cette carte, les stocks C1 et C3 sont séparés chacun en deux
régions, et un 4™ sous stock hypothétique est proposé (C4, qui
correspondrait 8 Maurice et a la Réunion).
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Une baleine a bosse, marquée par une balise Argos a Madagascar en 2013 a été suivie
jusqu’aux Iles Crozet (Cerchio et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016). Une méme destination a été
identifiée pour une baleine a bosse marquée aux Comores (Fossette et al. 2014), sans qu’il ne
puisse étre déterminé si elle représentait la fin de la migration vers la zone d’alimentation, ou
seulement une étape (Fossette et al. 2014 ; Cerchio et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016). Le iles
Crozet, ou une éventuelle destination finale située plus au sud, se situent dans la zone III

d’alimentation de I'IWC (Figure 14).

Les polymorphismes de I’ADN mitochondrial des baleines a bosse de I’Hémisphére Sud, étudiés
depuis une dizaine d’année, ont permis de décrypter partiellement les liens et différences entre zones
de reproduction

La fidélité plus ou moins marquée des baleines a bosse pour leurs aires d’alimentation et de
reproduction, transmise entre générations par 1’apprentissage, se traduit par des différences
génétiques entre groupes de baleines a bosse (Baker et al. 2013). Ces différences proviennent
des lignées maternelles, au sein desquelles peuvent se transmettre parallelement ADN
mitochondrial et fidélité a un site. Les études génétiques des baleines a bosse dans I’HS se sont
au départ concentrées sur ’ADN mitochondrial, afin de détecter d’éventuelles structures de
populations liées a des fidélités pour des zones de reproduction particulieres.

Olavarria et al. (2007) ont étudié plus de 1100 baleines a bosse échantillonnées entre 1990 et
2002 de I’ouest de I’ Australie jusqu’en Colombie, recouvrant les stocks D, E, F et G définis par
I’'IWC (Figure 14). Six zones de concentration hivernales correspondant potentiellement a six
zones de reproduction ont été définies, I’ouest de 1’Australie, la Nouvelle Calédonie, les Iles
Tonga, les Iles Cook, la Polynésie Frangaise et la Colombie (donc un découpage ne
correspondant que partiellement aux stocks de I'TWC). La détermination du sexe des baleines
dont provenait chaque échantillon a montré une large majorité de males (deux tiers de males
pour un tiers de femelles). La région de controle (MCR) de I’ADN mitochondrial a été
séquencée sur 470 pb, et les résultats comparés entre les différentes zones géographiques. La
diversité génétique (mesurée aussi bien par la diversité haplotypique (#) que nucléotidique (7))
varie selon les zones. La Colombie (4=0,900), la Polynésie Francaise (4=0,913) et les Iles Cook
(h=0,923) présentent les diversités les plus faibles, les plus fortes étant rencontrées en Nouvelle
Calédonie (h=0,974), en Australie (h=0,970) et dans les Iles Tonga (h=0,962). Une faible
proportion d’haplotypes est partagée entre plusieurs zones géographiques (2 haplotypes

seulement sont retrouvés dans les 6 zones), alors que plus de 50% sont privés (retrouvés dans
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une seule zone géographique). Les clades ancestraux CD et 1J ont été retrouvés en majorité, le
clade AE en minorité¢ (deux haplotypes retrouvés seulement en Colombie), confirmant ainsi
leur répartition géographique déja connue (Baker & Medrano-Gonzalez 2002). Un quatrieme
clade a été caractérisé et nommé SH (pour « Southern Hemisphere ») (Olavarria et al. 2007 ;
Engel et al. 2008). Les tests de différenciation génétique se sont montrés significatifs entre la
majorit¢ des zones géographiques (Olavarria et al. 2007). Ceci est particulierement marqué
pour la Colombie, qui présente des valeurs de Fsr>0.04 et de @sr >0.05 pour toutes les
comparaisons avec d’autres zones de reproduction. La Polynésie Frangaise et les Iles Cook
montrent elles aussi de fortes valeurs de différenciation avec le reste des zones. Olavarria et al.
(2007) notent que, a part le cas de la Colombie et de la Polynésie Francaise, il semble que la
distance génétique augmente avec la distance géographique entre les zones. Il faut noter que la
zone identifiée comme accueillant le stock G couvre plus de 3000 km de cotes (Félix et al.
2012). Une certaine hétérogénéité de cette zone a d’ailleurs été suggérée depuis au vu de
polymorphismes de I’ADN mitochondrial (Félix et al. 2012).

Les baleines a bosse du stock A, identifi¢ le long des cotes du Brésil (IWC 2011 ; Figure 14),
ont été caractérisées génétiquement par Engel et al. (2008). Le ratio males/femelles est
approximativement égal a 1/1, ce qui est une particularit¢ de cette zone de reproduction
(Cypriano-Souza et al. 2010). La MCR (400 pb séquencées) présente une diversité
haplotypique forte (h=0,972) comparable a celle de 'ouest de 1’Australie et largement
supérieure a celle de la Colombie. Les quatre clades (CD, 1J, SH et AE) sont retrouvés dans les
proportions attendues (Baker & Medrano-Gonzales 2002 ; Olavarria et al. 2007). Lors de cette
¢tude, 77 baleines a bosse ont aussi ét¢ échantillonnées pres de la Péninsule Antarctique dans
les zones d’alimentation antarctiques nommées I et II par 'IWC (Figure 14). La diversité
haplotypique calculée dans ces deux zones d’alimentation est faible, comparable a celle de la
Colombie (/70ne1=0,913 ;5 h,0neni=0,916). Les tests de différenciation ne montrent pas de disparité
entre les deux zones d’alimentation, ni entre les zones d’alimentation et la Colombie, mais
mettent par contre en évidence une différence entre les deux zones d’alimentation et le Brésil
(Fs7>0.05, et @57 >0.03).

Les polymorphismes de I’ADN mitochondrial des baleines a bosse des stocks B et C de I'TWC
ont ét¢ étudiés par Rosenbaum et al. (2009). Presque 500pb de la MCR ont été séquencées a
partir de 1527 biopsies réalisées entre 1991 et 2004 au Brésil, au Gabon, a I’est et a I’ouest de
I’Afrique du Sud, en Mozambique, & Mayotte et aux Comores, ainsi qu’a Madagascar. Cette
¢tude avait pour but d’estimer la différence génétique entre les stocks B et C, mais aussi entre

les sous-stocks B1 et B2, et C1, C2 et C3. Les échantillons ont donc été regroupés en zones

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p. 49



géographiques correspondant aux sous-stocks de I'TWC (2011, Figure 14). Trente-huit biopsies
avaient aussi été prélevées dans la population sédentaire du nord de 1’Océan Indien (stock X,
Minton et al. 2012). La diversité génétique calculée était forte (4>0,974) pour les stocks A, B et
C, a I’opposé de celle du Nord de 1’Océan Indien (h=0,69). Les comparaisons entre les baleines
a bosse de I’Océan Indien et celles de toutes les autres zones échantillonnées montraient des
différences significatives (Fsr>0.11 et @sy>0.079 pour toutes les comparaisons). Aux niveaux
des comparaisons entre stocks, seules les valeurs de Fsr globales (entre les 4 zones) ont été
calculées (Rosenbaum et al. 2009). La forte différence entre le nord de 1’Océan Indien et les
trois autres zones géographiques a elle seule doit suffire a rendre le calcul global significatif, ce
qui masque potentiellement les différences - ou absence de différence - entre les trois autres
zones. Les différences entre sous-stocks ont été évaluées par le calcul, entre toutes les
combinaisons possibles, des indices Fsr et @Dsr. Rosenbaum et al. (2009) n’ont pas appliqué
de correction de Bonferroni pour tests multiples au seuil de significativité. Les valeurs de @Dsr
ne montrent de différence significative que entre le sous-stock B1 d’un coté et le stock A et les
sous-stocks C1 et C3. Les valeurs de Fsr par contre sont plus souvent significatives, et seuls C2
et C3 ne montrent pas de différence entre eux.

Les baleines a bosse des facades ouest et est de 1’ Australie (stock D et E respectivement) ont
été¢ comparées par Schmitt et al. (2014a) et par Anderson (2013) : des différences génétiques
faibles ont été retrouvées entre les deux groupes, de valeur largement inférieure a ce que
suggérerait la forte séparation géographique des deux zones de reproduction (Schmitt et al.

2014a).

A

Figure 16 : Localisation des zones de reproduction des baleines a bosse dans I’hémisphere sud d’aprés
Jackson et al. (2015). Les lettres de A a G correspondent aux stocks définis par I'IWC (2011). B1, B2, C1,
C2, C3 et C4 sont les sous-stocks définis par 'TWC (2011). Les stocks E et F sont divisés en sous-stocks sur
la base principalement des résultats d’Olavarria et al. (2007).

Carte extraite de Jackson et al. (2015).
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Rosenbaum et al. (2017) ont essayé¢ de regrouper ces études menées séparément. Les
polymorphismes de la MCR (311 pb) de plus de 3000 baleines a bosse échantillonnées entre
1991 et 2004 dans toutes les zones de reproduction identifiées de I’HS ont été analysés
simultanément (Figure 16). Cette étude confirme les variations déja connues de diversité
haplotypique entre zones de reproduction (la population du Nord de I’Océan Indien présentant
la diversité haplotypique la plus faible, suivie de la Colombie et de la Polynésie Francaise). Les
diversités haplotypiques les plus fortes sont rencontrées dans les zones de reproduction du
Brésil, des cotes africaines (est et ouest) et de I’ouest de I’Australie. Madagascar, qui
correspond au stock C3 de 'IWC (Figure 15) montre la diversité¢ haplotypique la plus forte de
I’HS (Rosenbaum et al. 2017). Les comparaisons deux a deux entre stocks tels que définis par
I’IWC révelent globalement des valeurs de différentiations (Fsr et @Dsr) significatives, faibles
pour les différences entre les stocks A, B, C et D, tres fortes pour les différences entre le Nord
de I’Océan Indien et toutes les autres zones, et marquées entre la Colombie, la Polynésie et tous
les autres stocks (Rosenbaum et al. 2017), confirmant ainsi les résultats déja obtenus
précédemment (Olavarria et al. 2007 ; Engel et al. 2008 ; Rosenbaum et al. 2009). Pour les
comparaisons prenant en compte les subdivisions entre sous-stocks, les deux indices livrent des
résultats contrastés. Les valeurs de Fsr, calculées sur la base des répartitions d’haplotypes, sont
faibles mais significatives pour toutes les comparaisons. Les valeurs de @sr, calculées sur la
base des différences nucléotidiques, ne sont significatives ni, globalement, entre les 4 sous-
stocks B2, C1,C2 et C3 ni entre le stock A et le sous-stock B1 (Rosenbaum et al. 2017),

confirmant les résultats déja connus (Rosenbaum et al. 2009).

Il existe donc clairement des structurations génétiques entre zones de reproduction dans I’HS,
mais les niveaux de différences génétiques varient selon les cas (le Nord de I’Océan Indien tout
d’abord, la Colombie, la Polynésie Francaise et les Iles Cook ensuite abritant les groupes les
plus différents). Une certaine fidélité des baleines a bosse dans 1’Hémisphére Sud pour leurs

zones de reproduction est donc bien mise en évidence, variable selon les zones considérées.

L’analyse du génome nucléaire révéle un phénoméne d’isolation par la distance (IBD, « Isolation By
Distance ») a I’échelle de I’Hémisphére Sud
Récemment, Kershaw et al. (2017) ont analysé les polymorphismes de I’ADN nucléaire (10

loci contenant des microsatellites ont été étudiés) chez plus de 3000 baleines a bosse biopsiées
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dans les zones de reproduction du Brésil, de 1’est et de I"ouest du continent Africain, de
Madagascar, des Comores, des Mascareignes et du nord de I’Océan Indien. Tout comme pour
I’ADN mitochondrial, la population sédentaire du nord de 1I’Océan Indien est la plus
différenciée de toutes les autres (Fsr tous significatifs). Le Brésil, ainsi que le sous-stock Bl,
montrent un certain degré de différenciation entre eux et avec les autres sous-stocks étudiés,
mais difficilement reproductibles selon les indices utilisés, Fsy ou D de Jost (Jost, 2008 ;
Kershaw et al. 2017). L’approche Bayésienne, implémentée dans le programme STRUCTURE
(Pritchard et al. 2000) et visant & identifier des populations en minimalisant les écarts a
I’équilibre de Hardy Weinberg, n’a pu détecter de groupes dans I’échantillonnage que grace a
I’apport de « locpriors » géographiques (Hubisz et al. 2009). Cette approche semble alors
privilégier I’existence de trois groupes génétiques, le premier correspondant au stock A et au
sous stock B1, le deuxiéme comprenant les sous-stocks B2, C1, C2 et C3, le troisiéme au Nord
de I’Océan Indien (Kershaw et al. 2017). Kershaw et al. (2017) ont aussi recherché un lien
entre distance géographique et distance génétique. Ce lien existe, et, a I’échelle de la zone
géographique étudiée, il apparait que la distance semble étre le facteur majeur ayant déterminé
la différenciation génétique entre groupes, comme cela a été identifié chez d’autres espéces de
cétacés (par exemple Fontaine et al. 2007). A une échelle plus locale, les auteurs émettent
I’hypothéese que la fidélité aux sites de reproduction serait prépondérante mais pas exclusive, et
qu’elle serait plus marquée chez les femelles que chez les males (Kershaw et al. 2017).

Les polymorphismes de dix loci contenant des microsatellites ont aussi ét¢ comparés entre des
baleines a bosse de 1’est et de 1’ouest de I’Australie (Schmitt et al. 2014a), révélant une
différenciation significative mais trés modérée correspondant bien aux résultats obtenus plus a
I’ouest par Kershaw et al. (2017). Cypriano-Souza et al. (2017) ont confirmé la différence entre
la Colombie et le Brésil a I’aide de marqueurs nucléaires (16 loci contenant des microsatellites

analysés).

Les zones d’alimentation sont encore a préciser dans I’Hémisphére Sud, et le degré de fidélité des
baleines a bosse a estimer

Peu d’¢tudes génétiques ont porté sur les zones d’alimentation de I’HS. Les six zones
d’alimentation ont été définies sur la base des données de chasse, de marquage a ’aide de
« marques » en acier (« discovery tags », Mackintosh 1942 ; Dawbin 1966), et confirmées par
des observations de photoidentification et de poses de balises Argos (Stone et al. 1990 ;

Stevick et al. 2014 ; Cerchio et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016). Les zones d’alimentation de
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I’HS se répartissent tout autour du pdle a des latitudes plus ou moins élevées, avec des barrieres
continentales réduites par rapport a ’hémispheére nord. Une hypothese actuelle est que les
« barriéres » (environnementales ou liées a la fidélité) seraient moins fortes dans I’HS que dans
I’hémisphere nord. Une illustration spectaculaire de la grande mobilité des baleines a bosse
dans I’HS est donnée par 1I’étude de Robbins et al. (2011), qui ont utilis¢ des données
historiques (des marques en acier) et de la photoidentification pour rechercher, dans les zones
d’alimentation de I’HS, des baleines ayant été identifiées dans la zone de reproduction des
Samoa et des Iles Cook. Six recaptures ont été réalisées dans les zones d’alimentation I, V et VI
de 'TWC (2011, Figure 14). Notamment, un individu a été identifi¢ en 2002 dans la zone I le
long de la péninsule antarctique, puis en 2005 dans les Samoa, et enfin a nouveau le long de la
péninsule Antarctique en 2009 (Robins et al. 2011). La distance entre les Samoa et la péninsule
antarctique est au minimum de 9400km, soit un trajet aller retour de 18800 km, et ce chemin
migratoire ne fait pas partie des voies hypothétiques de 'IWC (2011, Figure 14).

En étudiant des polymorphismes de I’ADN nucléaire et mitochondrial, Schmitt et al. (2014b)
ont pu montrer une correspondance entre les baleines a bosse de la zone d’alimentation V et les
zones de reproduction de 1’est de I’ Australie et de Nouvelle Calédonie. Amaral et al. (2016) ont
¢tudié 399 échantillons de baleines a bosse prélevés dans les zones arctiques et subantarctiques
correspondant aux aires d’alimentation définies par I'ITWC. Les polymorphismes de I’ADN
mitochondrial et nucléaire montrent que la zone I (les échantillons de cette zone proviennent
essentiellement de la péninsule antarctique dans cette étude) semble se distinguer de toutes les
autres zones a 1’exception de la zone II (Amaral et al. 2016), confirmant ainsi les résultats de
Engel et al. (2008). L’analyse sans a priori par le logiciel STRUCTURE (Pritchard et al. 2000)
met par contre en évidence une différence entre la zone 3 et les autres zones d’alimentation
(Amaral et al. 2016). Cypriano-Souza et al. (2017) ont bien confirmé le lien entre la zone de
reproduction de la Colombie et la péninsule Antarctique, a 1’aide de marqueurs mitochondriaux
et nucléaires. Beaucoup reste donc encore a comprendre dans I’HS en termes de chemins
migratoires entre zones d’alimentation et de reproduction et de degré de fidélité, notamment

géographique, des baleines a bosse.

BAOBAB et GENERATION, deux programmes pluridisciplinaires d’étude des baleines a bosse de
Madagascar
Comme décrit précédemment, les eaux de Madagascar accueillent chaque année un nombre

important de baleines a bosse pendant leur période d’accouplement et de mise bas. Elles se
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concentrent autour de certaines zones, notamment coté est de Madagascar, dans le canal de I’Ile
Sainte-Marie et la baie d’Antongil (Rosenbaum et al. 1997 ; Cerchio et al. 2009). Peu de
recaptures par photoidentification y sont réalisées (Cerchio et al. 2016), ce qui témoigne d’une
abondance assez importante, estimée a presque 9000 individus en 2015 (Jackson et al. 2015).
Quelques études ont porté sur les baleines a bosse de I’est de Madagascar (Rosenbaum et al.
1997 ; Razafindrakoto et al. 2001 ; Erst & Rosenbaum 2003 ; Cerchio et al. 2009), mais trés
peu de données étaient disponibles sur leur utilisation de I’habitat, leur comportement pendant
leur présence en zone de reproduction (et notamment leur mobilité dans le sud ouest de I’Océan
Indien entre les différentes zones correspondant aux sous-stocks C1-C4 de 'ITWC (2011)).
Aucune étude génétique n’avait ciblé spécifiquement les baleines a bosse de Madagascar
(méme si des biopsies avaient déja été prélevées dans les eaux de Madagascar et incluses dans
des études globales (Rosenbaum et al. 2009 ; 2017 ; Kershaw et al. 2017).

Pour combler ces manques de connaissance, deux programmes de recherche pluridisciplinaires
successifs ont été initiés et portés par le Professeur Olivier Adam (Institut des Neurosciences
Paris-Saclay (Neuro-PSI), UMR 9197, CNRS Université Paris Sud), spécialiste des études
d’acoustique chez les cétacés, en partenariat avec ’association Malgache Cétamada. Cétamada
organise depuis plusieurs années des campagnes de terrain d’observation, de photo-
identification et de comptage des baleines a bosse dans le canal de I’Ile Sainte-Marie. Les deux
programmes de recherche, appelés « BAOBAB » (Balises et acoustique pour les observations
des baleines a bosse de Madagascar) et « GENERATION » ont été supportés financié¢rement
par la Fondation TOTAL. Ils comprennent des volets d’étude acoustique, des poses de balises
Argos et des campagnes récurrentes de prises de biopsies et de prélevements de squames. Deux
articles décrivant les résultats des poses de balises Argos ont été publiés (Cerchio et al. 2016 ;
Trudelle et al. 2016). Les résultats mettent en évidence la grande mobilité des baleines a bosse
entre les sous-stocks de la zone C (Cerchio et al. 2016), corroborant ainsi d’autre études
menées a la Réunion (stock C4, Duleau et al. 2017) et aux Comores (Fossette et al. 2014). Les
habitats préférentiels des baleines a bosse, et leur utilisation préférentielle d’eaux peu

profondes (<200) dans les zones cotieres ont aussi pu étre précisés (Trudelle et al. 2016).

Depuis 2012, et dans le cadre de ces programmes BAOBAB puis GENERATION, une centaine
de biopsies sont prélevées chaque année. Autour de 500 biopsies ont donc été collectées au

total. Je suis en charge du volet génétique des ces deux programmes. Le but de ces travaux est
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- de caractériser la diversité¢ génétique des baleines a bosse fréquentant les eaux de I’ile
Sainte-Marie pendant la saison de reproduction,
- de faire le lien avec d’autres études génétiques menées sur les baleines a bosse dans
I’HS, et estimer le degré d’échanges entre les différentes zones de reproduction,
- d’¢évaluer les possibles variations inter-annuelles.
Les résultats obtenus jusqu’a présent sont décrits dans les quatres paragraphes suivants, 1’étude

se poursuit actuellement.

Les baleines a bosse de Madagascar présentent une trés forte diversité génétique, et I’ADN
mitochondrial permet de mettre en évidence des clades

Cent-soixante-sept biopsies et squames de baleines a bosse prélevées en 2012 (n=67) et en
2013 (n=100) ont été étudiés pour I’instant. Les génotypes de microsatellites ont montré que 12
baleines a bosse avaient été échantillonnées deux fois chacune (n=7 en 2012, n=5 en 2013), ces
doublons ont donc été retirés. Les résultats de 1’analyse actuelle portent donc sur 155 baleines a
bosse différentes. Aucune « recapture » n’a été réalisée entre les deux années successives. Le
sexage de chaque individu a été réalisé en amplifiant dans une méme réaction PCR un fragment
de 225pb environ du geéne sry, présent uniquement sur le chromosome X, et d’un fragment de
445pb environ des geénes zfx/zfy, présents respectivement sur les deux chromosomes X et Y,
selon un protocole décrit dans les publications 1 et 3. La présence du fragment de 445 pb
montre la réussite de ’amplification, et celle du fragment de 225 pb refléte le présence du
chromosome Y dans le milieu réactionnel signifiant que I’ADN utilis¢ provient d’un male
(Figure 17). Le ratio males/femelles déterminé est en faveur des males (45 males pour 15

femelles en 2012 et 59 males pour 36 femelles en 2013).

@ g g m

< 1000pb

| <~ 400pb
| < 200pb

Figure 17. L’ADN a été extrait de 6 biopsies
différentes de baleines & bosse réalisées en 2012, puis
des fragments des génes sry et zfi/zfy ont été amplifiés
en parallele selon les protocoles décrits dans les
publications 1 et 3. Le fragment a 445pb démontre la
réussite de ’amplification, le fragment a 225 pb reflétant
un ADN extrait a partir d’'un male. Figure tirée du rapport
de Master 2 de Loriane Mendez, 2013.
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2012 2013
Gamme de taille des

Locus alléles AR Hg H, AR Hg H,

GT023 97-119 7 0.7963 0.833 823 0.798 0.797
GT211 193 - 213 9 0.8231 0.800 9.27 0.815 0.797
GT575 140 - 180 12 0.8286 0.883 12.8  0.837 0.840
Ev96 187 - 211 10 0.8651 0.900 11.5 0.848 0.829
Ev37 189 - 223 15 0.9132 0.900 16.0 0912 0.925
GATA028 150 - 206 11 0.6286 0.683 842 0426 0.383
GATA417 185 - 281 15 0.9139 0.900 142 0902 0.925
GATAO053 232 -280 8 0.8104 0.783 9.58 0.815 0.797
Moyenne 0.8224 0.835 0.794  0.787

Tableau 1 : Statistiques descriptives des 8 loci contenant des microsatellites analysés chez les baleines a bosse
biopsiées en 2012 et 2013 2 Madagascar.
AR : richesse allélique, He : hétérozygotie attendue, Ho hétérozygotie observée.

Les polymorphismes de 8 loci contenant des microsatellites (5 formés de répétitions de
dinucléotides GT023, GT211, GT575 Bérubé et al. (2000) ; EV96 et EV37 Valsecchi et al.
(1997) ; et 3 tétranucléotides GATA053, GATA417, GATA028 Palsboll et al. (1997b)) ont été
analysés selon les protocoles décrits dans la publication 1. Tous les loci sont polymorphes, et
montrent, selon les loci, entre 9 et 17 alleles (Tableau 1). Les analyses ont été menées de
manicre similaire a celles décrites dans les publications 1 et 4. Aucune fréquence d’allele nul
significative n’a été calculée. Aucun écart significatif a 1’équilibre de Hardy-Weinberg n’est
détecté, tous les Fis par locus et pour 1’ensemble des loci sont non significatifs (Fis 2012 global
=-0,007, Fis2013 global = 0,015).

L’échantillonnage a alors été réparti en différents groupes, en fonction de l’année du
prélévement et en fonction du sexe. Aucune différence significative n’a été mise en évidence
entre les males et les femelles, ni entre 2012 et 2013 par le calcul d’indice de fixation Fir.
Néanmoins, il faut remarquer que les valeurs d’hétérozygotie observée et attendue sont
inférieures en 2013 a celles de 2012 (Tableau 1). L’approche sans a priori implémentée dans le
logiciel STRUCTURE n’a pas pu mettre en évidence de sous-groupe génétique au sein de

I’échantillonnage (Figure 18).

Une séquence de 640 pb de la région de contrdle de I’ADN mitochondrial a été déterminée
chez 142 baleines a bosse échantillonnées a Madagascar (nz012=60 et ny;3=82), selon le
protocole décrit dans la publication 1. Cinquante-sept haplotypes ont été définis et nommés de
Madal a Mada57. Les diversités nucléotidiques et haplotypiques sont fortes (Hd=0,976 et

7=0,015). Tout comme pour le génome nucléaire, la définition de sous-groupes sur la base du
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sexe ou de I’année d’échantillonnage n’a pas permis de révéler des différences significatives en
termes de distribution d’haplotypes mitochondriaux (toutes les valeurs de Fsr et de @sr
calculées entre les males et les femelles et entre les années d’échantillonnage sont non
significatives). Par contre, I’analyse des liens entre haplotypes grace a la construction d’arbres
phylogéniques met en évidence la présence de plusieurs haplogroupes dans notre

¢chantillonnage (Figure 19).

K=2

K=3

K=4

K=5

Figure 18 : Représentation graphique de la probabilité pour
chaque individu d’appartenir a chacun des K groupes
déterminés sur la base des polymorphismes de 8 loci contenant
des microsatellites.

L’analyse est menée a I’aide du logiciel STRUCTURE pour des
valeurs de K allant de 2 a 5. Les individus sont représentés sur
I’axe des abscisses et les probabilités sur 1’axe des ordonnées.
Aucun groupe génétique particulier n’est mis en évidence ici.
Figure provenant du rapport de Master 2 de Claire Bonneville,
2014.
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Figure 19 : Arbres phylogéniques construits par la méthode du maximum de parcimonie (A) et des plus
proches voisins (B) mettant en évidence I’existence de clades mitochondriaux chez les baleines a bosse de
Madagascar.

Ces arbres ont été construits sur le site phyogeny.fr (voir publication 6 pour une description précise du protocole) sur
la base de I’alignement des 57 haplotypes définis a partir des 142 séquences de MCR déterminées en 2012 et 2013 a
Madagascar. Les haplogroupes sont représentés en différentes couleurs, et leurs liens avec les clades définis par
Baker & Medrano-Gonzales (2012), Olavarria et al. (2007) et Engel et al. (2008) sont expliqués dans le paragraphe
suivant et dans la Figure 22.
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La diversité génétique des baleines a bosse échantillonnées dans le canal de ile Sainte-Marie a

Madagascar fait partie des plus fortes de tout I’hémisphére sud

La zone échantillonnée dans le cadre de notre étude est treés localisée: elle se situe
principalement dans le canal séparant I’ile principale de Madagascar et 1’lle Sainte-Marie
(autour de 25 km de large), dans une zone ne dépassant pas 1000 km? (voir I’exemple des
prélevements de 2012, Figure 20). La comparaison des diversités génétiques des baleines a
bosse du canal de I’lle Sainte Marie et d’autres zones de reproduction de I’HS représente donc

le premier résultat majeur de notre étude.

1

ile
Sainte
-Marie

1

173 172 171 -170 -169 -168 -16.7 -166

2 000 km

Figure 20 : Localisation des prélévements réalisés en 2012 dans le canal de I’Ile Sainte-Marie 4 Madagascar.
Carte extraite du rapport de Loriane Mendez, Master 2, 2013. Chaque cercle représente la localisation d’une biopsie.

Comparer les tailles des alléles des loci nucléaires contenant des microsatellites nécessite des
standardisations des travaux réalisés dans différents laboratoires (voir par exemple Anderson
2013, Fontaine et al. 2017). Par contre, lorsque les méme loci sont ciblés dans différentes
¢tudes, les valeurs d’hétérozygotie observée (Hp) et attendue (Hg) peuvent étre évaluées en
paralléle. Cinq loci, étudiés par Pomilla et Rosenbaum (2006) chez des baleines a bosse
¢chantillonnées au large du Gabon et au nord-est de Madagascar, et par Cypriano et al. (2010)
au Brésil sont en commun avec notre étude. Le Tableau 2 montre la comparaison des valeurs,
qui sont treés proches dans les quatre sites échantillonnés, reflétant des diversités génétiques

comparables telle que mesurées par les polymorphismes des cinq loci nucléaires.
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Années de

Source des données Zone géographique Hyp Hy
prélévement

Cette étude Ile Sainte-Marie 2012 - 2013 0.7961 0.8021

Pomilla & Rosenbaum Gabon 2001 - 2002 0.8180 0.8140

(2006) Nord-est de Madagascar 1996 - 2001 0.8002 0.8026

Cypriano et al. (2010) Brésil 1999 - 2005 0.8188 0.8286

Tableau 2 : Comparaison des valeurs d’hétérozygotie observée (Hyp) et attendue (Hg) déterminées pour 5 loci
contenant des microsatellites entre notre étude et celles de Pomilla et Rosenbaum (2006) et Cypriano et al. (2010).
Les cinq loci sont GATA 417, GATAO053, GATA028, EV96, Ev37.

Pour I’ADN mitochondrial, une région commune de 329 nt de la MCR a été séquencée lors de

notre étude et de celles d’Olavarria et al. (2007) et d’Engel et al. (2008). Un jeu de données

représentatif de I’HS a donc pu étre construit : il comporte 1430 séquences (Nwmadagascar=142,

notre étude ; nprsi=176, Engel et al. (2008) ; npacifique sud = 1112, Olavarria et al. (2007))

Olavarria et al. (2007) et Engel et al. (2008) avaient mis en évidence que les plus fortes

diversités haplotypiques étaient rencontrées dans I’HS au Brésil, en Australie, dans les Iles

Tonga et en Nouvelle Calédonie. Notre échantillonnage présente une diversité haplotypique qui

se situe dans cette catégorie de valeurs, - c’est méme la plus élevée de cette étude -, loin devant

les valeurs rencontrées en Polynésie Francgaise, aux Iles Cook et en Colombie (Tableau 3). Les

valeurs de diversité nucléotidique varient de maniere globalement similaire.

Zone géographique Nombre de Longueur Diversité Diversité
séquences haplotypique (Hd) nucléotidique (Z1)
Brésil 176 0.972 0.0254
Madagascar 142 0.974 0.0277
Ouest de 1'Australie 174 0.966 0.0272
Nouvelle Calédonie 250 329 nt 0.972 0.0272
Tonga 310 0.962 0.0267
Iles Cook 131 0.923 0.0260
Polynésie Frangaise 99 0.910 0.0253
Colombie 148 0.899 0.0227

Tableau 3 : Comparaison des valeurs de diversités nucléotidiques et haplotypiques de différentes zones

de reproduction de ’hémisphére Sud. Les valeurs de Madagascar proviennent de cette étude, les autres ont
été calculées sur la base des données de séquences publiées par Engel et al. (2008) pour le Brésil, et par

Olavarria et al. (2007) pour I’Australie, la Nouvelle-Calédonie, les iles Tonga, les iles Cook, la Polynésie

Francaise et la Colombie. Tableau extrait de Lambert et al. 2017.
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Les différences de répartitions d’haplotypes mitochondriaux entre zones de reproduction montrent un
phénomeéne global d’isolation par la distance dans I’Hémisphére Sud

Nous avons pu calculer des indices de différenciation entre groupes géographiques a partir du
jeu de données représentatif de I’HS présenté dans le paragraphe précédent. Les valeurs de Syy
et de Fsr sont significatives entre toutes les zones (Tableau 4), confirmant des résultats obtenus
lors d’autres études avec d’autres échantillonnages (Olavarria et al. 2007 ; Engel et al. 2008,
Anderson 2013 ; Rosenbaum et al. 2017), mais présentent des valeurs qui, globalement,
semblent croissantes en fonction de 1’¢loignement géographique. Rosenbaum et al. (2017) ont
estimé la différenciation génétique entre des baleines a bosse échantillonnées dans la zone qui
correspond au sous-stock C3 (zone dans laquelle se situe le canal de I’ile Sainte-Marie) et les
autres sites de reproduction de I’hémisphére sud. Nos valeurs de Fsr sont en excellente
concordance globale bien que les échantillonnages soient trés différents (les valeurs de Fsr ne

different pas de plus d’un millieme entre les deux études).

Ouest de Nouvelle Polynésie

Brésil T 1l k 1 i
rest I'Australie Calédonie onga es Coo Francaise Colombie
Fsr 0,011 0,012%* 0,018%** 0,022%** 0,039%**  (,044%** 0,056%**
Snn 0,67*%*  0,70%** 0,79%** 0,81%%* 0,84*** 0,86%** 0,88***
Distance
10000 7000 12500 13700 14800 15800 21600

approximative en km

Tableau 4 : Indices de différenciation génétique et distances approximatives entre Madagascar et les autres zones de
reproduction de ’Hémisphére Sud. Les différences génétiques sont estimées sur la base des polymorphismes de
I’ADN mitochondrial.

Les indices ont été calculés a I’aide des logiciels ARLEQUIN (Fsr) et DNASP (Syy) selon les protocoles décrits dans la
publication 1. La significativité a été déterminée par un test de permutations (* : p<0,5 ; **p<0,01 ; *** p<0,001).

Lorsque I’on calcule une distance géographique approximative entre les zones de reproduction,
une corrélation claire existe entre distance génétique représentée par le calcul des Fsr
mitochondriaux et distance géographique (Tableau 4) entre Madagascar et toutes les zones
situées a I’ouest, jusqu’a la Colombie (Figure 21). Anderson (2013) et Olavarria et al. (2007)
avait déja suggéré une relation entre distance géographique et distance génétique déterminée
sur la base de polymorphismes de I’ADN mitochondrial, mais Rosenbaum et al. (2017) avaient
rejeté cette hypothése. Kershaw et al. (2017) ont par contre mis en évidence une isolation par la

distance sur la base de polymorphismes de I’ADN nucléaire.
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Figure 21 : Relation entre la distance géographique et la distance génétique entre les
baleines a bosse de Madagascar et celles des autres zones de reproduction de
P’Hémisphére Sud.

Les valeurs de Fgr mitochondrial sont représentées en fonction de la distance approximative
entre I’ile Sainte-Marie de Madagascar et les différentes zones de reproduction de I’HS en
se déplacant vers 1’est (points bleus) : Ouest de 1’ Australie (OA), Nouvelle Calédonie (NC),
Tonga (To), Iles Cook (IC), Polynésie Francaise (PF), Colombie (Co). La courbe de
tendance et le coefficient de corrélation ont été calculés a 1’aide du logiciel Excel. La valeur
du coefficient de corrélation confirme 1’existence trés probable du phénomeéne d’isolation
par la distance a 1’échelle de I’'HS. En rouge, la position du Brésil (Br, impliquant un
déplacement vers 1’ouest), qui semble moins différencié génétiquement qu’attendu d’aprés
la courbe de tendance.

L’alignement des 1430 séquences représentatives de I’HS a aussi été utilisé pour construire un
réseau d’haplotypes grace a la méthode de parcimonie implémentée dans le logiciel

NETWORK (http://www.fluxus-engineering.com/). La Figure 22 montre le réseau obtenu.

Seize haplotypes sur 49 au total retrouvés & Madagascar sont privés (ne sont pas retrouvés dans
d’autres zones géographiques), soit moins d’un tiers. Il s’agit dans tous les cas d’haplotypes
mineurs (retrouvés chez un ou deux individus).

L’information la plus importante que livre ce réseau d’haplotypes est la présence de quatre
clades nettement individualisés, identifiés comme correspondant aux clades 1J, CD et AE
(Baker & Medrano 2002) et SH (Olavarria et al. 2007 ; Engel et al. 2008). A Madagascar, les
clades CD et 1J sont les plus fréquents, suivis par SH et enfin le clade AE, trés minoritaire,
puisque trouvé chez une seule femelle en 2013 (Figures 19 et 22). Dans I’hémisphere sud, le
clade AE n’avait pour I’instant été retrouvé qu’en Colombie et au Brésil (Engel et al. 2008) a

I’exclusion des autres zones de reproduction (Olavarria et al. 2007 ; Anderson, 2013).
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Figure 22 : Réseau d’haplotypes représentatif des polymorphismes de ’ADN mitochondrial (329pb de la
MCR) dans un échantillonnage de 1430 séquences représentatif de I’hémisphére sud. Figure modifiées d’apres

Lambert et al. 2017.
Chaque haplotype est représenté par un cercle de surface proportionnelle au nombre d’individus chez qui il a été

retrouvé. La distance entre les haplotypes est proportionnelle au nombre de mutations. Les clades ancestraux
précédemment définis, CD, AE, 1J, SH (Baker & Medrano Gonzales 2002 ; Olavarria et al. 2077 ; Engel et al. 2008)
sont indiqués. Un code couleur permet d’identifier les zones géographiques dans lesquelles chaque haplotype a été
retrouvé : Madagascar (rouge), Ouest de 1’Australie (orange), Nouvelle Calédonie (jaune), Tonga (vert), Iles Cook
(bleu), Polynésie Francaise (rose), Colombie (violet), Brésil (noir). Carte modifiée d’apres Jackson et al. 2015.

Tous les haplotypes ne présentant qu’une seule couleur ne sont donc retrouvés que dans une seule zone géographique.
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Apports et perspectives de I’étude des deux premiéres années d’échantillonnage de baleines a bosse
dans le canal de I’lle Sainte-Marie de Madagascar

Depuis 2012, des biopsies et squames sont donc prélevés dans le canal de 1’ile Sainte-Marie
dans le cadre des programmes BAOBAB et GENERATION. Cet échantillonnage, qui représente
déja autour de 500 biopsies au total, permettra une caractérisation génétique exhaustive des
baleines a bosse utilisant les eaux de 1’est de Madagascar pendant la période hivernale de
reproduction. Il représentera aussi une série temporelle inédite permettant de détecter
d’éventuelles variations inter-annuelles.

La détermination du sexe des baleines a bosse, trés difficile voire impossible a réaliser sur le
terrain, a d’ores et déja permis des exploitations sexuées des données de balises Argos (Cerchio
et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016). L’analyse génétique des échantillons des deux premicres
années (2012 et 2013) présentée dans les paragraphes précédents a quant a elle livré plusieurs

informations majeures.

Une tres forte diversité génétique

La premicre est certainement la forte diversité génétique rencontrée au sein de notre
¢chantillonnage, telle qu’estimée a la fois par D’analyse des génomes nucléaires et
mitochondriaux. Le fait de cibler les échantillonnages dans une zone particuliere, trés restreinte
géographiquement (Figure 20), ne se reflete donc pas par une baisse de diversité, ni
haplotypique ni nucléotidique pour I’ADN mitochondrial. 11 aurait été imaginable par exemple
d’observer une diversité nucléotidique forte, représentative de la diversité du sud-ouest de
I’Océan Indien, mais haplotypique plus faible, provenant du fait qu’une partie seulement des
baleines a bosse de la région seraient passées par le canal de I’ile Sainte-Marie. Ce n’est pas le
cas, et cela confirme bien la grande mobilité des baleines a bosse dans cette zone de I’HS
pendant la période de reproduction, observée par exemple grace a des balises Argos (Cerchio et

al. 2016 ; Trudelle et al. 2016 ; Dulau et al. 2017).

Les aires de reproduction de I’HS présentent bien des différences génétiques entre elles

La comparaison de nos données avec celles provenant d’autres études (Olavarria et al. 20007 ;
Engel et al. 2008) a permis de réaliser une analyse a I’échelle de I’HS, et d’estimer la
séparation génétique en fonction des zones géographiques servant a la reproduction. Un tiers

des haplotypes mitochondriaux rencontrés a Madagascar sont privés, c’est a dire non partagés
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avec d’autres régions de ’HS. Méme la répartition des clades ancestraux n’est pas identique
dans tout ’HS, le clade SH étant par exemple absent de Colombie (Olavarria et al. 2007) et le
clade AE restreint a la Colombie, le Brésil (Olavarria et al. 2007 ; Engel et al. 2008), et, depuis
cette étude, a Madagascar. Cette répartition spécifique du clade AE est discutée plus loin.

Cette comparaison a aussi mis en évidence des différences significatives de répartition
d’haplotypes mitochondriaux en fonction des zones géographiques, bien que les indices de
différenciation présentent des valeurs en général bien inférieures dans I’HS a celles rencontrées
dans le Pacifique Nord : Fsr souvent supérieurs a Fsr =0,1 entre des zones de reproduction
différenciées dans le Pacifique Nord et inférieurs a Fs7= 0,05 dans I’HS (notre étude, Olavarria
et al. 2007 ; Engel et al. 2008 ; Anderson 2013 ; Baker et al. 2013 ; Rosenbaum et al. 2017 ;
publication 1).

La fidélité¢ des baleines a bosse pour leur site de naissance existe donc bien dans I’HS tout

comme dans le Pacifique Nord.

L’isolation par la distance est certainement un facteur prépondérant pour expliquer les
différences entre zones de reproduction

Néanmoins, la distance géographique entre les sites de reproduction semble jouer un role
majeur dans les flux de genes dans I’HS. Kershaw et al. (2017) ont récemment mis en évidence
un phénomene d’isolation par la distance entre groupes de reproduction de baleines a bosse de
I’HS en étudiant des marqueurs nucléaires, alors que le méme groupe de recherche n’a pas
retrouvé ce phénoméne en étudiant les polymorphismes de I’ADN mitochondrial (Rosenbaum
et al. 2017). Cette différence peut s’expliquer par une disparité de comportement entre les
sexes, les femelles montrant une philopatrie plus marquée que les males. Un tel cas de figure
peut se traduire par un brassage génétique plus fort au niveau de I’ADN nucléaire, dont les
différences entre groupes géographiques auront alors tendance a se réduire (les males se
reproduisant avec succés dans un autre groupe apportant les alleles de leur groupe d’origine),
alors que les femelles, montrant plus de fidélit¢é pour leur site de naissance, les ADN
mitochondriaux resteront plus fortement différenciés entre sites. De tels cas de figure ont déja
été retrouvés chez plusieurs especes de grands vertébrés marins, a commencer par les baleines a
bosse dans le Pacifique Nord (voir par exemple Baker et al. 2013).

Néanmoins, Olavarria et al. (2007) et Anderson (2013) avaient remarqué que dans I’HS, les
différences de répartition des haplotypes mitochondriaux semblaient croitre avec la distance.
Notre étude confirme cette hypothése sans ambiguité, la distance génétique mesurée par la

répartition des haplotypes mitochondriaux s’accroit clairement en fonction de la distance
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géographique, mesurée entre sites de reproduction. Les déplacements directs de baleines a
bosse entre différentes zones de reproduction de I’HS déja répertoriés, par exemple entre le
Brésil et Madagascar (Stevick et al. 2011), entre I’Equateur et le Brésil (Stevick et al. 2014),
ou, plus localement entre les sous-stocks définis par 'ITWC dans le sud-ouest de I’Océan Indien

(Erst et al. 2011), confortent cette observation.

La présence du clade AE dans I’HS n’était connue jusqu’a présent qu’en Colombie et au Brésil
L’histoire ancestrale et la répartition du clade AE illustrent bien cette mobilité. Le clade AE est
trés présent dans le Pacific Nord et absent dans I’ Atlantique Nord (Baker & Medrano-Gonzales
2002). Son individualisation du clade 1J a été estimée comme datant d’il y a plus de 500 000
ans, et son expansion dans le Pacifique Nord serait survenue il y a 170 000 ans (Jackson et al.
2014). Dans I’HS, il avait été retrouvé jusqu’a présent, avec des fréquences tres faibles, en
Colombie, au Brésil, et dans les aires d’alimentation I et II définies par I'IWC (Olavarria et al.
2007 ; Engel et al. 2008). Sa présence dans I’HS viendrait donc d’un événement rare de
migration depuis le Pacifique Nord vers le Pacifique Sud en Colombie, suivi d’échanges en
direction de I’est de la Colombie vers le Brésil. Cypriano-Souza et al. (2017), en comparant les
polymorphismes des génomes nucléaires et mitochondriaux entre des baleines a bosse du Brésil
et de Colombie, ont confirmé la différenciation entre les deux zones de reproduction (Engel et
al. 2008), mais ils ont aussi réussi a montrer que des migrations entre les deux zones de
reproduction étaient probables. Des échanges entre le Brésil et I’ Afrique ont aussi été suggérés
par Rosenbaum et al. (2017). Stevick et al. (2011) avaient quant a eux identifié une méme
baleine a bosse au Brésil et a Madagascar a deux années d’intervalle. La présence du clade AE
met en évidence ces évenements de migrations entre zones de reproduction de I’HS, depuis la
Colombie vers le Brésil, et maintenant vers Madagascar grace a la découverte de ce clade chez
une femelle de notre échantillonnage.

Cypriano-Souza et al (2017), Kershaw et al (2017) et Rosenbaum et al. (2017) ont estimés que
les flux de migration étaient directionnels, mais les résultats de ces estimations varient selon les
sexes et selon les marqueurs (nucléaires ou mitochondriaux) considérés. Kershaw et al. (2017)
ont évalué le sens ouest-est comme préférentiel entre le Brésil et I’ Afrique, et Rosenbaum et al.
(2017) ont montré que la différenciation entre le Brésil et 1’Afrique était beaucoup plus
modérée que pensé jusque la. Les migrations mises en évidence par le clade AE dans I’HS
privilégient le sens ouest-est (de la Colombie vers le Brésil puis vers 1’ Afrique), puisque pour

I’instant le clade AE n’a pas été retrouvé par exemple en Polynésie Francaise ou aux Iles Cook.
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Poursuite des programmes BAOBAB et GENERATION

L’analyse des biopsies prélevées depuis 2014 permettra d’augmenter le degré de significativité
de nos résultats grace a un nombre plus important d’échantillons analysés. Nous intégrerons
aussi nos résultats aux données récentes publiées par Rosenbaum et al (2017) et Kershaw et al.
(2017) afin de confirmer les différences entre stocks et la place prépondérante dans I’HS du
phénomene d’isolation par la distance. Nous évaluerons aussi, grace a I’importance du nombre
de biopsies prélevées, 1’existence de liens de parenté entre les baleines a bosse qui fréquentent
le canal de Sainte-Marie une méme année et lors d’années successives.

Nous pourrons aussi évaluer les taux de recaptures au fil des années (aucune recapture n’a été
réalisée entre 2012 et 2013). Nous disposerons de plus d’une série temporelle inédite qui nous
permettra d’étudier la stabilité inter-annuelle des groupes de baleines a bosse de I’Ile Sainte-
Marie. A notre connaissance, aucune série temporelle aussi importante de prises de biopsies de
baleines a bosse n’a jamais été réalisée, et encore moins dans une zone géographique ciblée et
de maniere si reproductible en termes de protocoles de prélévements. Nous pourrons ainsi
analyser de maniére fine d’éventuelles différences dans la structure génétique des baleines a

bosse fréquentant le site au cours des années.

La recherche des zones d’alimentation correspondant a 1’est de Madagascar, et 1’estimation du
degré de fidélité des baleines a bosse pour ces zones représentera aussi l'une des suites

majeures de ce projet.

Etude des baleines a bosse de I’Ile Sainte-Marie de Madagascar

Etudiants ayant participé a cette étude

Stage de Master 2
Loriane Mendez Janvier — Juin 2013 d’Océanographie de 1I’Université Encadrement Jean-Luc Jung
de Marseille

Stage de Master 2
Claire Bonneville Janvier — Juin 2014 d’Océanographie de 1I’Université Encadrement Jean-Luc Jung
de Marseille

. . Docteur vétérinaire, chercheure
Janvier 2016 — Juin ., .
Aurore Lambert associée au Laboratoire Encadrement Jean-Luc Jung

2017 BioGeMME

Projet mené en collaboration avec

Anjara Saloma CETAMADA
Henri Bellon
Francois-Xavier Mayer

Lauréne Trudelle LOCEAN-IPSL, CNRS-IRD-MNHN, UMPC Paris VI
Jean-Benoit Charrassin
Olivier Adam Institut des Neurosciences Paris-Saclay (Neuro-PSI), UMR 9197, CNRS Université Paris Sud

Tableau 5: Collaborations et étudiants encadrés pour I’étude des baleines a bosse de I’lle Sainte-Marie de
Madagascar
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Dans les eaux Russes du Pacifique Nord, la fidélité des baleines a bosse pour
leur site d’alimentation est d’une précision géographique trés inattendue

Les baleines a bosse du Pacifique Nord sont peut étre les mieux connues a ce jour grice au

programme SPLASH

Les baleines a bosse du Pacifique Nord (PN) ont fait I’objet d’une étude internationale
intensive dans le cadre du programme SPLASH pour « Structure of Population, Levels of
Abundance and Status of Humpbacks » (Calambokidis et al. 2008). Des campagnes de terrain
ont été menées entre 2004 et 2006 dans toutes les zones de reproduction et d’alimentation du

PN. Des photographies de nageoires caudales ont permis d’identifier presque 8000 individus (le

catalogue complet peut étre consulté http://www.splashcatalog.org/), et plus de 2000 biopsies
ont été collectées (Calambokidis et al. 2008 ; Baker et al. 2013). L’abondance globale des
baleines a bosse dans le PN a été¢ estimée a 20 000 individus (Calambokidis et al. 2008 ;
Barlow et al. 2011). Le PN Ouest présente les abondances les plus réduites, que ce soit dans ses
zones de reproduction en Asie (Japon et Philippines, moins de 1000 individus estimés,
Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al. 2011) ou d’alimentation dans les eaux Russes (entre

100 et 700 individus selon les estimations, Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al. 2011).
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Figure 23 : Connexions entre sites d’alimentation et de reproduction du Pacifique Nord déterminés par photo-
identification dans le cadre du programme SPLASH. La Figure provient de Calambokidis et al. 2008 et Barlow et
al. 2011. Les couleurs correspondent aux aires de reproduction (bleu pour le Pacific Ouest, jaune pour Hawai, brun,
vert et violet pour les différentes zones du Mexique, et rouge pour I’Amérique centrale). Des échanges directs entre
zones de reproduction (traits noirs pointillés) et entre zones d’alimentation (traits violet foncé) ont aussi été identifiés,
montrant que la fidélité pour chacun des sites n’est pas absolue.

Dans le cadre de SPLASH, 873 individus ont aussi été identifiés a la fois dans une zone
de reproduction et d’alimentation grace a leur nageoire caudale, ce qui a permis de

représenter des chemins migratoires hypothétiques qui illustrent bien la complexité des
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liens entre les différentes zones de concentration de baleines a bosse dans le PN (Figure

23).

Une étude génétique a pu étre menée a ’échelle du bassin océanique dans le cadre de SPLASH

SPLASH a aussi permis de réaliser la premiere étude génétique a 1’échelle d’un bassin
océanique complet, incluant aussi bien les zones de reproduction que d’alimentation. En
fonction de données d’observation accumulées dans les 30 derni¢res années et des résultats de
SPLASH (Johnson & Wolman 1984 ; Steiger & Calambokidis 1991 ; Acebes et al. 2007 ;
Calambokidis et al. 2008), 10 aires d’alimentation et 8 aires de reproductions ont ét¢ définies

dans le Pacifique Nord (Figure 24).

Figure 24 : Localisation des aires de reproduction (n=8, en jaune) et des aires d’alimentation (n=10, en bleu)
définies par Baker et al. (2013) dans le Pacific Nord. Les sites qui ont fait I’objet de notre étude (Kar, Ile
Karaginsky et Com, lles du Commandeur) sont identifiés par deux fléches rouges, et étaient regroupés dans une
méme zone d’alimentation « Russe » par Baker et al. 2013.

Les 10 zones d’alimentation, de 1’ouest vers 1’est : Russia (ici séparée en Kar et Com), Western Aleutians (WAL),
Bering Sea (BER), Eastern Aleutians (EAL), Western Gulf of Alaska (WGOA), Northern Gulf of Alaska (NGOA),
Southeast Alaska (SEA) Northern British Colombia (NBC) Southern British Colombia-Washington (SBC/WA),
California-Oregon (CA/OR)

Les 8 zones de reproduction, de 1’ouest vers 1’est : Philippines (PHI), Okinawa (OK), Ogasawara (OG), Hawaii
(HI), Mexico-Revillagigedo (MX-AR), Mexico-Baja California (MX-BC), Mexico-Mainland (MX-ML), Central
America (CENAM).

Baker et al. (2013) ont étudié les polymorphismes de I’ADN nucléaire (10 loci contenant des
microsatellites polymorphes) et mitochondrial (500pb de la MCR) a partir de 2193 biopsies
prélevées dans tout le PN et représentant les 18 zones identifiées. A part d’un coté Okinawa et
les Philippines, et de ’autre coté les trois zones mexicaines, les baleines a bosse de toutes les
zones de reproduction montrent des différences génétiques marquées entre elles en termes de

fréquence de répartition d’haplotypes. Ces différences sont plus marquées pour I’ADN
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mitochondrial (Fsr global = 0.093) que pour I’ADN nucléaire (F'sr global = 0.006, Baker et al.
2013). Les zones d’alimentation ont montré des divergences encore plus marquées (Fisr
mitochondrial global = 0,121).

La comparaison entre baleines a bosse des zones d’alimentation et celles des zones de
reproduction a elle aussi révélé des différences génétiques dans presque tous les cas. Le seul
lien direct qui semble exister a été¢ trouvé entre la zone de reproduction d’Amérique Centrale
(CENAM, Figure 24) et d’alimentation de Californie — Orégon (CA-OR, Figure 24). A part ce
cas précis, il ne semble pas exister de lien linéaire entre une zone d’alimentation et une zone de
reproduction, chaque zone étant « mixte », c’est a dire regroupant des baleines a bosse
partageant des fidélités différentes (des baleines provenant de plusieurs zones de reproduction
semblent se mélanger dans une méme zone d’alimentation, et des baleines d’une méme zone de
reproduction peuvent avoir des fidélités pour différentes zones d’alimentation). Les chemins

migratoires sont donc complexes et se croisent a I’échelle du Pacifique Nord.

Des baleines a bosse se distinguent par leur comportement dans deux sites voisins des eaux Russes du
Pacifique Nord.

L’Universit¢ de Moscou, la « Kamchatka Branch of the Pacific Geographical Institute »
et I’ONG britannique « Whale and Dolphin Conservation » collaborent depuis plusieurs
années dans le but d’étudier les cétacés des eaux Russes du Pacifique Nord. Notamment, des
campagnes de terrain annuelles sont effectuées en été afin d’étudier les baleines a bosse, de
réaliser des campagnes de photoidentification et de prélever des biopsies. La zone étudiée
correspond a la zone d’alimentation la plus a I’ouest définie par Baker et al. (2013). Dans le
cadre de ces campagnes, Filatova et al. (2013) ont mis en évidence des différences de
comportement alimentaire entre les baleines a bosse qui se regroupent autour de I’ile
Karaginsky (58° 55" 00" N 164° 20" 00" E), se nourrissant de poisson en banc ; et celles qui se
concentrent autour de l'ile Béring (55° 08" 08" N 166° 10" 41" E, la plus grande des iles du
Commandeur), qui se nourrissent principalement de zooplancton. Ces différences de
comportement alimentaire ont été identifiées visuellement par 1’observation, et confirmées par
I’analyse des isotopes de I’azote et du carbone dans des biopsies de tissus adipeux externe de
baleines a bosse des deux sites (Filatova et al. 2013). Bien que ces deux sites ne soient distants
que de 500 km approximativement, les études menées par photo-identification dans les
derniéres années montrent qu'il n'existe quasiment pas d'échange entre les deux sites (Olga

Filatova, communication personnelle).
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Les baleines a bosse des deux sites d’alimentation russes sont trés différentes génétiquement

Nous collaborons Olga Filatova et moi-méme depuis maintenant trois années pour caractériser
génétiquement les baleines a bosse de ’ile Karaginsky et des iles du Commandeur, dans le
double but (1) de rechercher d’éventuelles différences entre les deux sites qui pourraient étre
corrélées aux différences de comportement alimentaire et (2) de replacer ces deux sites
d’alimentation dans le contexte global du Pacifique Nord.

Depuis plusieurs mois, le Professeur Scott Baker (Oregon State University) s’est associé a notre

travail, notamment en nous fournissant les données complétes du programme SPLASH.

Entre 2008 et 2016, 132 biopsies de baleines a bosse ont été prélevées sur les deux sites par
Olga Filatova et collaborateurs. Les polymorphismes de I’ADN mitochondrial (653pb de la
MCR) ainsi que ceux de loci nucléaires contenant des microsatellites ont été analysés. Les
séquences d’ADN mitochondrial ont aussi pu étre comparées aux plus de 2000 séquences
déterminées dans le cadre du programme SPLASH (Baker et al. 2013). Les résultats obtenus

sont décrits en détail dans la publication 1.

Globalement, ces résultats montrent qu’il existe une différence marquée en termes de fréquence
de répartition des haplotypes mitochondriaux chez les baleines a bosse des deux sites
d’alimentation, avec des valeurs de Fsr mitochondriaux élevées et tres significatives (Fsr=0,18
p<0,001). Cette différence n’est pas retrouvée au niveau de I’ADN nucléaire. La comparaison
des données de séquences d’ADN mitochondrial a large échelle géographique renforce encore
cette différence. Les baleines a bosse de Karaginsky se distinguent génétiquement de celles
fréquentant toutes les autres zones d’alimentation du Pacifique Nord, alors que celles des iles
du Commandeur sont proches des baleines a bosse des iles Aléoutiennes et de la mer de Béring.
La différence est tout aussi marquée pour les relations avec les zones de reproduction (Figure
25). Les baleines a bosse des iles du Commandeur sont liées aux zones de reproduction
mexicaines, alors que celles de Karaginsky semblent proches de deux des trois sites de

reproduction d’Asie, les Philippines et Okinawa.
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Figure 25 : Représentation globale des différences génétiques entre les baleines a bosse des Iles Karaginski (Kar)
et du Commandeur (Com) et celles des zones de reproduction du Pacifique Nord. Les traits rouges représentent les
plus fortes différences génétiques identifiées, les traits verts les moins fortes (trait continu vert, pas de différence, trait
pointillé vert, des différences minimes). Les valeurs de différence génétique (Fsp, @st, ¥% et S,,) entre groupes
géographiques sont indiquées dans la publication 1. Les baleines a bosse de Karaginsky sont proches de celles des
Philippines et dans une moindre mesure d’Okinawa, et trés différentes de celles des sites de reproduction mexicains.
Les baleines a bosse des iles du Commandeur sont, a 1’opposé, proches de celles des trois sites mexicains, et trés
différentes de celles d’Okinawa.

La fidélité pour des sites d’alimentation trés précis et proches géographiquement est une découverte
Notre travail a mis en évidence une différence génétique entre deux groupes de baleines a bosse
qui se nourrissent sur deux sites pourtant géographiquement proches. Ces deux sites n’avaient
pas été distingués dans les études génétiques précédentes, et avaient été regroupés dans une
zone d’alimentation globale. La différence génétique mise en évidence ici porte sur I’ADN
mitochondrial, d’héritage maternel uniquement, et pas I’ADN nucléaire hérité¢ des deux parents.
Comme cela avait déja été compris et prouvé précédemment (Baker et al. 1990 ; Palsboll et al.
1995 ; Baker et al. 2013), I’apprentissage transgénérationnel - de la meére au baleineau - du
chemin migratoire qui mene du lieu de naissance au site d’alimentation entraine des différences
génétiques au niveau de I’ADN mitochondrial entre groupes d’individus ayant des fidélités
différentes. Le fait que ces individus puissent provenir de zones de reproduction distinctes fait
que ces différences génétiques ne seront pas obligatoirement retrouvées au niveau de I’ADN
nucléaire. De plus, les flux de génes entre zones de reproduction semblent provenir d’avantage
des males que des femelles (Baker et al. 2013), ce qui explique aussi que des différences
génétiques plus fortes sont rencontrées au niveau de I’ADN mitochondrial que de I’ADN
nucléaire.

Nos résultats montrent aussi que les baleines a bosse de Karaginsky se distinguent de celles
rencontrées dans toutes les autres zones d’alimentation du Pacifique Nord, et qu’elles

proviennent au moins en partie des zones de reproduction asiatiques. Leur abondance est
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nécessairement trés réduite (autour de 1000 individus estimés pour toutes les zones de
reproduction asiatique, Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al. 2011). A I"opposé, les baleines
a bosse des iles du Commandeur sont proches de celles fréquentant d’autres zones
d’alimentation voisines, localisées notamment dans les Aléoutiennes, et dont les zones de
reproduction seraient situées au Mexique. L’abondance des baleines a bosse dans les
Aléoutiennes et la mer de Béring est importante, et estimée entre 6 000 et 14 000 individus, et
les zones de reproduction mexicaines abritent, apres celle d’Hawai, le plus grand nombre de
baleines a bosse du Pacifique Nord (Calambokidis et al. 2008). Les enjeux en termes de

conservation sont donc particulierement importants pour la population de Karaginsky.

Etude des baleines a bosse des eaux russes du Pacifique Nord

Etudiants ayant participé a cette étude

Gaétan Richard Janvier — Juin 2014 Stage de Master Biosciences de Encadrement Jean-Luc Jung
I’Ecole Normale Supérieure de
Lyon et de I’Université de Lyon

Marie Hautin Janvier — Fevrier 2017 | Stage de Master Biologie Santé de | Co-Encadrement Carole Decker et
I’Université de Brest Jean-Luc Jung

Projet mené en collaboration avec

Olga Filatova Université de Moscou, Russie

Erich Hoyt « Whale and Dolphin Conservation « (ONG Britannique)

Scott Baker Université de I’Orégon (Etats-Unis)

Ivan Fedutin « Kamchatka Branch of the Pacific Geographical Institute », Russie

Alexander Burdin

Tableau 6 : Collaborations et étudiants encadrés pour I’étude des baleines a bosse des eaux russes du Pacifique Nord
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Abstract

Maternally transmitted fidelity to feeding grounds has been shown to influence the
genetic structuring of humpback whales in several oceanic populations. Mitochondrial
DNA differences between humpback whales on different feeding grounds can reflect
the cultural transmission of migration destinations over generations. In Russian Pacific
waters, previous studies combining visual observations and stable isotope analysis have
indicated that two groups of humpback whales could be distinguished within what has
been considered the same feeding ground, that is between whales found off Commander
Islands compared to Karaginsky Gulf, separated by approximately 500km. Here, we
assessed whether genetic differentiation exists between these two groups of humpback
whales.

We extracted genomic DNA from 132 skin samples collected from humpback whales
biopsied between 2008 and 2016, and we described the variation at eight nuclear
microsatellite loci and sequences of the mtDNA control region. We discovered a strong
and significant differentiation in the mtDNA haplotypes between the two feeding sites
(Fsr = 0.18, &5y =0.014 p<0.001). In contrast, nuDNA did not reveal such
differentiation between the two locales. Comparing our results to those from previous
ocean-basin study reinforced the differences between the two feeding sites. Commander
humpback whales appeared most similar in haplotype frequencies to those of the
western Gulf of Alaska and the Aleutians, while Karaginsky differed from all other
North Pacific feeding grounds. Comparison to breeding grounds suggest mixed origins
for the two feeding sites, although a connection between Karaginsky and the Philippines
and to a lesser extend to Okinawa, is likely, as well between Commander and the
Mexican breeding grounds.

The mtDNA differentiation between the Commander Islands and Karaginsky Gulf
could be explained by cultural transmission of the migration route leading, over
generations, to fidelity to a specific feeding site within a particular feeding ground.
From a conservation perspective, our findings emphasize the importance of considering

these two feeding sites as separate management units.
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Introduction

The marine realm is generally thought to present few barriers to gene flow (Palumbi
1994), yet there are numerous examples of highly mobile marine mammal species
presenting strong intra-specific structures (e.g. Alfonsi et al. 2012; Decker et al. 2017;
Fontaine et al. 2014; Hoffman et al. 2009; Louis et al. 2014; Mendez et al. 2011).
Among other factors, behavioural traits, including habitat preference, diet specialisation,
and fidelity to birthplace (philopatry) have all been shown to lead to genetic differences
among populations of different marine mammal species (Alexander et al. 2016;
Engelhaupt et al. 2009; Foote et al. 2011; Louis et al. 2014). Maternal experience can be
passed to the offspring during the first months of life, thus leading to specific
behaviours, socially transmitted over generations, possibly reflected in the distribution
of particular mitochondrial DNA haplotypes (Kopps et al. 2014). Maternally directed
fidelity to migration routes, which may include specific breeding sites as well as
specific feeding sites, has been demonstrated in various species of whales. For these
whales, the calves typically stay affiliated with their mothers through the migration to
feeding grounds, thus giving the opportunity to pass down knowledge of feeding ground
location to their offspring (e.g., Baker et al. 2013, Carroll et al. 2015).

The population structure of the humpback whale, Megaptera novaeangliae, is certainly
complex. The humpback whale is a migratory species with worldwide distribution.
Humpback whales breed in warm waters at low latitudes during winter and migrate to
high latitudes in order to feed in summer. Within each ocean basin and hemisphere, the
great dispersal capabilities of humpback whales (Stone et al. 1990; Pomilla &
Rosenbaum 2005) could lead to a lack of population structure. But, in fact, other
parameters shape the highly complex genetic structuring of humpback whale
populations (Baker et al. 2013). In each ocean basin, patchworks of genetically
differentiated groups which sometimes geographically overlap can be found. Bettridge
et al. (2015) recently proposed 15 ‘distinct population segments’ (DPS) worldwide
focusing on breeding grounds but considering also migration pathways, on the basis of
genetic, ecological, trait and range differences. These DPSs appear to be more relevant
and consistent with current knowledge when compared to stock areas defined by the
International Whaling Commission (IWC), but in some places an even smaller scale

could be envisaged.
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In the North Pacific, and in the frame of the international program SPLASH ("Structure
of Populations, Levels of Abundance and Status of Humpback Whales", Calambokidis,
2008), more than two thousand humpback whale skin samples were collected from ten
feeding grounds and eight breeding grounds distinguished on the basis of previous
photo-identification captures and abundance estimations (Barlow et al. 2011,
Calambokidis et al. 2008). This widespread sample allowed an extensive genetic study
of population structure among both breeding and feeding regions (Baker et al. 2013). A
highly complex situation was deciphered. Tests of differentiation based on haplotype
frequencies highlighted significant differences among almost all feeding grounds and
almost all breeding grounds. Differences were also detected by most pairwise
comparisons among feeding and breeding grounds, even in some cases were previous
photo-identification studies proved strong migration connections. Asymmetrical
patterns of interchange between breeding and feeding regions could explain such
complexity.

These significantly divergent distributions of mtDNA between grounds most likely
reflect the maternal fidelity for migration routes (Baker et al. 1993, 2013, Palumbi &
Baker 1994). However, the majority of samples in this study came from the eastern and
central North Pacific, and only a few were obtained from the western North Pacific in
Russian waters. Due to the small number of samples available from these area, Baker et
al. (2013) analyzed all samples collected in eastern Russia as a single stratum, and did
not distinguish between the Commander Islands waters off eastern Kamchatka and the
waters around Karaginsky Island, located in northern Kamchatka (Fig. 1), separated by
approximately 500km. Working at a finer geographic scale and combining visual
observations and stable isotope analysis, Filatova et al. (2013) found that feeding
behaviours differ between whales from Commander Islands, feeding on zooplankton,
and those in Karaginsky Gulf, feeding on fish. It is notable that similar contrasting
feeding behaviours on two different trophic levels were also recently found around
Kodiak Island in two geographically proximate groups of humpback whales (Wright et
al. 2015). But it is unknown whether these two feeding strategies are due to an acquired
behaviour that may be socially transmitted and linked to a genetic divergence or simply
to different opportunistic use of the two habitats. Photo-identification (photo-ID) studies
have revealed that whales feeding at both Russian sites come from several breeding
stocks, as matches have been found with catalogues from Japan, the Philippines, Hawaii

and Mexico (Calambokidis 2008). But whether the divergence identified between these
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breeding regions (Baker et al. 2013) results in genetic differentiation between the two
eastern Russian feeding areas, however, is still unknown.

In order to decipher the genetic characteristics of humpback whale populations in the
Russian waters of the western Pacific, we have undertaken a fine-scale genetic
characterization of humpback whales sampled around Commander Islands and
Karaginsky Gulf. We assess the nuclear and mitochondrial DNA differentiation that
could reflect on genetic differentiation between these two feeding sites. We also take
advantage of the previous results from the SPLASH program to evaluate the
differentiation or relationships with other North Pacific feeding and breeding ground

origins.
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Materials and methods

Sample collection

Skin biopsy samples were collected from humpback whales on the feeding grounds
near Commander Islands (55°08°N, 166°10°E) and in Karaginsky Gulf (58°55°N,
164°20°E) from 2008 to 2016 (Fig. 1). Fieldwork took place each year between May
and September in both areas. Biopsies were sampled with a crossbow (43kg strength),
which fired a hollow-tipped biopsy dart with a floatable head (Lambertsen 1987). The
steel tip on the dart was designed to take a cylinder 0.93 cm’ and up to 2.4 cm long
containing skin and external blubber layers (Lambertsen 1987). During each biopsy, a
photograph was taken with a Canon EOS 7D equipped with a 400mm Canon lens for
later individual identification and to prevent repeat sampling. Whales that were evasive
were not subjected to repeated attempts to take biopsies. Samples were preserved in
ethanol (90%). For each sampling, records were made of the frame number of the
picture, the date, location (latitude and longitude), and the whale’s reaction to the
sampling. Information about the sex of the whale and group composition was also

recorded when determined either in the field or later when studying the photo-ID shots.

Latitude

155 160 165 170 175

Longitude

Figure 1. Feeding site locales. Red points indicate the places of sampling of humpback whales.
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DNA extraction

Genomic DNA was isolated from the biopsy samples using the standard protocol of the
DNAeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN) as described in Alfonsi et al. (2012). The
genomic DNA concentration and quality were estimated for each extraction by agarose
gel electrophoresis and by spectrophotometry using a Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). All DNA extracts were then diluted to 5 ng/ul for further amplification.

Sex determination

Sex for each sampled whale was identified with a Polymerase Chain Reaction (PCR)
co-amplification of the male specific SRY region and the ZFY/ZFX regions as positive
controls, as described in Alfonsi et al. (2012).

Microsatellite genotyping, descriptive statistics and genotype analysis

We amplified 8 microsatellite loci: Ev37, Ev96 (Valsecchi & Amos 1996), GATA028,
GATAO053, GATA417 (Palsboll et al. 1997), GT023, GT211 and GT575 (Bérubé et al.
2000). Amplified fragment sizes were determined on an Applied Biosystems 3130
Genetic Analyzer, and analyzed using the GeneMarker software v2.6 (SoftGenetics).
We checked microsatellite data for the presence of null alleles using the program
FreeNA (Chapuis & Estoup 2007). Identical genotypes were detected with the program
CERVUS (Kalinowski et al. 2007) with mismatches allowed at up to 2 loci out of 8 to
avoid false exclusion due to genotyping errors.

Linkage disequilibrium among loci was tested using the program Fstat, V2.9.3.2
(Goudet 2001). The program Fstat (Goudet 2001) was also used to calculate the
inbreeding coefficient, Fjs, which estimated the departure from the Hardy-Weinberg
equilibrium (excess or deficit of heterozygotes). The program Arlequin (Excoffier &
Lischer 2010) was used to estimate the level and significance of the genetic
differentiation between groups defined a priori by calculating Fsr (Weir & Cockerham
1984) and Rsr values. We ran the tests assuming random mating within samples and
based on 10000 randomisations to detect significance.

We used the Bayesian approach implemented in the program Structure, V2.3.4

(Pritchard et al. 2000), which partitions multilocus genotypes into clusters, while
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minimizing departure from Hardy Weinberg equilibrium. It allows determining if the
samples are structured in different genetic groups, without any a priori knowledge of
the existence of the groups. We ran the Structure program with 2 to 5 cluster numbers
(K=2-5) and 3 independent runs for each K value, using a burn-in period of 100,000
iterations and 1,000,000 Markov Chain Monte Carlo repetitions. We tested ancestry
models with and without admixure, and, for both models, correlated or independent

alleles.

mtDNA control region sequencing and sequence polymorphism analysis

A section of the mtDNA control region (MCR) of 744 base pairs (bp) ranging from
position 15,449 to 16,192 of the complete humpback whale mitogenome (Genbank:
AP006467.1) was amplified by PCR using the primers: L DIpl.5/H DIp8G (Garrigue
et al. 2004).

The PCR products were then purified and sequenced by a commercial sequencing
facility (Beckman Coulter Genomics, UK or GATC, Germany). Electropherogrammes
were analysed and edited using SequenceScanner, V1.0 (Applied Biosystems 2005).
Final sequences were aligned using CLUSTAL W algorithm (Thompson et al. 1994) on
BioEdit Software (Hall 1999).

Two larger datasets were constructed by including the SPLASH haplotypes available
from Baker et al. (2013). These haplotypes overlapped on a 472bp common region with
our data. In a first step, 53 sequences determined on humpback whales sampled near
Commander Islands (n=17) and in Karaginsky Gulf (n=36) were added to our data,
producing a global dataset of n=170 sequences (102 from Commander Islands and 68
from Karaginsky Gulf), sampled over a 12 year period (from 2004 to 2016). A second
step consisted in including our sequences into the whole North Pacific dataset
determined by Baker et al. (2013), thus allowing comparisons between our samples and
all the North Pacific breeding and feeding grounds.

Descriptive statistics were calculated using the program DnaSP, V.5.10.01 (Librado &
Rozas 2009) and Arlequin (Excoffier & Lischer 2010). We determined the numbers of
polymorphic sites (S), haplotypes (h), haplotype diversity (H;) and nucleotide diversity

(). We then compared predefined groups by calculating a y? test, relevant for samples
1

min (n1;n2)

for which H; <1 — (n; and n; are the number of individuals in the compared

group 1 and group 2, Hudson et al. 1992). We also used the nearest neighbour statistic,
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Su» (Hudson, 2000), which measures how often the nearest sequences of a neighbour are
from the same studied group. This estimator enabled the testing of data either with low
or high haplotype diversity. For two highly differentiated groups, S,, is near 1 whereas
for two undifferentiated groups, S,, is near 0.5 (Hudson 2000). Finally, we used the
software Arlequin, V3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010), in order to calculate fixation
index estimators, Fsr and @sr, analogs for haploid genomes to the Fsr calculated from
nuclear diploid data (Weir & Cockerham 1984). All the genetic differentiation estimator

calculations were performed with a permutation test of 10000 replicates.
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Results

Samples

Table 1 lists all the skin biopsy samples used in this study. We obtained 132 skin
samples from both sites, with ng,=33 in Karaginsky Gulf, and ncem=99 from
Commander Islands from 2008 to 2016. DNA extraction and sex determination were
achieved for all of the samples (Table 1). Eight microsatellite loci were amplified and
analyzed successfully from almost all the samples; genotypes were determined from all
but two different sample/locus combinations. Identical microsatellite genotypes showed
that four whales were sampled twice a same year in the same locale (in Karaginsky Gulf
in 2008, in the Commander Islands in 2009, 2013 and 2016) and that four whales were
sampled twice or thrice around the Commander Islands (see table 1 for details). No
genotypes differing by only one or two loci were detected among the samples,
supporting our conclusion that no other whales sampled several times were undetected
because of genotyping errors. The duplicates of the whales of the same field season
were removed from all analysis, and duplicates from different field seasons were
included if they belonged to different compared groups, i.e. only in chronological
analysis using inter-annual comparisons. Replicates were removed from all other

analyses.
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Table 1. Summary of samples used in this study

Year Samples Individuals Males Females Microsatellites MCR sequences
2004-2006 36° 36 16 19 - 36
2008 9 g° 5 3 8 8
Karaginsky
2009 9 9 1 8 9 9
2015 15 15 11 4 15 15
Micar 69 68 33 34 32 68
2004-2006 17 17 4 13 - 17
2008 2 2¢ 1 1 2 2
2009 10 gde 5 4 9 9
2010 8 8 3 5 8 8
2011 17 17550 6 11 17 17
Commander
2012 4 4 1 3 4 4
2013 36 350ete 16 17 33 31
2014 1 1 1 - 1 1
2015 8 8 6 2 8 7
2016 13 12hd 3 9 12 11
e 116 113(108) 46 65 04 107 (102)
185
All 181(176) 79 99 126 (121) 175 (170)

Humpback whale skin samples were collected near Commander Islands (55°08’N, 166°10°E) and in
Karaginsky Gulf (58°55°N, 164°20’E) from 2008 to 2016. Shown in the table are available samples,
numbers of individuals, males and females for each locale and for each year, and numbers of
microsatellite genotypes and MCR sequences determined. ng,, and ncey, show the total number of
samples for each locale, and numbers in brackets are numbers after removal of whales sampled different

years.

a: a whale is of undetermined sex. b: a whale has been sampled twice in 2008. ¢: a whale has been
sampled twice in 2008 and in 2013. d: a whale has been sampled twice in 2009. e: a whale has been
sampled three times, in 2009, 2011 and 2013. f: a whale has been sampled in 2011 and in 2013, g: a whale
has been sampled twice in 2013, 4: a whale has been sampled in 2011 and 2016, i: a whale has been

sampled twice in 2016
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Microsatellite genotyping analysis and nuclear differentiation

The eight microsatellite loci studied were all polymorphic, with 7 to 15 alleles in the
whole samples (Table S1). Analysis with FreeDNA did not detect evidence of
significant frequencies of null alleles (r<0.05 for all loci) and there was no evidence of
linkage disequilibrium in any pairwise comparison of loci (p>0.05 after Bonferroni
correction). The expected heterozygosity calculated as an average for all loci was
estimated at 0.76, with a range of 0.49 to 0.88 for the various loci considered
independently (Table S1). Overall observed heterozygosity was also determined to be
0.76, with a range between loci from 0.51 to 0.89 (Table S1). Fis values of all loci
except two (GT575, Fis=0.091, p=0.024 and GT211, F;s=0.080, p=0.037) were not
significantly different from zero (Table S1). The overall F;s was non significant
(F15=0.003, p=0.25, Table S1).

We looked for genetic divergence between a priori groups, arranged on the basis of the
sex of the animals, their sampling locale, and the years of their sampling, by calculating
Fsrand Rsr. For the inter-annual comparison, some groups present a low number of
samples, and some results must therefore be taken with caution (see table 2 for sample
sizes). We compared humpback whales sampled in Commander in 2011, in 2013 and

from 2014 to 2016, and those sampled in Karaginsky in 2008, 2009 and 2015 (Table 2).

Table 2. Microsatellite differentiation for all groups of samples defined a priori.

Locale Sex Years
Commander Male Karaginsky Commander
VS. ¥s.
Karaginsky Female  2008vs2009  2008vs2015  2009vs2015 2011vs2013 2011vs2016 2013vs2016
Number of N. =89 Nivowe, = 63 Ny =8 Ny =8 Ny =9 N, =17 N,;=17 N;;=35
samples (N) New =32 Nitewo = 58 Nyy=9 Ny=15 Nis=15 N,=35 Ny=12 Ny=12
Fg 0.004 (ns) 0.0034* -0.011 (ns) -0.008 (ns) -0.025 (ns) 0.011* -0.004 (ns) 0.003 (ns)
Rsr 0.005 (ns) 0.007 (ns") 0.023 (ns) 0.026 (ns) 0.041 (ns) 0.010 (ns) 0.002 (ns) 0.000 (ns)

Genetic differentiation of microsatellite loci between a priori determined groups of humpback whales was estimated for all pairs of groups by

p<0.01 and ****’p<0.001. ‘ns’ p>0.05. )p<0.1

No differences were detected on the basis of microsatellite polymorphisms between Commander and Karaginsky samples. The F; calculation
(but not the Ryy) detected a low genetic differentiation between males and females and between samples taken in 2011 and 2013 in Commander.

Comparative analysis of allelic frequencies did not reveal significant differences
between whales from Commander and Karaginsky (Fs7=0.004, Rs7=0.005, both non
significant although the Fsr pvalue is <0.1, Table 2). However, a low difference was
detected between males and females from the two regions (Fs7=0.0034, p=0.027),
although a non-significant Rsr=0.006 (p=0.08) did not confirm this difference (Table 2).
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Inter annual comparisons of humpback whales sampled on both sites revealed no strong
temporal variation of allele frequencies. Only the Commander 2011 and 2013 samples
presented a significant Fsrvalue, not confirmed by Rsr calculation (Table 2). All other
temporal variation indices determined were non significant.

The possible mixed origins of humpback whales in each of the locale prompted us to
look for the existence of possible unpredicted genetic groups in Karaginsky and
Commander samples using the Bayesian clustering approach implemented in the
program Structure. There was no evidence of cryptic structure for the Commander
samples, for the Karaginsky or for both pooled (no specific and reproducible groupings
of samples were obtained with of without admixture, assuming correlated alleles or not,

for k=2 to k=5; data not shown).

mtDNA control region diversity and differentiation

We sequenced 653 bp, covering around 70% of the mtDNA control region from 117
different individuals (Table 1). We observed 22 variable sites, which defined 16
different haplotypes (15 haplotypes in the Commander sample and 7 in the Karaginsky
sample, table S2, Genbank accession numbers: KU893091-KU893108). We found no
deletions or insertions; all of the variable sites were transitions and/or transversions. No
heteroplasmy was observed. Among the global sample, we calculated a haplotype
diversity of Hd=0.80 and a nucleotide diversity of 7=0.003.

When the samples were subdivided into different strata (on the basis of locale, sex and

the years the animals were sampled in each locale), each group presented haplotype
1

diversity less than 1 — —
min (n1;n2)

(Table 3), so we used a ¥? test in addition to Fsr @Dsr

and S, calculations in order to assess the genetic differentiation between groups
(Hudson et al. 1992). All four indices revealed a highly significant haplotype
differentiation between individuals from Commander and Karaginsky (Table 3). Nine
haplotypes among the 16 were unique to Commander individuals and one haplotype
was unique to Karaginsky individuals (table S2). Conversely, none of the differentiation
indices were significant between sex and between years of sampling (Table 3), and

therefore displayed no genetic differentiation linked to these parameters.
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2016 samples

Locale Sex Years
Male Karaginsky Commander
Commander vs. s
ys.
Karaginsky o 2008-2009 vs. 2008-2011 vs. 2008-2011 vs. 2012-2013 vs.
2015 2012-2013 2014-2016 2014-2016
Number of N. =85 Nos11 =36 Ngs1; =36 Np;;=35
samples (N) N, =32 I Npa=35 Ni6=19 Ni6=19
Haplotype Hyc.. =074 Hd o5 05 = 0.76 Hdgg,,=0.74 Hd,,,=0.74 Hd,, ,,=0.77
diversity (Hd) H,y.=0.70 Hd s =0.62 Hd,,,,=0.77 Hd,, ,,=0.77 ,=0.77
Nucleotide Moo, = 0.004 Mpemse= 0.004 T 45,00 = 0.002 f‘ n= g'ggi f‘* n= g‘ggi x‘-’ n= g‘gg;
diversity (@) T, =0.002 Ty = 0.003 7,5=0.001 =0 e =04 e =04
1
_— 0.97 0.98 0.93 0.97 0.95 0.95
min (n1;n2)
x 48 .4%** 20.46 (ns) 7.4 (ns) 12.24 (ns) 14.05 (ns) 16.84 (ns)
Sun 0.72%%* 0.53 (ns) 0.52 (ns) 0.50 (ns) 0.57 (ns) 0.57 (ns)
Fg 0.18%** 0.01 (ns) 0.01 (ns) 0 (ns) 0 (ns) 0 (ns)
D 0.14%** 0.00 (ns) 0.04 (ns) 0.0 (ns) 0.02 (ns) 0.01 (ns)

Significant values (p<0.05) are in bold, with ‘*’ p<0.05, “**’ p<0.01 and “***’p<0.001. ‘ns’ p>0.05.

All four indices indicate a strong genetic differentiation between Karaginsky and Commander samples.

The mtDNA haplotypes identified during this study and those from the SPLASH
program (Baker et al. 2013) overlapped at 472 bp. The truncated alignment of 472 bp
involved the loss of only 1 SPLASH haplotype (haplotypes A+ and A- were no more
distinguished, Table S2). Including the SPLASH samples to our data increased our
samples to n=68 for Karaginsky Gulf and n=102 for Commander Islands (Table 1). All
of the haplotypes determined in this study had a 100% identity with one of the SPLASH
haplotype, although some of them were not previously sampled in the Russian feeding
ground (Table S2). Haplotype MnBer9 3, which was identical to the haplotypes A+/A-
of Baker et al. (2013) for the truncated alignment, was the most represented in the
Commander samples (it was found in 46% of the samples), followed by haplotype
MnBer9 2, identical to El (18% of the samples), while the same MnBer9-2/E1l
haplotype accounted for 50% of the Karaginsky samples, followed by haplotype
MnBer8 2, identical to E6 (24% of the Karaginsky samples, Table S2). This extended
dataset provided results consistent with the ones obtained with the 2008-2016 only
samples, and strongly confirmed the genetic differentiation observed between
Karaginsky and Commander (table S3). For the combined datasets, all four indices
calculated were strongly significant (p<0.001) between the two locales, while all other

calculations (between males and females, between years) were non significant.
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mtDNA differentiation with other feeding grounds

Pairwise comparisons of Commander DNA haplotypes with those of all other Pacific
feeding grounds, as represented in SPLASH (Tables 4 and S4) provided strongly
significant differentiations with five out the nine regions, Northern Gulf of Alaska
(NGOA), Southeast Alaska (SEA), Northern British Columbia (NBC), Southern British
Columbia - Washington (SBC-WA) and California-Oregon (CA/OR) (Table 4). No
differences between Commander and Western Gulf of Alaska (WGOA) and Western
Aleutians (WAL) were detected (all indices non significant), and only @sr detected a
low but significant difference between Commander and Eastern Aleutians (EAL).
Bering Sea (BS) and Commander comparison provided significant values of

differentiation for Snn, @sr and y2 tests (Tables 4 and S4).

Table 4. Pairwise Fsr and @g7 calculated among the 2004-2016 Commander and Karaginsky samples and all
North Pacific feeding grounds

[

(WAL) (BER) tians (EAL) Alaska (WGOA) Alaska (NGOA) (SEA) Columbia (NBC) Columbia-  Oregon (CA/OR)
‘Washington
(SBC-WA)

vs Commander (N¢,,=102)

Fer 0 (ns) 0.01 (ns) 0.1 (ns) 0 (ns) 0.04 **x 031 **x 0.22 *** 0.02* 0.12 *#**

Dy 0 (ns) 0.04 ** 0.05 ** 0 (ns) 0.03 ** 0.15 *** 0.09 *** 0.02 * 0.26 ***
vs Karaginsky (Nk,.=68)

Fyr 0.09 (ns) 0.22 *** 0.22 *** 0.16 *** 0.33 **x 0.69 *** 0.59 *** 0.23 #*x 0.15 **x

. 0.18 * 0.22 #** 0.27 **x 0.15 ** 0.21 *** 0.60 *** 0.48 **x 0.16 *** 0.34 *xx

Genetic differentiation of mitochondrial DNA between regional feeding groups and, respectively, Commander and
Karaginsky samples was estimated for all pairs of groups of humpback whales by calculating two indices, the Fg; and
@7 (calculated using Arlequin, Excoffier & Lischer 2010). Significant values (p<0.05) are in bold, with “** p<0.05,
% p<0.01 and “***°p<0.001. ‘ns’ p>0.05.

Commander samples presented no differentiations with WAL and WGOA, a low
differentiation with BER and EAL, and higher differentiations with all other feeding
regions (all indices strongly significant, see also table S4). Karaginsky samples were
highly differentiated from all other feeding area excepted WAL (®sr significant)
Karaginsky samples appeared as highly differentiated from all other feeding grounds
(Table 4), all four indices of differentiation were significant for all pairwise
comparisons, excepted with the WAL (Fsr and Skn non significant). The highest
differentiations were observed between Karaginsky and NGOA, SEA, NBC (Tables 4
and S4).

It is to note that for all pairwise comparisons with the north Pacific feeding grounds, all

the differentiation indices had higher values for Karaginsky than for Commander.
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mtDNA differentiation with breeding grounds

When differentiation indices were calculated with breeding grounds, as represented by
the SPLASH program (Tables 5 and S4), Commander samples appeared as
differentiated from all North Pacific breeding grounds for most of the indices. A notable
exception was Mexico-Revillagigedo and the Mexico mainland grounds, which did not
differ for Fgr (Table 5). By comparison, the Karaginsky sample showed significant
differentiation from all breeding grounds except the Philippines (which have only a
small sample size, Tables 5 and S4). Indices of differentiation were generally marked,

except for Okinawa, which was weak but significant.

Table 5. Pairwise Fsr and &g calculated among the 2004-2016 Commander and
Karangisky samples and all North Pacific breeding grounds

Philippines Okinawa Ogasawara Hawaii Mexico- Mexico-Baja  Mexico- Central
(PHI) (OK) (0G) (HI) Revillagigedo California Mainland America
(MX-AR) (MX-BC) (MX-ML) (CENAM)

vs Commander (N¢,,=102)

Fqr 0.16 ***  0.15***  0.04 *** 0.09 0.01 (ns) 0.01 * 0.01 (ns) 0.17 ***

D 0.02(ns) 0.11***  0.03**  0.04 ** 0 (ns) 0.02 * 0.06 *** 0.32 ***
vs Karaginsky (N,,=68)

Q- 0.02 (ns) 0.02 * 0.08 *** 0.43 0.14 *** 0.13 *** 0.14 *** 0.12 ***

&g 0.04(ns) 0.03**  0.06 *** 0.25 0.14 *** 0.13 *** 0.18 *** 0.43 ***

Genetic differentiation of mitochondrial DNA between regional breeding groups and, respectively, Commander and
Karaginsky humpback whales was estimated for all pairs of groups by calculating two indices, the Fsr and @gr
(calculated using Arlequin, Excoffier & Lischer 2010). Significant values (p<0.05) are in bold, with ‘*’ p<0.05, “**’
p<0.01 and “***’p<0.001. ‘ns’ p=>0.05.

Commander samples presented the lower differentiations with the Mexican breeding grounds, particularly MX-AR
and MX-ML, while Karaginsky presented no differentiation with PHI and low differentiation with OK (see also table
S4).
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Discussion

Our study is one of the first targeting humpback whales in their Russian feeding
grounds from a genetic point of view. Previous studies pooled all samples from the
various Russian sites as one unit for comparison due to the low sample size, and
revealed a significant divergence between the Russian and most of other North Pacific
feeding regions (Baker et al. 2013). Here, we provide analysis on a finer scale with
larger sample size, allowing us to distinguish between two feeding sites, spaced around
500 km in the Russian feeding ground. We observed a significant maternal lineage
divergence between the two feeding sites. Thus, we brought new pieces of evidence for
the fidelity of humpback whales to their feeding sites, as revealed by genetic differences
between groups, in agreement with the observation of Baker et al. (2013), but at a finer

geographical scale.

Mitochondrial DNA population structure leads to hypothesis of fine-scale,
maternally directed fidelity to feeding sites

Analysis of microsatellite polymorphism did not detect strong genetic differences
between humpback whales feeding in the two study sites (Fsr =0.004, p<0.1). In the
whole group of samples, microsatellite polymorphisms met the expectation of the
Hardy-Weinberg equilibrium. As a first hypothesis, our samples might therefore come
from a non-isolated population of sufficient size to avoid inbreeding, and presenting a
priori no strong population subdivision. A moderate differentiation exists between
males and females (F57=0.0034, p<0.05, Rs;/=0.007, p<0.1), regardless of locale and
years considered. This differentiation between males and females was not found with
mtDNA haplotypes.

In contrast, a highly significant mitochondrial DNA difference was observed with all
four calculations (Fsr, @sr %> and S,,) between humpback whales sampled at the two
feeding sites. Such mitochondrial divergences have often been explained, at larger
geographic scales, by the fidelity of humpback whales to feeding grounds (i.e. Baker et
al. 1990, 1993, 2013; Palsbell et al. 1995; Larsen et al. 1996). Humpback whales show
different feeding strategies in the two studied feeding sites. In the coastal waters around

Karaginsky Island, they forage most likely on schooling fishes, while they eat more
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euphausiids off Commander Islands (Filatova et al. 2013). Yet humpback whales are
known to be opportunistic predators, consuming available prey (Filatova et al. 2013).
Thus, the fidelity for each site highlighted in our study may be less linked to a foraging
preference, than to a particular migratory destination. Here, we suggest that the
significant mtDNA difference between Karaginsky and the Commanders may be
representative of a maternal lineage differentiation, between two feeding sites on what
has been considered the same feeding ground.

In fact, the average length of time of lactation for humpback whales was first estimated
at 10.5 months by Chittleborough (1958) with some observations suggesting that the
separation between calf and mother happens after the return to the breeding ground
(Baker et al. 1987). Even though Baraff and Weinrich (1993) observed that the
separation can occur already on the feeding ground, calves may learn from their mother
the migration route on their first trip between their calving ground and the feeding
ground. The mtDNA differentiation between Karaginsky and the Commanders could
therefore be explained by a cultural transmission of the migration route leading to a
fidelity over generations to a specific feeding site within a particular feeding ground.
Other results suggest that similar divisions of humpback whale groups might be found
elsewhere in the North Pacific (Wright et al. 2015). It should be determined if fidelity to
specific feeding sites, at small geographic scales, sometimes linked to specific feeding
behaviours, maternally learned and corresponding to a cultural transmission between
generations, is a more common situation than previously suspected for humpback
whales.

No significant temporal variations were observed, although the samples have been
taken over a 13-year period (2004-2016) when including data from the SPLASH
program. We just observed a low and slightly significant (only for Fsr, Rsr was non
significant) nuclear difference between individuals sampled in Commander in 2011 and
in 2013, suggesting that a temporal effect might exist. For instance, we could speculate
that most individuals biopsied in 2011 do not breed on the same ground(s) as most of

the individuals biopsied between in 2013. More research could clear up this uncertainty.
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How do Karaginsky and Commander humpback whales compare
themselves to distant North Pacific feeding and breeding grounds?

The availability of mtDNA haplotypes determined in the whole North Pacific during the
SPLASH program allowed us to compare mtDNA haplotype distributions at a large
geographic scale. We followed the SPLASH program for the naming of North Pacific
grounds (Barlow et al., 2011). This large-scale comparison strongly reinforced the
differences between Commander and Karaginsky.

Commander samples appeared as closely related to WAL (Western Aleutians), EAL
(Eastern Aleutians) and WGOA (Western Gulf Of Alaska) feeding grounds (no
significant differentiation indices were calculated with these three feeding grounds), and
different from all others. The higher differences were determined with all the northeast
Pacific feeding grounds. When compared to breeding grounds, Commander is different
from all North Pacific breeding grounds, but the weaker or non-significant values of the
differentiation indices were calculated with Mexican mainland grounds, particularly
with MX-AR (Mexico-Revillagigedo) and MX-ML (Mexico-Mainland). The higher
values of differentiation indices were determined with OK (Okinawa), HI (Hawaii) and
CENAM (Central America). As already demonstrated by Baker et al. (2013), these
observations confirm that, in the North Pacific, there is no simple one to one correlation
between the geographical distance from a feeding to a breeding ground and humpback
whale genetic closeness in the two grounds (i.e., Mexican mainland breeding grounds
are more distant to Commander islands than HI and OK).

Karaginsky samples appeared as highly differentiated from almost all other North
Pacific feeding grounds, with differentiation indices having higher values in all pairwise
comparisons than those performed with Commander samples. WAL presented the lower
indices values, but the low number of WAL samples precludes drawing a clear
conclusion. Karaginsky samples are highly different from all North Pacific breeding
grounds except two, the higher differences occurring with HI, CENAM and the three
Mexican mainland grounds (these latters contrasting greatly with Commander samples).
Indices of low values, less significant, were determined with the OK breeding ground
(not with OG (Ogasawara)). No differences were detected with PHI (the Philippines, all
indices non significant), but here again a caution must be taken because of a low
number of samples (n=13), although ¥* and S, are powerful indicators for low number

samples (Hudson et al. 1992, Hudson 2000).
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It can be noted that the four differentiation indices calculated between Karaginsky and
Commander have values that can be compared to the ones determined with more distant
feeding grounds. The mtDNA difference that we determined between the two sites is
therefore linked to a genetic difference between two groups of humpback whales that
can be compared to differences between the major grounds of the North Pacific, at a
strongly larger geographic scale.

With the exception of PHI and Karaginsky, all pairwise comparisons between one of the
two feeding sites and all the North Pacific breeding grounds have at least two
differentiation indices with significant values over the four calculated. Karaginsky and
Commander appear therefore to represent mixed feeding sites, where humpback whales
from different breeding grounds mix. If the low number of PHI samples (n=13) does not
preclude the detection of an actual genetic differentiation, the absence of differentiation
could nevertheless indicate a direct link between Karaginsky and PHI, as it is the case in
the northeast Pacific between CENAM and CA-OR (Baker at al. 2013). But the more or
less low values of differentiation indices between Karaginsky and OK also suggest the
existence of some migratory connections between the two sites. Commander samples
appear to be more closely linked to the Mexican mainland grounds, particularly two of
them (MX-AR and MX-ML). In contrast to mtDNA, nuDNA polymorphisms revealed a
very low genetic differentiation between Karaginsky and Commander, if any,
significant only at p<0.1. It can therefore be hypothesized that humpback whales from
different breeding grounds must share fidelity to the two feeding sites. PHI and OK

could represent good candidates for these breeding grounds.

Implications for management

Baker et al. (2013) discussed the importance of considering feeding regions when
defining units to conserve, in particular because of the maternally inherited traditions of
migration, depicted through the divergence of mtDNA. In our study we have added one
more level of detail, as we have distinguished two groups within one feeding region, i.e.
the Russian feeding region (Baker et al. 2013). During the SPLASH study, the areas
surrounding the Commander Islands and Karaginsky Gulf were thought to be hosting
different humpback whales, because of the lack of photo-ID recapture between the two
sites (Calambokidis et al. 2008). More recently, Filatova et al. (2013) proposed, on the

basis of different ecological characteristics, the existence of two different feeding sites
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for humpback whales in these two areas. We reinforce this proposal by adding a genetic
basis to the ecological and behavioural differences. We have identified fidelity to
specific feeding sites within what has been considered the same feeding ground,
reflected in mtDNA polymorphisms, and therefore hypothetically due to a cultural
transmission. We have thus revealed a significant maternal lineage divergence between
the two Russian sites and that appears to be of similar magnitude as the mtDNA
divergences observed by Baker et al. (2013) between feeding regions (i.e. feeding
grounds). Conservation policies should take this diversity into account, to preserve
feeding grounds to the same extent as breeding grounds, since the loss of a feeding
ground, even partial, would also correspond to the loss of genetic heritage, and maybe

the loss of an optimal habitat (Baker et al. 2013).

In the Bering Sea, some humpback whale feeding grounds overlap with potentially
detrimental human activities including shipping routes and fishing activities, such as in
Karaginsky Gulf. Humpback whales will likely be exposed in the coming years to
increasing anthropogenic disturbances, elevating conservation concerns (Alter et al.
2010; Christiansen et al. 2014; Smith and Stephenson 2013; Van Waerebeek et al.
2007). The Commander Islands have been largely protected since 1993 within the
Commander Islands zapovednik (IUCN Category Ia) in order to preserve the birds and
marine mammals in its waters. This marine protected area was then classified as the
Commander Islands State Biosphere Reserve in 2002 (Hoyt, 2011). In contrast,
Karaginsky Gulf is not a marine protected area; there is considerable fishing activity
and potential hydrocarbon development, as well as shipping activity. Having baseline
information that highlights the diversity and present status of the Karaginsky and
Commander Island humpback whales will enable future comparisons related to the
influence of shipping and fishing activities between the two areas and the potential
value of extending habitat protection to Karaginsky and indeed other areas of the

Russian Far East.
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Saint-Pierre-et-Miquelon, un site de nourrissage des baleines a bosse de
I’Atlantique Nord a préserver

L’hypothése d’une population panmictique en Atlantique Nord, longtemps acceptée, est actuellement
remise en question.

Le cas de I’Atlantique Nord semble a priori plus simple que celui du Pacifique Nord. Les
Antilles, du nord des Bahamas jusqu'a I’ile d’Aruba au large du Venezuela (Figure 26) offrent
sur plus de 2000 km une succession d’habitats favorables pour la reproduction des baleines a
bosse (eaux peu profondes, souvent cotieres, de température supérieure a 20°C, Trudelle et al.
2016). Cette zone est considérée depuis vingt ans comme abritant une seule population
panmictique de baleines a bosse, estimée a presque 11 000 individus (Stevick et al. 2003). Des
liens ont été trouvés avec les principales zones d’alimentation de 1’Atlantique Nord, qui se
distribuent de maniere discontinue a 1’est en Islande, Norvége et dans la mer de Barents, et a
I’ouest dans le golfe du Maine, le golfe du Saint-Laurent, Terre-Neuve et le Labrador, et I’ouest
du Groenland (Palsboll et al. 1997). Une deuxiéme zone de reproduction a été identifiée en
Atlantique Nord Est, autour des Iles du Cap Vert, trés minoritaire en termes d’abondance (260
individus estimés autour de I’ile de Boa Vista, Ryan et al. 2014). Plusieurs baleines a bosse du
cap Vert ont été identifiées dans les zones d’alimentation d’Atlantique Nord Est (Wenzel et al.

2009).
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Figure 26 : Carte des Antilles (tirée de Stevick et al. 2015, IWC,
SC/66a/AWMP/2).

Stevick et al. 2015 émettent I’hypothése de deux zones de reproduction
adjacentes pour les baleines a bosse, 1’'une au nord d’Antigua et I’autre
au sud.
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Pourtant, I’homogénéité de la zone de reproduction des Antilles a été récemment remise en
question (Stevick et al. 2015 ; 2016). En se basant sur des photoidentifications d’individus, sur
des différences de période de fréquentation de la zone de reproduction et sur la présence de
cicatrices laissé€es par des attaques d’orques, Stevick et al. (2015) ont émis 1’hypothése que les
Antilles abriteraient deux zones de reproduction distinctes, 1’'une correspondant globalement
aux grandes Antilles (Stevick et al. (2015) fixent la limite au nord de I’ile d’Antigua) et 1’autre
aux petites Antilles, comprenant notamment les iles Francaises de la Guadeloupe et de la
Martinique. Les baleines a bosse se reproduisant aux grandes Antilles, notamment en
République Dominicaine, posséderaient une fidélit¢ plus marquée pour les zones
d’alimentation de I’ouest de I’ Atlantique Nord (Stevick et al. 2003), alors que celles des petites
Antilles seraient retrouvées plus fréquemment dans les aires d’alimentation du nord est de
I’ Atlantique (Stevick et al. 2015). Des échanges directs d’une zone de reproduction a I’autre ont
aussi été mis en évidence entre les petites Antilles et les Iles du Cap Vert (4 baleines a bosse
différentes recapturées par photo-identification dans les deux zones). Néanmoins, des exemples
de mouvements entre les grandes Antilles et les zones d’alimentation de ’est de 1’ Atlantique
Nord existent (voir par exemple la baleine K Figure 13 ; Kennedy et al. 2014). L hypothése de
I’existence de deux zones de reproduction adjacentes dans les Antilles est donc posée depuis les
résultats récents de Stevick et al. (2015, 2016), mais elle n’est clairement pas définitivement

prouvée.
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Figure 27 : Répartition des zones de reproduction et d'alimentation en Atlantique Nord selon Bettridge
et al. 2015. Cette carte ne prend pas en compte I’hypothése d’une double zone de reproduction dans les Antilles
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Les études génétiques des baleines a bosse de I’Atlantique Nord ne sont pas exhaustives

Aucune étude comparable a celle menée dans le cadre du programme SPLASH, qui a permis de
réaliser une caractérisation génétique globale des baleines a bosse des différentes zones de
reproduction et d’alimentation du Pacifique Nord, n’a ét¢ menée en Atlantique Nord.
Néanmoins, plusieurs ¢tudes génétiques ont pu étre menées en Atlantique Nord, notamment
dans le cadre du programme YoNAH (Years of the North Atlantic Humpback, Smith et al.
1999). Une différence génétique significative, reflétée par une disparité de distribution des
haplotypes d’ADN mitochondrial, a été retrouvée entre les zones d’alimentation de 1’est et de
I’ouest de I’ Atlantique Nord (Palsboll et al. 1995, Larsen et al. 1996). La diversité génétique a
aussi ét¢ montrée comme étant moins grande en Atlantique Nord Est qu’en Atlantique Nord
Ouest, les haplotypes du clade CD étant notamment absents des aires d’alimentation de I’est
(Palsboll et al. 1995, Baker & Medrano-Gonzalez, 2002). Une différence génétique faible mais
significative a été identifiée par 1’analyse de I’ADN nucléaire (4 loci contenant des
microsatellites étudiés) entre Atlantique Nord Est et Atlantique Nord Ouest par Valsecchi et al.
(1997), venant contredire une étude précédente similaire qui n’avait pas détecté¢ de différences
(6 loci contenant des microsatellites étudiés, Larsen et al. 1996).

L’existence de deux zones de reproduction des baleines a bosse en Atlantique Nord, amenant
des différences génétiques potentiellement identifiables par 1’étude du génome nucléaire, est
I’hypothése qui semble la plus réaliste, que la distinction se situe dans les Antilles (Stevick et
al. 2015) ou entre les Antilles et le Cap Vert (Bettridge et al. 2015 ; Figure 27). Des fidélités
pour des zones d’alimentation différentes, en Atlantique Nord Ouest ou en Atlantique Nord Est,
transmises au fil des générations par 1’apprentissage, seraient a ’origine des différences de
distribution des haplotypes d’ADN mitochondriaux observées (Palsboll et al, 1995 ; Larsen et
al. 1996).

Les eaux de ’archipel de Saint-Pierre-et-Miquelon sont un site d’alimentation récurrent des baleines
a bosse.

L’archipel de Saint-Pierre-et-Miquelon (SPM) est un territoire frangais situé¢ a I’embouchure du
fleuve Saint-Laurent a quelques dizaines de kilometres au sud de I’ile de Terre-Neuve
(province canadienne de Terre-Neuve-et-Labrador). Les eaux de Saint-Pierre-et-Miquelon
abritent de nombreux mammiféres marins, migrants ou sédentaires. Les baleines y ont été
chassées par les premiers baleiniers francais qui utilisaient déja 1’archipel comme base au
XVlle siecle (Desmartis, 2002). Actuellement, 1’abondance totale des baleines a bosse de

I’ouest du Canada (Golfe du Saint-Laurent, Terre-Neuve — dont SPM est trés proche - et
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Labrador) a été estimée comme étant légeérement supérieure a 2000 individus (Lawson &

Gosselin, 2009).

Mysticétes

Baleine a bosse Megaptera novaeangliae 1638

Petit Rorqual Balaenoptera acutorostrata 154

Rorqual boréal Balaenoptera borealis 26

Rorqual commun Balaenoptera physalus 356
Odontocétes

Dauphin a bec blanc Lagenorhynchus albirostris 685

Dauphin a flanc blanc Lagenorhynchus acutus 1177

Dauphin commun Delphinus delphis 2316
Globicéphale noir Globicephala melas 112

Orque Orcinus orca 210

Baleine a bec commune Hyperoodon ampullatus 2

Marsouin commun Phocoena phocoena 75

Tableau 7 : Cétacés observés dans I’archipel de Saint-Pierre-et-Miquelon entre 2009 et 2013 par les membres de
P’association FNE-SPM. Source : Caudal & Hacala (2016) Rapport sur les bases de données de mammifeéres marins
Les observations ont été réalisées lors de sorties de terrain dédiées. Le nombre d’individus de chaque espéce identifiés a
chaque sortie a été répertorié, et les données intégrées sur la période 2009-2013. Ce Tableau ne tient pas compte des
identifications individuelles, un méme cétacé peut donc étre répertorié a plusieurs reprises.

Depuis plus de dix ans, une association de science participative, anciennement appelée
Frag’lle, actuellement France Nature Environnement — Saint-Pierre-et-Miquelon (FNE-SPM)
¢tudie les mammiferes marins de I’archipel. Cette association travaille en lien avec les services
de I’état (la Direction des Territoires, de I’Alimentation et de la Mer de Saint-Pierre-ct-
Miquelon) pour dresser des catalogues de diversité spécifique et suivre leurs changements

éventuels, particulierement dans le milieu marin (Tableau 7).
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Figure 28 : Prise de biopsie d’une baleine a bosse a Saint-Pierre-et-Miquelon a I’aide d’une arbaléte et d’une
fleche dédiées. Le protocole suit Lambertsen et al. 1987, et est détaillé dans le matériel et méthodes de la
publication 1.

La fléche comporte un embout en métal, démontable et stérilisé avant chaque utilisation (A). La fléche est tirée
lorsque le bateau est a distance pertinente de la baleine a bosse (B, C). L’embout préléve un petit fragment de peau
et de tissu adipeux sous-cutané et se détache de la baleine. Il peut alors étre rattrapé depuis le bateau (D).
Photographies : OFNE-SPM — Joél Detcheverry

Concernant spécifiquement les cétacés, ’'UMR 9197 NeuroPsi (Université Paris Sud, CNRS)
porte depuis plusieurs années des projets pluridisciplinaires d’étude des baleines a bosse a
SPM, auxquels je suis associé pour le laboratoire BloGeMME (Université de Brest) pour leur

volet génétique.
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Figure 29 : Mise en évidence de trois zones de concentration de baleines a bosse proches de Saint-Pierre-et-
Miquelon (chaque point marque une observation, Figure et données tirées de Caudal & Hacala, 2016).
Durant la période 2011 — 2013, les baleines a bosse ont été observées principalement dans trois zones, I’une au sud de
I’archipel (points verts), I’autre entre les iles de Saint-Pierre et de Miquelon (orange) et le long des cotes du Canada
(Violet). Seuls deux individus (points rouges) ont été observés a la fois dans les zones « Sud » et « Inter-iles », alors
que les échanges entre la zone proche du Canada et la zone « Inter-Iles » sont plus fréquents (points jaunes).
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Référence de la biopsie Sexe Latitude Longitude Site Dsitspdsgela
MnSPM13-01 M 46,76293 -56,02311 HZ (1) 08/06/2013
MnSPM13-02 M 46,7637 -55,88138 S3 (1) 08/06/2013
MnSPM13-03 M 46,52158 -56,37384 HZ (1) 20/06/2013
MnSPM13-04 M 46,52362 -56,37991 HZ (1) 20/06/2013
MnSPM13-05 M 46,5374 -56,36622 HZ (1) 20/06/2013
MnSPM13-06 M 46,57579 -56,37999 HZ (1) 20/06/2013
MnSPM13-07 M 46,82294 -56,24691 S1(2) 25/06/2013
MnSPM13-08 M 46,81992 -56,21311 Slet3 (4) 28/06/2013
MnSPM13-09 M 46,83075 -56,2056 S1(1) 28/06/2013
MnSPM13-10 M 46,82238 -56,26226 S1(1) 28/06/2013
MnSPM13-11 M 46,81367 -56,26467 S1(1) 28/06/2013
MnSPM13-12 M 46,84315 -56,23831 S1(1) 03/07/2013
MnSPM13-13 M ND ND 03/07/2013
MnSPM13-14 F 46,8096,1 -56,30097 S1(1) 06/07/2013
MnSPM13-15 M 46,44887 -56,32408 S2 (1) 07/07/2013
MnSPM13-16 F 46,42367 -56,27681 S2 (1) 07/07/2013
MnSPM13-17 M 46,37339 -56,27223 S2 (1) 07/07/2013
MnSPM13-18 M 46,39558 -56,34481 S2 (1) 07/07/2013
MnSPM13-19 M 46,42693 -56,32506 S2 (1) 13/07/2013
MnSPM13-20 F 46,38079 -56,46351 S2 (2) 13/07/2013
MnSPM13-21 M 46,41183 -56,48063 S2 (1) 13/07/2013
MnSPM13-22 M 46,44904 -56,39963 S2 (1) 13/07/2013
MnSPM13-23 M 46,38322 -56,77831 HZ (1) 14/07/2013
MnSPM13-24 M 46,37206 -56,72521 HZ (1) 14/07/2013
MnSPM13-25 F 46,42031 -56,45166 S2 (1) 14/07/2013
MnSPM13-26 M 46,35951 -56,40413 S2 (1) 23/07/2013
MnSPM13-27 M 46,32703 -56,4232 S2 (2) 23/07/2013
MnSPM13-28 M 46,41549 -56,37862 S2 (1) 23/07/2013
MnSPM13-29 M 46,79493 -56,2319 S1(1) 07/08/2013
MnSPM13-30 M 46,80109 -56,22198 S1(1) 07/08/2013
MnSPM13-31 M 46,8513 -56,19749 S1(1) 07/08/2013
MnSPM13-32 M 46,42171 -56,39133 S2 (1) 08/08/2013
MnSPM13-33 M 46,39168 -56,36717 S2 (4) 08/08/2013
MnSPM13-34 M 46,3873 -56,3702 S2 (1) 08/08/2013
MnSPM13-35 M 46,65807 -56,23105 HZ (1) 08/08/2013
MnSPM13-37 M 46,44362 -56,39584 S2 (5) 01/10/2013
MnSPM13-38 M 46,44248 -56,39423 S2 (4) 01/10/2013
MnSPM13-39 M 46,43357 -56,38669 S2 (2) 01/10/2013
MnSPM13-40 M 46,42049 -56,38802 S2 (4) 01/10/2013
MnSPM13-41 M 46,58389 -56,29513 HZ (1) 07/10/2013
MnSPM11-1 M 46,50562 -56,4158 S2 (1) 29/07/2011
MnSPM11-2 F 46,50562 -56,4158 ND 29/07/2011
MnSPM11-3 F 46,54808 -56,50488 ND 21/08/2011
MnSPM11-4 F 46,44304 -56,34886 S2 (3) 13/09/2011
MnSPM11-5 M 46,41376 -56,3737 S2 (4) 19/09/2011
Tableau 8 : Liste des 45 échantillons de baleines a bosse de SPM analysés dans le cadre de cette étude.
Le sexe a été déterminé par analyse moléculaire. Les latitudes, longitudes et dates correspondent a la prise de chaque
biopsie. Les sites sont indiqués (S1 : site « inter-iles », S2 site « sud », S3 : cotes du Canada, HZ : hors zone. Le nombre
de recaptures par photo-identification dans chaque site est indiqué entre parenthéses (Données extraites de El Moussaoui,
2017 et Caudal & Hacala, 2016).

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p. 105



FNE-SPM est particuliérement investie dans les campagnes de terrain de ces projets, qui
comportent des suivis et observations en mer, des campagnes de photoidentification, des suivis
acoustiques et la mise en ceuvre d’études de génétique. Notamment, FNE-SPM a été habilitée
pour prélever des biopsies de baleines a bosse (Figure 28). En 2011 et 2013, 45 biopsies de
baleines a bosse ont été prélevées a SPM par Joél Detcheverry, membre de 1’association FNE-
SPM, dans le but de permettre leur caractérisation génétique.

A priori, cet échantillonnage devrait montrer une proximité génétique des baleines a bosse de
SPM avec celles de la zone d’alimentation du golfe du Saint-Laurent et avec les autres sites de
I’ Atlantique Nord Ouest, ainsi qu’une différence avec les baleines a bosse de 1’ Atlantique Nord
Est. Mais notre étude réalisée dans le Pacifique Nord a monté que la fidélité des baleines a
bosse pour leur zone d’alimentation peut s’exercer a une échelle géographique trés précise.
Trois sites de concentrations de baleines a bosse proches de SPM ont été¢ identifiés par
I’observation, 1’un situé entre I’ile de Saint-Pierre et I’ile de Miquelon, un autre étant proche
des cotes Canadiennes, et un troisiéme a une trentaine de kilomeétres au sud (Figure 29). Les
recaptures par photoidentification des mémes individus entre deux des deux sites sont rares,
(Joél Detcheverry, Roger Etcheberry communication personnelle ; Caudal & Hacala, 2016),

rendant une analyse génétique comparative des deux sites pertinente.

Caractérisation génétique des baleines a bosse de ’archipel de Saint-Pierre-et-Miquelon

Les biopsies ont été prélevées en majorité dans les sites « inter-iles » et « sud » (Tableau 8,
Figure 29). Le sexe de chaque individu a été déterminé par amplification spécifique d’une
partie du chromosome Y selon le protocole décrit dans les publications 1 et 3. Notre
¢échantillonnage comporte une grande majorit¢ de males (38 males pour 7 femelles, ratio
males/femelles supérieur a 5/1). Ceci est étonnant par rapport aux données de la bibliographie
(Palsboll et al. 1997a ; Smith et al. 1999). Pour Palsboll et al. (1997a) par exemple le ratio
males/femelles est de 1/1 dans le golfe du Saint-Laurent et a Terre-Neuve.

Les polymorphismes de la région de contrdle de I’ADN mitochondrial ont révélé une diversité
haplotypique assez élevée (Hd=0,947). Les valeurs de D de Tajima et de Fs de Fu sont non
significatives, ne mettant donc en évidence ni goulot d’étranglement ni expansion marquée.
Néanmoins, la valeur de Fs de Fu, connue pour étre plus sensible pour détecter des cas
d’expansion récente (Decker et al. 2017), est assez négative (Fs = -3,37) est a la limite de la
significativité, ce qui correspond bien a I’hypothése de Jackson et al. (2014) d’une expansion

spatiale lente du clade 1J (Baker & Medrano-Gonzalez, 2002) dans 1’ Atlantique Nord.
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Aucune différenciation significative n’a été mise en évidence entre les deux sites « inter-iles »
et « sud », mais seules 8 séquences d’ADN mitochondrial provenaient de baleines a bosse
¢chantillonnées dans le premier des deux (entre Saint-Pierre et Miquelon).

Les polymorphismes de I’ADN nucléaire ont été¢ étudiés pour 12 Joci contenant des
microsatellites (Evl, Ev37, Ev49 et Ev96, Valsecchi et al. 1997 ; GATA028, GATAO053 et
GATAA417, Palsbell et al. 1997b; 199-200 et 417-418, Schlodtterer et al. 1991 ; GT023, GT211
et GT575, Bérubé et al. 2000). Mais contrairement a ’ADN extrait de biopsies provenant de
Madagascar ou du Pacifique Nord, les échantillons de SPM se sont révélés techniquement
particulierement difficiles a analyser, produisant un taux important de /oci non amplifiés chez
certains individus et d’alléles nuls. Six loci ont quand méme pu étre étudiés a partir d’une
majorité d’échantillons. Le Fjg déterminé est positif et significatif (75 = 0.09, p=0,004), reflet
soit d’un déficit en hétérozygotes soit d’un taux d’alléles nuls trop important provenant des

problémes techniques rencontrés.

Nombre

L haplot >ADN Groupes comparés Sun Fs S
es plotypes d roup par d’échantillons o st
mitochondrial déterminés a Nepw=43
SPM vs GSL 0.52 (ns) 0 (ns) 0 (ns)
A J4 NagsL= 25
SPM ont pu étre compares Newts
. , ., SPM vs GM s 0.61% 0.02 (ns) 0 (ns)
a ceux déterminés par Now=23
Npy=43
Palsboll et al. (1995) dans | spmvs0G Nt 0.54* 0.006 (ns) 0.02 (ns)
oG =
les Golfes du Maine du Npy=43
SPM vs IL N 13 0.73%+ 0.07%* 0.11*
Saint-Laurent, a I’ouest du e
SPM vs RD Nspn=43
. R 0.56 (ns) 0 (ns) 0.007(ns)
Groenland ainsi qu’en | (pawolletal. 1995) Nip= 20
SPM vs RD Nipu=43
Islande. Des haplotypes v s 0.48 (ns) 0 (ns) 0 (ns)
(Jackson et al. 2009) Nrp= 25

déterminés en République [ Tableau 9: Indices de différenciation génétique calculés sur la base des
polymorphismes de la région de contrdle de ’ADN mitochondrial, entre les
baleines a bosse de SPM et celles du golfe du Saint-Laurent (GSL), du Golfe du
disponibles (Palsboll et al. Maine (GM) de I’ouest du Groenland (OG), d’Islande (IL) et de République
Dominicaine (RD). Les données de séquences proviennent de cette étude pour SPM,
1995 ; Jackson et al. 2009) de Plasboll et al. (1995) pour les 5 zones géographiques, et de Jackson et al. (2009)
. pour un deuxiéme échantillonnage de République Dominicaine. Trois indices ont été
et ont permis unc calculés, S, (Hudson et al. 2000), Fsret ¢sr(Excoffier et al. 1992) comme décrit dans
le matériel et Méthode de la publication 1).

Aucune différence n’est détectée entre SPM et le GSL, une différence minime est
baleines a bosse de SPM et détectée uniquement par le S,, de Hudson et al. (2000) entre SPM et le GM d’une
part, et ’OG d’autre part. Une différenciation forte existe avec I’IL, détectée par les
leur zone de reproduction trois indices. Aucune différence n’est déterminée avec la RD.

Données tirées de E1 Moussaoui, rapport de Master 2 (2017).

Dominicaine sont aussi

comparaison entre les

hypothétique. Aucune

différence n’a été¢ détectée entre les baleines a bosse de SPM et celles de République

Dominicaine. La possibilit¢ d’un lien direct entre le site d’alimentation de SPM et la zone de
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reproduction de République Dominicaine est donc renforcée. Une différence génétique forte,
reflétée par les trois indices génétiques calculés, est par contre mise en évidence entre SPM et
I’Islande, confirmant bien les résultats obtenus précédemment (Palsboll et al. 1995, Larsen et
al. 1996). Les baleines a bosse de SPM sont proches de celles des différents sites de 1’ouest de
I’Atlantique Nord. Néanmoins, le S,, de Hudson et al. (2000) détecte une différenciation
génétique faible mais significative avec a la fois le Golfe du Maine et 1’Ouest du Groenland
(mais pas avec le Golfe du Saint-Laurent). Cette différenciation est cohérente
géographiquement (SPM se situe dans I’embouchure du Saint-Laurent, et est a presque 1000
km du Golfe du Maine et a plus de 2000 km des cdtes du Groenland), mais jusqu’a présent,
aucune différence génétique n’avait été mise en évidence entre le Golfe du Saint-Laurent et les
autres zones d’alimentation de I’ Atlantique Nord Ouest.

Cette ¢étude tend aussi a montrer une grande stabilit¢é chronologique, puisque les
¢chantillonnages ont été réalisés par Palsboll et al. (1995) dans le Saint-Laurent en 1990-1991,
et ceux effectués a SPM en 2011 et 2013. Il y a donc plus de 20 années d’écart entre ces deux

campagnes de prélévements, et pourtant aucune différence génétique n’est détectée.

Perspectives et ouvertures de I’étude des baleines a bosse de Saint-Pierre-et-Miquelon

Cette premicre caractérisation génétique des baleines a bosse de SPM a permis de confirmer
certaines hypotheses généralement admises (proximité génétique des baleines a bosse de SPM
avec celles de la République Dominicaine d’une part et avec celles du golfe du Saint-Laurent
d’autre part). Elle a aussi détecté pour la premiere fois une différenciation possible entre des
zones d’alimentation voisines du Nord Ouest de 1’ Atlantique, ce qui est tout a fait possible si le
cas du Pacifique Nord est pris en exemple (Baker et al. 2013 ; publication 1). Une collaboration
est en construction avec le professeur Per Palsboll, de I’Université de Groningen (Pays-Bas) qui
mene actuellement une nouvelle étude génétique exhaustive des baleines a bosse a 1’échelle de
I’ Atlantique Nord. Les résultats obtenus a SPM seront intégrés dans cette étude, et permettront
de mieux conclure sur d’éventuelles différences génétiques entre sites d’alimentation du Nord
Ouest de 1’ Atlantique.

Une question clé en Atlantique Nord concerne les zones de reproduction, et notamment la
pertinence de la remise en question de I’homogénéité de la zone des Antilles (Stevick et al.
2015). Dans le cadre de I’Observatoire Homme Milieu (OHM) « Port Caraibe » (Labex
DRIIHM, CNRS), j’ai pu initier un programme, en collaboration avec I’Université des Antilles,
dans le but notamment d’obtenir des échantillons de baleine a bosse de Guadeloupe

(Programme  GenMamGua,  http://ohm-port-caraibe.in2p3.fr/projets/). ~ Comparer les
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caractéristiques génétiques des échantillons qui seront obtenus avec celles des baleines a bosse

de SPM, et plus largement, avec 1’étude globale menée a I’Université de Groningen permettra

d’avoir des premiers ¢léments de réponse a cette question clé.

Nous essayerons aussi dans les années a venir, dans le cadre des programmes collaboratifs avec

I’Université Paris XI, FNE SPM et la DTAM de SPM, de poursuivre et si possible d’accroitre

I’effort de biopsies des baleines a bosse a SPM, afin de pourvoir augmenter la puissance

statistique de notre étude concernant les deux sites voisins (« Inter-Iles » et « Sud ») de SPM

afin de savoir si une fidélité pourrait s’exercer a cette échelle géographique. Dans le Pacifique

Nord, une fidélité précise a quelques dizaines de km prés a été mise en évidence (Wright et al.

2015).

Etude des baleines a bosse de Saint-Pierre-et-Miquelon

Etudiants ayant participé a cette étude

Zeinab El Moussaoui

Janvier — Juin 2017

Stage de Master 2 GGB de

I’Université de Brest

Co-encadrement Carole Decker /
Jean-Luc Jung

Axel Hacala

Juillet aout 2016

Pascaline Caudal

Juillet aout 2016

Stage facultatif de Master, FNE-

SPM - Université de Brest

Co-encadrement Morgane
Detcheverry (FNE-SPM) / Jean-
Luc Jung

Projet mené en collabo

ration avec

Joél Detcheverry, FNE SPM

Roger Etcheberry

Frank Urtizberea DTAM SPM

Olivier Adam Institut des Neurosciences Paris-Saclay (Neuro-PSI), UMR 9197, CNRS Université Paris Sud

Tableau 10 : Collaborations et étudiants encadrés pour I’étude des baleines a bosse de Saint-Pierre-et-Miquelon
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Les études menées en paralléle sur les trois sous-espéeces de baleines a bosse
mettent en évidence des différences de structuration génétique

La comparaison des résultats obtenus dans les trois bassins océaniques, donc portant sur les
trois sous-especes de baleines a bosse, permet de mettre en évidence des différences globales
de niveaux de structuration génétique dans chacun des bassins océaniques. Les indices de
différenciation génétique calculés dans nos trois études présentent des valeurs tres différentes.
Par exemple, entre Madagascar et la Colombie (les plus fortes différences génétiques que nous
avons calculées dans I’hémisphére sud, HS), le Fs7 mitochondrial a une valeur de Fs7=0,056.
Amaral et al. (2016) ont calculés des valeurs de Fsr encore inférieures a cela entre les
différentes aires d’alimentation de 1I’HS. Saint-Pierre-et-Miquelon et I’Islande présentent les
plus fortes différenciations de 1’Atlantique Nord, et le Fsr est égal a Fs7=0,070. Entre les
baleines a bosse des iles du Commandeur et de Karaginsky, les valeurs de différenciation sont
plus fortes (Fsr=0,18) et peuvent monter largement au dessus de ces valeurs en comparaison
avec d’autres aires d’alimentation (publication 1).

Le Pacifique Nord (PN) présente donc les différenciations génétiques les plus fortes entre zones
de concentrations de baleines a bosse, d’alimentation comme de reproduction. Cela avait été
montré par les résultats du programme SPLASH (Baker et al. 2013), et remarqué par Bettridge
et al. (2015). Nos résultats mettant en évidence la différence génétique forte entre les baleines a
bosse de Karaginsky et des iles du Commandeur démontrent de plus que ces différences
peuvent survenir a de tres faibles distances géographiques, et que, dans le PN, I’isolation par la
distance n’est visiblement pas le facteur majeur influant sur les structurations de populations.
Les résultats de Baker et al. (2013) montraient aussi que les différenciations génétiques entre
zones de reproduction n’étaient pas liées a la distance géographique dans le PN. Notre étude a
mis en évidence le fait que, si pendant la période d’alimentation les baleines a bosse de
Karaginsky et des iles du Commandeur sont distantes les unes des autres approximativement de
500 km, elles rejoignent probablement des aires de reproduction distantes de presque 15 000
km, entre I’ouest du PN (Philippines et Japon) et le Mexique (Publication 1).

Globalement, la fidélité pour les zones d’alimentation et de reproduction est donc plus marquée
dans le PN que dans I’HS. Les valeurs des indices de différenciation génétique, globalement
beaucoup plus fortes dans le PN que dans I’HS reflétent ces différences, de méme,
certainement, que les valeurs de diversité génétique, largement inférieures dans le PN qu’en

AN et dans I’HS (nos résultats, Baker et al. 2013 ; Jackson et al. 2014 ; Bettridge et al.
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2015 ; Rosenbaum et al. 2017). Une hypothése est que des valeurs de diversité haplotypique
faibles pourraient refléter des impacts plus marqués de la chasse industrielle (Jackson et al.
2014 ; Cypriano-Souza et al. 2016). Une autre hypothése est que l’existence de groupes
possédant des fidélités spécifiques pourrait se traduire par des diversités génétiques moins

fortes (Whitehead, 2017).

Pourtant, les indices de différenciation génétique significatifs démontrent bien que la fidélité
pour les zones de reproduction existe chez les baleines a bosse dans I’HS aussi, méme si leurs
valeurs plus faibles indiquent que cette fidélité est globalement moins marquée que dans
I’hémisphére nord. L’isolation par la distance est un (le ?) facteur majeur influant sur la
structure génétique de I’espeéce dans I’HS (nos résultats, Olavarria et al. 2007 ; Kershaw et al.
2017), méme si des particularités existent néanmoins a I’échelle de I’'HS. La Colombie, la
Polynésie Francaise et les Iles Cook accueillent des groupes de baleines a bosse présentant des
diversités génétiques moindres et des différences plus marquées avec les autres zones de
reproduction de I’HS. Les baleines a bosse de Madagascar semblent par contre étre tres
mobiles, localement et a I’échelle régionale (Stevick et al. 2010 ; Cerchio et al. 2016 ; Trudelle
et al. 2016 ; Dulau et al. 2017) et les flux de geénes sont clairement importants avec les autres

zones de reproduction (nos résultats, Kershaw et al. 2017 ; Rosenbaum et al. 2017).

Les zones d’alimentation de I’HS se distinguent de celles de I’AN et du PN. Les eaux de
I’archipel de Saint-Pierre-et-Miquelon ou des Iles Karaginsky et du Commandeur accueillent
par exemple de maniere récurrente les baleines a bosse année aprés année. Une fidélité pour ces
zones géographiques précises, offrant un habitat et des ressources alimentaires semblables a
peu prés au méme endroit géographique peut donc s’installer au fil des générations. Sous
réserve bien sir que le changement global n’influe pas la distribution des proies dans ces
endroits particuliers.

Dans I’HS, les baleines a bosse se nourrissent de krill et vont tendre a s’agréger autour des
zones d’abondance de leur proie (Kawamura 1994 ; Friedlaender et al. 2006 ; Santora et al.
2010 ; Nowacek et al. 2011). Les emplacements de ces zones d’agrégation de krill dépendent
de conditions environnementales et sont donc susceptibles de varier au cours de I’année ainsi
que d’une année sur I’autre, notamment avec les limites de la banquise (Friedlander et al.
2006 ; Lawson et al. 2008 ; Tarling et al. 2009). Des déplacements actifs des baleines a bosse
sur leurs zones d’alimentation antarctiques sont donc trés probables, a la recherche de zones

d’agrégation du krill. Méme si des aires de concentration des baleines a bosse sont retrouvées
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pendant 1’été austral (Fleming et al. 2011) et que des différences génétiques peuvent étre
retrouvées entre certaines grandes zones d’alimentation, ce n’est pas une régle générale (Engel
et al. 2008 ; Amaral et al. 2016). Il est donc fort possible que les baleines a bosse soient
contraintes a plus de mobilité dans leur recherche de proies dans I’HS que dans le PN ou ’AN
(Cypriano-Souza et al. 2017). Des échanges entre zones de reproduction pourraient résulter de
cette mobilité plus grande en zone d’alimentation, entrainant ainsi des flux de geénes accrus
dans I’HS.

Une intensification des études, notamment génétiques, des baleines a bosse dans leurs zones

d’alimentation de I’HS pourra aider a résoudre ces questionnements.
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Compreéhensions nouvelles et réflexions en termes de conservation des baleines
a bosse

Il est maintenant bien reconnu que les réflexions et actions visant a la conservation de la
biodiversité¢ doivent se situer au niveau des populations, et pas uniquement a celui des especes
(Purvis & Hector 2000 ; Baker et al. 2013 ; Bettridge et al. 2015 ; Attard et al. 2016). Le
décryptage de la biodiversité intraspécifique, 1’identification, le degré de connectivité et si
possible 1’explication des causes de I’existence des différentes populations d’une espéce sont
donc un préalable a tout effort de conservation, et serviront a la définition d’unités de gestion
(Palsboll et al. 2007 ; Bettridge et al. 2015).

Comprendre la structure des populations des mammifeéres marins, et notamment des différentes
especes de rorquals, est un challenge a cause de leur nature pélagique et trés mobile (Hoelzel
1998), associée de plus a la difficulté d’obtention des échantillons.

Les résultats décrits dans ce mémoire enrichissent la compréhension de la biodiversité
intraspécifique des baleines a bosse, et mettent encore plus en évidence des différences
marquées entre les sous-especes, tout particuliecrement entre le Pacifique Nord (PN) et
I’Hémisphére Sud (HS). Bettridge et al. (2015) ont mené une réflexion globale concernant la
conservation des baleines a bosse, en considérant de maniére similaire les trois sous-especes et
se focalisant sur les zones de reproduction. Cette approche avait pour but I’identification de
DPS (Distinct Population Segments), définis comme représentant des populations a la fois
différentes du reste de ’espéce (ou de chaque sous-espece dans le cas de la baleine a bosse)
mais significatives (importantes) pour la sous-espéce. Bettridge et al. (2015) ont ainsi défini 15
DPS dans le monde, dont plusieurs présentant des risques d’extinction : la population du Nord
de 1’Océan Indien en premier lieu, puis les zones de reproduction situées dans le Pacifique

Nord, a I’est (Okinawa et Philippines) et a I’ouest (Amérique Centrale).

Concernant I’HS, et en mettant a part le cas de la population isolée du Nord de 1’Océan Indien,
les préoccupations majeures en termes de conservation telles que suggérées par les résultats des
¢tudes génétiques (diversité génétique ¢Elevée, différences entre groupes existantes mais
modérées, nos résultats ; Olavarria et al. 2007 ; Engel et al. 2008 ; Cypriano-Souza et al. 2017 ;
Rosenbaum et al. 2017 ; Kershaw et al. 2017) pourraient bien étre globales. Un des principaux
facteurs de risque a venir dans I’HS pour les baleines a bosse pourrait bien étre représenté par
une baisse de disponibilité du krill en Antarctique. La hausse des températures a entrainé une

réduction de la surface de la banquise en Antarctique, ce qui a été 1ié¢ a une baisse de densité du
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krill (Euphausia superba ; Atkinson et al. 2004). L’acidification de I’océan améne aussi des
conditions moins favorables au krill (Kawagushi et al. 2011). Les prévisions du GIEC (2013)
suggerent que ces deux facteurs — augmentation de la température et acidification des océans -
pourraient bien s’amplifier dans les années a venir. L’impact direct de ces phénoménes sur la
densité du krill sera a évaluer.

Les autres préoccupations en termes de conservation des populations naturelles de baleines a
bosse de I’HS sont plus locales, et liées aux dérangements potentiellement induits par I’homme,
en termes d’urbanisation et d’industrialisation des espaces cotiers, et d’utilisation perturbantes
des ressources naturelles du milieu (par exemple Cerchio et al. 2014).

Dans le PN, les études génétiques ont par contre révélé une diversité génétique globale plus
faible que dans I’HS et des différences entre groupes plus marquées. La fidélité pour les zones
d’alimentation et de reproduction y est beaucoup plus importante (Baker et al. 2013 ;
publication 1). Nos résultats ont montré de plus que des groupes génétiquement trés différents
pouvaient partager des espaces géographiques « voisins », comme entre Karaginsky et les Iles
du Commandeur (Publication 1). Ces différences proviennent d’une fidélité spécifique a chaque
groupe, transmise de manicre transgénérationnelle, et représentant donc une culture propre a
chaque groupe (Baker et al. 2013 ; Carroll et al. 2016 ; Whitehead 2017 ; publication 1). La
caractéristique migratoire des baleines a bosse, comprenant une double fidélité potentielle pour
des zones de reproduction et d’alimentation, de degré variable, rend trés complexe la
structuration génétique de chaque groupe. La nature mixte des zones d’alimentation,
rassemblant des baleines a bosse de différentes zones de reproduction, semble assez générale
(Baker et al. 2013 ; Smith et al. 2014 ; Amaral et al. 2016 ; publication 1). Les essais de
définition d’unités de gestion des baleines a bosse reposent donc en général sur les zones de
reproduction caractérisées, et ne prennent pas, ou peu, en compte les zones d’alimentation
(Bettridge et al. 2015). Il ressort pourtant clairement de nos résultats que des zones
d’alimentation, parfois trés localisées, peuvent abriter des groupes de baleines a bosse
génétiquement différents, et possédant une culture particuliére. Ces groupes pourraient donc
bien répondre a la définition des DPS (Bettridge et al. 2015), en étant différents génétiquement
et culturellement du reste de la sous-espéce, et importants puisque possédant une culture
unique. La situation dans les eaux russes du Pacifique Nord apparait dés lors trés préoccupante
en termes de conservation. Le groupe de baleines a bosse de 1’ile Karaginsky est génétiquement
trés différent de toutes les autres zones d’alimentation du PN, et semble correspondre au moins
en partie, aux zones de reproduction des Philippines et d’Okinawa (publication 1). Ces deux

zones de reproduction représentent une DPS identifié¢e comme en danger d’extinction
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(Bettridge et al. 2015). Les abondances estimées sont faibles, en dessous de 1000 baleines a
bosse (Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al. 2011). L’ile du Commandeur abrite par contre
des baleines a bosse présentant des ressemblances génétiques avec d’autres zones
d’alimentation du PN, et se reproduisant certainement dans les aires mexicaines, possédant des
nombres d’individus estimés largement supérieurs (Calambokidis et al. 2008 ; Barlow et al.
2011). Des efforts particuliers de conservation des baleines a bosse de I'ile Karaginsky
semblent donc tres souhaitables.

Actuellement, si les iles du Commandeur sont protégées dans le cadre d’une réserve du
«programme sur I’Homme et la Biosphére » de 1’Organisation des Nations Unies

(http://www.unesco.org/mabdb/br/brdir/directory/biores.asp?code=RUS+26&mode=all), les

Iles Karaginsky ne font I’objet d’aucune mesure particuliére (E. Hoyt, Whale and Dolphin

Conservation, communication personnelle).

Dans I’HS par contre, les fidélités qui semblent moins marquées et les différences génétiques
atténuées permettent certainement de faire reposer de maniere plus pertinente la définition des
unités de gestion sur des zones de reproduction. Les découpages proposés par Bettridge et al.
(2015), qui identifient 8 DPS dans I’HS, semblent plus pertinents que les stocks et sous-stocks
définis pas 'IWC (2011), qui sont certainement trop restreints géographiquement dans certains

cas (les différents sous-stocks du stock C par exemple).

Dans tous les cas, que ce soit a Madagascar, en mer de Béring ou a Saint-Pierre-et Miquelon, la
construction de programmes de recherche permettant de pérenniser des prises de préleévements
sur plusieurs années successives et donc de réaliser des séries temporelles offrira des moyens
fin de détecter, si elles existent, des variations interannuelles. Les baleines a bosse représentent
dans ce cas des espéces sentinelles particulierement pertinentes de la qualité du milieu marin,

permettant de détecter d’éventuelles variations du milieu, d’origine anthropique ou non.
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Chapitre IV.

Mouvements et populations chez le marsouin commun

(Phocoena phocoena) le long des cotes atlantiques francaises
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Le marsouin commun (Phocoena phocoena) est I'un des plus petits cétacés. Il est aussi le plus
abondant dans I'Atlantique Nord ou il a fait récemment I'objet de plusieurs études qui ont mis
en évidence des changements extrémement marqués de sa distribution globale (Hammond et al.
2013).

A partir des années 1940, des observations de terrain ont montré que le marsouin commun, trés
fréquent dans les eaux de la mer du Nord et le long des cotes Atlantiques, de 1'Espagne au
Danemark, était devenu soudainement rare. Plus récemment, des campagnes d'observation de
grande ampleur, sous financements Européens, SCANS I en 1994 et SCANS II en 2005 ont
permis d'estimer un nombre total de 385 000 marsouins communs en Atlantique nord-est
(Hammond et al. 2013). Mais ces deux campagnes d'observation ont aussi mis en évidence un
déplacement global de l'espéce durant cette période : en 1994, le marsouin commun était plus
fréquent dans la partie Nord de la Mer du Nord, alors qu'en 2005, il a été retrouvé plus au Sud,
notamment en mer Celtique, et dans le sud-est du Royaume-Uni (Figure 30 ; Hammond et al.
2013). Ces observations, confirmées par plusieurs études locales (Publication 2 ; Camphuysen
2004 ; Siebert et al. 2006 ; Thomsen et al. 2006), ont clairement mis en évidence un

déplacement marqué du marsouin commun a I'échelle de 1'Atlantique nord.

| 1994 = ok | - 2005 el

Figure 30 : Représentation des densités de marsouins communs en Atlantique Nord estimées par les
programmes d’observation SCANS I (en 1994) et SCANS II (en 2005). Les couleurs représentent les densités
estimées, du bleu (densité la plus faible) au rouge foncé (densité la plus forte). La comparaison de ces deux cartes met
en évidence un déplacement global des marsouins vers le sud de 1’ Atlantique Nord entre 1994 et 2005.

La troisiéme étape des programmes d’observation, SCANS III vient de livrer ses premiers

résultats, et les zones d’abondances des marsouins communs confirment ce déplacement vers le

Jean-Luc Jung, Université de Brest. Candidature a une Habilitation a Diriger les Recherches p- 117



sud, mais elles semblent s’étre a nouveau modifiées au moins partiellement, les cotes du

Danemark accueillant, comme en 1998, les plus fortes densités (https://synergy.st-

andrews.ac.uk/scans3).

Plusieurs études ont aussi essayé de décrypter la structure de la population de marsouins
communs d'un point de vue génétique. Lorsque j'ai débuté mes travaux sur cette espece, la
compréhension était qu'il existait une population plus ou moins homogéne répartie dans
1'Atlantique nord, mais présentant quand méme des structurations génétiques liées a la distance
(Tolley et al. 2001 ; Tolley & Rosel 2006 ; Fontaine et al. 2007 ; Fontaine et al. 2010 ;
Wiemann et al. 2010). Par contre, il semblait que le golfe de Gascogne représentait une barriere
naturelle aux déplacements de I’espéce, et que les populations Ibériques étaient génétiquement
différentes de celle(s) du reste de 1'Atlantique nord-est (Fontaine et al. 2007). Cette différence
génétique avait ¢été constatée uniquement grace a des marqueurs nucléaires (des
polymorphismes de microsatellites).

En 2009, sur la base d’une collaboration entre I’Université de Brest, Océanopolis (CCSTI de la
mer) et le Parc Naturel Marin d’Iroise, nous avons construit un projet de recherche visant
notamment a décrypter la structuration génétique de l'espece le long de la facade Atlantique
frangaise. Ce projet incluait un financement CIFRE de thése. Eric Alfonsi a été recruté pour
effectuer sa thése dans ce cadre, sous la direction conjointe d'Yves-Marie Paulet (taux
d'encadrement 10%) et de moi-méme (90%). Dans I'entreprise (Océanopolis), Eric était encadré
par Sami Hassani. Nous avons tout d'abord étudié¢ un échantillonnage spécifique de marsouins
communs ¢échoués ou capturés accidentellement le long des cotes atlantiques frangaises, en
Gironde et en Bretagne dans les derniéres années (c’est-a-dire depuis que le retour du marsouin
commun avait été prouvé dans cette zone). Ces échantillons provenaient du Réseau National
Echouage et de Pelagis (La Rochelle). Nous avons mis en évidence deux groupes génétiques
bien distincts grace a l'analyse des génomes mitochondriaux au sein de cet échantillonnage. Ces
deux groupes ont pu étre liés aux marsouins de la péninsule Ibérique d'une part, et du reste de
I'Atlantique nord-est d'autre part en comparant nos données avec celles de la littérature. Par
contre, l'analyse de polymorphismes de marqueurs microsatellites, et leur exploitation
statistique, n'ont pas permis de mettre en évidence de structuration génétique au sein de notre
¢chantillonnage. Des tests de puissance statistique ont bien montré que cette absence de
structuration n'était pas liée a un trop faible nombre d'échantillons par exemple, mais bien a une

réelle absence de différenciation génétique.
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Ces résultats ont permis une nouvelle compréhension de la complexité des flux de déplacement
du marsouin commun :

- le long des cotes atlantiques francaises, il y a clairement deux flux concomitants de
déplacements d'animaux de la méme espéce, l'un vers le sud et concernant des animaux
provenant de la Manche ou/et de la mer Celtique, et 'autre, dirigé vers le nord, et impliquant
des animaux de la péninsule Ibérique. Ces marsouins communs peuvent &tre discriminés en
fonction de leur génome mitochondrial.

- Ces animaux se croisent librement, et actuecllement, on retrouve essentiellement des
descendants des migrants des deux populations d'origine, comme en témoigne l'absence de
discrimination par I'é¢tude du génome nucléaire.

Ces flux de déplacement datent donc de quelques années seulement et sont certainement encore
en cours. Leurs limites géographiques doivent encore étre déterminées, aussi bien vers le sud
que vers le nord.

Les cotes atlantiques francaises sont donc clairement une zone d'importance majeure pour
l'espéce a l'heure actuelle, aussi bien en termes de compréhension écologique que de
conservation.

Les forces écologiques a l'origine de ces déplacements, qu'elles soient d'origine anthropique ou
non, doivent étre recherchées, et cela constitue aussi une des poursuites de ce travail. L'étude
des régimes alimentaires, et de différents traceurs écologiques pourra certainement étre & méme
de mettre en évidence des différences supplémentaires.

Une question majeure concerne aussi les limites géographiques de ces flux de populations, et
tout spécialement l'identité génétique des marsouins communs des cOtes Mauritaniennes en
limite sud de l'espece, qui pour I’instant sont considérés comme faisant partie d’un groupe,
constituant une sous-espéce hypothétique, incluant aussi les marsouins de la péninsule Ibérique

(Fontaine et al. 2014).

Deux publications qui décrivent ces résultats ont été rédigées, et sont présentées dans les pages
suivantes. La publication 2 (« Harbour porpoises (Phocoena phocoena) in north-western
France: aerial survey, opportunistic sightings and strandings monitoring ») décrit les
mouvements des marsouins communs le long des cotes atlantiques francaises, et y démontre le
retour du marsouin commun depuis les années 2000. La publication 3 (« A European melting
pot of harbour porpoise in the French Atlantic coasts inferred from mitochondrial and nuclear
data ») décrit I’analyse génétique, réalisée dans le cadre de la thése d’Eric Alfonsi, qui a permis

de mettre en évidence le double flux de marsouins communs le long des cotes frangaises.
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Etude des marsouins communs de la facade atlantique francaise

Etudiants ayant participé a cette étude

Co-encadrement en Doctorat Yves-
Marie Paulet / Jean-Luc J t

Eric Alfonsi 2009-2013 Master 2 puis Thése arl.e aute . ean-Lue l.mg ¢
Sami Hassani pour la partie

entreprise (finacement Cifre)

novembre 2014 - juin Master 2, Université d'Ancone,

Benedetta Fradusco Encadrement Jean-Luc Jung

2015 Italie
Projet mené en collaboration avec
Sami Hassani Océanopolis
Philippe Le Niliot,

Cécile Lefeuvre Parc Naturel Marin d’Iroise

Michael Fontaine Université de Groeningen

Willy Dabin,
Olivier Van Canneyt, | Observatoire PELAGIS, Reseau National Echouage
Vincent Ridoux

Tableau 11 : Collaborations et étudiants encadrés pour I’étude des marsouins communs de la facade atlantique
frangaise
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Harbour porpoises (Phocoena phocoena)
in north-western France: aerial survey,
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The harbour porpoise (Phocoena phocoena) is one of the common small cetaceans of European waters. This discreet and
undemonstrative species is strongly represented throughout the cold waters of the northern hemisphere, and is the most abun-
dant cetacean in the North Sea. In the last few years, some observations and studies indicate a shift of harbour porpoise dis-
tribution in European waters, from northern regions of the North Sea to the southern North Sea, English Channel and Celtic
Sea. This shift may include a comeback around the coasts of France. Harbour porpoises inhabit shelf-waters and are often
observed in shallow waters, conditions offered for instance by the coasts of Brittany in north-western France. We used oppor-
tunistic sightings, aerial survey and a ten-year strandings database to study the presence of harbour porpoises along the coasts
of Brittany. Opportunistic sightings made by non-specialists did not confirm a strong presence of harbour porpoises along the
Brittany coasts, most probably because of the undemonstrative behaviour of this cetacean. However, aerial survey and strand-
ing analysis indicate that harbour porpoises have become natural inhabitants of the Brittany coasts once more: 68.6% of ceta-
cean school sightings made during a 1578 km aerial survey of the Brittany coasts concerned harbour porpoises, with an
encounter rate of 1.5 individuals per 100 km that peaked to 5.8 per 100 km to the top of the shallow waters of the south-
western Western English Channel. The number of harbour porpoise strandings increased each year from 1997 to 2007,
making a total of 135 along the coasts of Brittany. Other cetaceans did not show such an increase during the same
period. Strandings of harbour porpoises were also characterized by an apparent increase as a proportion in relation to all
the cetacean strandings during the months of September to January, by a marked impact of by-catch during winter, and
by an almost total absence of stranded calves. The comeback of the harbour porpoise along Brittany coasts is clearly confirmed
by our data, and a stable population seems to be established again along the coasts of Brittany. This tends to confirm the shift
of the distribution of the species in certain European waters. Long term monitoring, diet and genetic studies are now planned

for a better understanding of this shift, and for the effective implementation of a conservation plan.

Keywords: harbour porpoise, Phocoena phocoena, aerial survey, stranding monitoring, opportunistic sightings, Brittany coasts,

north-western France
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INTRODUCTION

The harbour porpoise (Phocoena phocoena) is one of the smal-
lest cetaceans, and has a large geographical range in cold
coastal waters of the northern hemisphere (Read, 1999). In
the north-eastern Atlantic and the North Sea, harbour por-
poises are more or less continuously distributed, and the exist-
ence of sub-populations or of a continuous population with a
significant isolation by distance is still under study (e.g. Rosel
et al., 1999; Tolley et al., 1999; Andersen et al., 2001; Fontaine
et al., 2007).

Knowledge of the abundance and population structure of
such species is essential for any conservation efforts

Corresponding author:
J.-L. Jung
Email: jung@univ-brest.fr

(Tregenza et al, 1997; Hammond et al., 2002). For some
years, there has been growing concern about the size of
harbour porpoise populations and their localization, and this
has led to the formation of ASCOBANS (Agreement on the
Conservation of Small Cetaceans in the Baltic and the North
Seas). Some human activities are thought likely to have con-
tributed to a decrease in the harbour porpoise population,
especially in the south of the North Sea and management
measures for porpoise conservation have been sought
(ASCOBANS, 2008). Area specific analyses are required, as
local specificities can be found. For instance, Tregenza et al.
(1997) estimated the impact of by-catch in set gillnets to be
worrying for the Celtic Sea harbour porpoise population, and
Northridge & Hammond (1999) evaluated the mortality
caused by by-catch in the North Sea and West Scotland waters.

In 1994, harbour porpoises were shown to be strongly
present in the northern part of the North Sea, whilst the
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Channel and the southern part of the North Sea had few
sightings (Hammond et al, 2002). Since then, work has
shown that porpoise abundance has shifted markedly from
the north to the south (Macleod et al., 2006), and the Celtic
Sea has become a region where harbour porpoises are com-
monly encountered. This new distribution has been confirmed
by several local studies (e.g. Camphuysen, 2004; Kiska et al,
2004, 2007; Thomsen et al., 2006).

A strong effort is being made in the French region of
Brittany (north-western France) to monitor the local popu-
lations of marine mammals. Among these, the return of the
harbour porpoise around the French Channel coast merits
special attention. Since 1997 aerial survey, opportunistic sight-
ings made by volunteer sea users, and stranding counts and
analyses undertaken by a network of correspondents have
been organized. These approaches have enabled us to
monitor the local harbour porpoise population.

MATERIALS AND METHODS

Aerial survey and opportunistic sightings

In 2005, the LEMM (Laboratoire d’Etude des Mammiféeres
Marins—Océanopolis, Brest, France) conducted an aerial
survey along Brittany coasts (north-western France) accord-
ing to standard line-transect methodology. Tracklines were
surveyed following a saw-tooth pattern (Figure 1) designed
for a high-winged twin engine aircraft (Partenavia P68C)
flying at an altitude of 600 ft (182 m) at a speed of 100

knots. Bubble windows allowed the two lateral observers to
see directly below the aircraft, while a third person noted
the observation data. Encounter rates were calculated as
(n/l) x 100 (n, number of encounters; I, total distance sur-
veyed, in km).

Since 2002, the collection of opportunistic sightings of
marine mammals has been organized by the LEMM along
Brittany coasts, in the framework of a dedicated regional
scheme called ‘Observons la mer’. In addition to accredited
observers, data were also recorded by different kinds of
marine observers and users, such as ornithologists, fishermen,
and sailors who were invited to collect data through the distri-
bution of sightings reporting forms and posters in 1300 coastal
locations around Brittany.

The LEMM regrouped and analysed all the data. Precise
species were assigned only when sighting descriptions, and
if available, pictures, were judged to be correct and sufficiently
accurate. In this paper, only those reports of sightings of the
harbour porpoise with a certain species identification collected
between 2002 and 2007 are considered.

Stranding data

Since the beginning of the 1970s, the CRMM (Centre de
Recherche sur les Mammiféres Marins, La Rochelle, France)
has coordinated a national marine mammal strandings
recording programme. With the help of field correspondents,
from organizations or volunteers, it has set out to collect data
on marine mammal strandings originating from all over the
French coastline.
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Fig. 1. Distribution of harbour porpoise (Phocoena phocoena) sightings around the Brittany coastline (north-western France) from aerial survey (2005) and

opportunistic sightings (2002-2007).



Since 1995, the LEMM (Océanopolis, Brest, France) has
coordinated this network at a regional scale, and collected
data from Brittany coasts before sending them to the
CRMM. The Brittany coasts have been divided into 18 sections
extending to cover the whole of the coastline (Figure 2). In each
of these areas, correspondents are trained in the analysis of
stranded marine mammals: species identification, character-
istic measurements and tissue sampling. The data collection
effort followed a standard procedure in order to minimize
possible variations between months or years. Species identifi-
cation, sex determination and lengths of the animals were col-
lected whenever possible. By-catch casualties were diagnosed
following the criteria proposed by Kuiken (1994). This
network allowed the LEMM to compile valid data on a large
proportion of cetaceans stranded on the Brittany coasts.

RESULTS

Aerial and opportunistic sightings of the
harbour porpoise

The aerial survey of the coasts of the French region of Brittany
was conducted during the summer of 2005, from 9-11
August. It covered 1578 km and enabled coverage of the
whole of the Brittany coastline (Figure 1). Sightings of all ceta-
ceans were recorded. A total of 24 schools of harbour por-
poises (54 individuals) were observed, which represented
68.6% of the total cetacean schools sightings (34.6% of the
individual sightings). The average porpoise group size was
2.25 individuals per group (SD = 1.92), and the encounter
rate was 1.5 sightings per 100km throughout the area
studied. All the sightings were concentrated in waters
around the western part of Brittany, and particularly on the
north-western coast. This area corresponded to the shallow
waters of the south-west waters of the western English
Channel. In this area (377 km of aerial survey), the encounter
rate peaked at 5.8 sightings per 100 km.

Between 2002 and 2007, 821 opportunistic cetacean sight-
ings were reported, representing 11,419 individual animals.
Among those, certain species identification was assigned to
222 reports, which included 3225 individuals in total.

® . i,
® N&Q”;
[ J
{;} L 50 km

Fig. 2. Distribution of harbour porpoise stranding events along the Brittany
coastline (north-western France) between 1997 and 2007. Numbers and
surfaces of the circles represent the numbers of stranded porpoises.

HARBOUR PORPOISES IN NORTH-WESTERN FRANCE

Harbour porpoise sightings were relatively rare, and rep-
resented only 9 reports (4% of the 222 cetacean reports) and
44 individuals (only 1.4% of the individuals sighted). For the
most part, these observations were made in the same area
where the aerial survey recorded harbour porpoise sightings,
and during the same period (August), although some sightings
were also localized in the south of Brittany (Figure 1).

Counting and analysis of stranding events

Between 1997 and 2007, the stranding data collection effort
followed a standardized procedure, with a total of 135
harbour porpoises stranded along the north-western coasts
of France being recorded. The region sampled included all
French Brittany coastal areas, and a higher frequency of
stranding was clearly observed in the western part of the
area (Figure 2). Sex data were available for 8o individuals:
45 were identified as females, 35 as males.

Figure 3 shows the inter-annual distribution of the number
of harbour porpoise strandings. An increase was observed
from 1997 to 2007 (Figure 3A). This time-dependent increase
is significant, as confirmed by the product-moment corre-
lation calculation (r=o0.72, df =9, P < 0.05). The same
observation was made when the proportions of porpoises,
among all stranded cetaceans, were determined for each
year (Figure 3B): a clear increase was seen (r = 0.71, df =9,
P < 0.05). Conversely, stranding of cetaceans in general did
not increase during the same period, and no correlation was
observed between time and the numbers of stranded cetaceans
recorded (r = —o0.21, df = 9, P > 0.05). The classification of
stranded porpoises on the basis of length more or less reflects
their maturity status (Read, 1999). The majority, almost three-
quarters of all stranded porpoises, were longer than 130 cm,
and can be classified as adults (Figure 3C). During the
11-year monitoring period, only six calves (smaller than
100 cm) were found stranded.

Cetacean strandings, and especially those of harbour por-
poises, occurred over the whole year. However, porpoise
strandings were not uniformly distributed over the year
(Figure 4A). More stranding events were recorded from the
period extending from the start of winter to the beginning
of spring (December - April). In fact, the distribution of por-
poise strandings differed significantly from a 12-part
uniform distribution (x*(11) = 46.95, P < 0.01).

Figure 4B shows that there was an increase in the number
of porpoises as a proportion of all cetacean stranding events in
the period extending from September to January, as compared
with the rest of the year: 12.7% of stranding events concerned
porpoises between September and January, and only 6.7%
during the remainder of the year. These proportions differed
significantly (Z = 3.81, P < 0.01).

For some stranded individuals, a by-catch prior to stranding
can be proved by typical criteria (Figure 4A). Here, the winter
months from December to February revealed higher proportions
of proved by-catch (32.7% of porpoises stranding events) than
during other months of the year (12.8%), and these differences
appeared significant (x*(1) = 6.50, P = 0.0108).

DISCUSSION

From the 1940s onwards, harbour porpoises have become
scarce in the southern part of the North Sea, and around a
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very large zone of the European mainland coast, including the
whole of Brittany (Duguy, 1977; Reijnders, 1992). Recently,
Scans-I and Scans-II (Hammond et al., 2002; Macleod et al.,
2006) have detected a large-scale north to south shift of the
harbour porpoise in the North Sea, and stable populations
appear to be established again, as can be judged by sightings
and stranding monitoring (e.g. Camphuysen, 2004; Siebert
et al, 2006; Thomsen et al, 2006). Around the Brittany
coast, it has been noted by some sea users that harbour por-
poises can now be observed once more (Kiska et al, 2004).
In this study, we have tried to describe the occurrence of the
harbour porpoise around the Brittany coast, and to confirm
its comeback using different sources of data collected recently
or currently in Brittany.

Occurrence of the harbour porpoise around
the Brittany coastline

In Brittany, the regional scheme of opportunistic sightings,
called ‘Observons la mer’, has been active since 2002, but
when applied to harbour porpoises, it was not very productive.
Between 2002 and 2007, 222 cetacean sighting forms with
certain species identification have been filled in, and only
9 of them concerned harbour porpoises. In fact, the harbour
porpoise is a very inconspicuous species, its behaviour is
undemonstrative, and, moreover, it is much less well-known
than other more popular species strongly represented
around Brittany coasts, such as the common dolphin
(Delphinus delphis) and the bottlenose dolphin (Tursiops trun-
catus). Furthermore, these observations were made only by
accredited naturalists, and were therefore relatively rare
events. As already pointed out (e.g. Siebert et al., 2006), oppor-
tunistic sightings are therefore not very useful when it comes
to determining porpoise distribution patterns. We can never-
theless note that six opportunistic sightings out of the nine
concerning harbour porpoises were made during the month
of August, which perhaps represented a favourable month,
in particular as regards the weather conditions for porpoise
sighting along the Brittany coasts.
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Fig. 4. Intra-annual distribution of porpoise stranding events along the Brittany coastline (north-west of France) between 1997 and 2007. (A) Cumulated numbers
of stranded porpoises for each month of the year. Greyed parts represent those porpoises for which a prior by-catch has been proved; (B) monthly proportions of

porpoises among all the stranded cetaceans.



Standard line transect aerial surveys have been used on
many different occasions to investigate porpoises and have
proven to be efficient (e.g. Hammond et al., 2002; Scheidat
et al, 2004; Siebert et al, 2006; Thomsen et al, 2006).
Harbour porpoises are believed to spend nearly half of their
life in the surface metre (i.e. from o-1m depth) of the
water column (Westgate et al., 1995), which clearly rep-
resented a characteristic consistent with an efficient aerial
observation. In fact, aerial survey allowed us to count a
much more widespread distribution of harbour porpoises
around the Brittany coast, as this species represented the
majority of all the cetacean schools sightings (68.6%).

Encounter rates were of the order of 1.5 per 100 km along
the whole of the Brittany coastline, which is consistent with
results obtained before 2002 in the same area and at the
same time of year using a ferry-based survey in the English
Channel and the Bay of Biscay (Kiska et al., 2007). Almost
all the harbour porpoise sightings we detected were restricted
to shallow waters in the south-west of the western English
Channel. Harbour porpoises generally formed groups of a
few individuals (Kiska et al, 2004; Siebert et al., 2006;
Thomsen et al., 2006; Kiska et al., 2007). Here again, with
good consistency, we determined an average of 2.25 individ-
uals per group with a high SD (SD = 1.92).

The aerial survey was conducted during the month of
August 2005 only. It would be useful to repeat this type of
monitoring at other periods in order to look at the seasonal
distribution. In fact, harbour porpoise sightings have been
shown to vary markedly all year round, with low occurrence
months that can alternate with high occurrence months in
the southern North Sea (e.g. Siebert ef al., 2006, Thomsen
et al., 2006). Finally, because of the low number of sightings
made during this aerial survey, density estimation was not cal-
culated (Buckland et al., 2001).

For its part, the monitoring of strandings was conducted
continuously over ten years. A total of 135 stranded harbour
porpoises was recorded and analysed. Strandings occurred
around the whole of the Brittany coastline, and in every
year since 1997. Autumn and winter months seemed to lead
to an increase of strandings that could be explained by
weather conditions. But harbour porpoises were distinguished
from the other cetaceans as they were found more
frequently—in proportion among all the cetaceans—stranded
between September and January. This monthly distribution of
strandings appeared to be very different from the summer
peaks detected, for instance, in the Baltic and the North Sea
(Hasselmeier et al., 2004; Siebert et al., 2006). Seasonal move-
ment of the species that could approach the coasts and vari-
ations in the total distribution of the different cetacean
species could be at the origin of this characteristic.

By-catch in fishing nets can lead to the death of harbour
porpoises (e.g. Tregenza et al, 1997; Northridge &
Hammond, 1999; Siebert et al, 2006). In the Celtic Sea, the
impact of fisheries using set gillnets on porpoise populations
has been shown to be not negligible (Tregenza et al, 1997).
During winter months, more than 30% of the porpoises
stranded around the coasts of Brittany exhibited signs typi-
cally resulting from a by-catch incident (Kuiken, 1994) prior
to, and most probably the reason for, the stranding.

The local specificities highlighted by our study—an
increased frequency of stranding during autumn and winter
months and a strong impact of by-catch on stranding
numbers during winter months—need further study.

HARBOUR PORPOISES IN NORTH-WESTERN FRANCE

Harbour porpoises are known to be metabolically very
active animals, and require significant daily food intakes
(Evans, 1987). The availability of foods, as well as interactions
with other species in competing for the same food source, will
also need to be studied during these periods of the year.

Harbour porpoise comeback in Brittany

Our study strongly confirms the comeback of the harbour
porpoise around the Brittany coast. In fact, a yearly increase
in the numbers of porpoise strandings has been observed,
and the significance of this increase was reinforced by
finding that the proportion of porpoises among all the ceta-
ceans increased similarly. The standardized organization of
the stranding data collection strengthens the validity of our
analysis, by avoiding monthly or yearly variations in effort.
Thus, if strandings are more or less representative of a given
population for marine mammals, this stranding increase
also reflects the comeback of harbour porpoises along the
Brittany coast. In fact, stranding data represent a first step
in detecting variations in the cetacean population abundance
(Evans & Hammond, 2004). The harbour porpoise is known
to be a shelf-water inhabitant, and is often observed in
shallow waters. The French coasts of the south-west of the
western English Channel offers these types of conditions,
and a stable population of harbour porpoise could be estab-
lished again. But a feature of our analysis is the almost total
absence of stranded calves, strongly differing from other
studies (e.g. Hasselmeier et al, 2004; Siebert et al., 2006),
and this raises in particular questions about breeding sites.

A new aerial survey has now to be planned, covering the
whole of the year, and with the major aims of calculating
harbour porpoise densities, detecting potential seasonal move-
ments, especially those concerning the average distances from
the coasts, and searching for mother-calf pairs. A genetic
analysis of the stranded individuals has also been planned
for some years, and the samples are in the course of being
studied (Hassani et al., 2008). Comparison with other por-
poise populations is in progress, in order to look for the poss-
ible existence of local sub-populations.

These long term monitoring, diet and genetic studies are
required for a better understanding of the local porpoise
population, and for the effective implementation of a conser-
vation plan.
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Abstract

Field surveys have reported a global shift in harbour porpoise distribution in European waters during the last 15 years,
including a return to the Atlantic coasts of France. In this study, we analyzed genetic polymorphisms at a fragment of the
mitochondrial control region (mtDNA CR) and 7 nuclear microsatellite loci, for 52 animals stranded and by-caught between
2000 and 2010 along the Atlantic coasts of France. The analysis of nuclear and mitochondrial loci provided contrasting
results. The mtDNA revealed two genetically distinct groups, one closely related to the Iberian and African harbour
porpoises, and the second related to individuals from the more northern waters of Europe. In contrast, nuclear
polymorphisms did not display such a distinction. Nuclear markers suggested that harbour porpoises behaved as a randomly
mating population along the Atlantic coasts of France. The difference between the two kinds of markers can be explained
by differences in their mode of inheritance, the mtDNA being maternally inherited in contrast to nuclear loci that are bi-
parentally inherited. Our results provide evidence that a major proportion of the animals we sampled are admixed
individuals from the two genetically distinct populations previously identified along the Iberian coasts and in the North East
Atlantic. The French Atlantic coasts are clearly the place where these two previously separated populations of harbour
porpoises are now admixing. The present shifts in distribution of harbour porpoises along this coast is likely caused by
habitat changes that will need to be further studied.
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Introduction

The harbour porpoise (Phocoena phocoena), one of the smallest
cetaceans, is widely distributed in the cold to temperate coastal
waters of the northern hemisphere. The species occurs in three
major areas, the North Pacific, the North Atlantic and the Black
Sea [1,2]. In the North Atlantic Ocean, it is the most common
cetacean species [3]. The North Atlantic population of harbour
porpoise has recently been the subject of several studies, that
focused mainly on its spatial and temporal distribution [3-8].
From the 1940s onwards, field observations (based on strandings,
by-catch and sightings) reported that harbour porpoises, com-
monly encountered in the southern North Sea and off the coasts of
the European mainland from Spain to Denmark, declined
abruptly [9,10]. More recently, the large scale field surveys
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SCANS I, performed in 1994 [3] and SCANS II performed in
2005 [5], estimated a constant abundance of about 385,000
harbour porpoises in the eastern part of the North Atlantic [3].
However, a comparison of these survey results also highlighted
a marked shift in distribution range of the species in the European
waters during a 10-year period. More commonly distributed in the
northern part of the North Sea in 1994, the surveys conducted in
2005 detected higher abundances of harbour porpoises along the
south-east coast of the United Kingdom and in the Celtic Sea. In
the eastern part of the North Atlantic, the harbour porpoises
clearly experienced a global southward shift going on for some
years.

Local studies confirmed this shift in distribution, and the return
of harbour porpoises have been clearly documented along Dutch
[11], German [6,12], Southwest Britain [13] and French coasts
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[8]. However, the reasons for these global movements are not
clearly understood. Reijinders [10] argued that a mix of
environmental changes and of direct anthropogenic impacts could
be involved (e.g. variations in the availability of prey, especially
herring and mackerel, and by-catch in fishing nets). Indeed, the
repartition of harbour porpoises is expected to be strongly tied to
variation in the primary and secondary productivity that provides
the basis for apex consumers [14-16]. Harbour porpoises display
an energy demanding reproductive schedule [14], as females are
often gestating and lactating at the same time and parturition
occurs shortly before mating [17]. Their small body size also limits
their ability to store energy [18]. Taken together, these factors
suggest that harbour porpoises must feed frequently without
prolonged periods of fasting. Relatively continuous accessibility to
adequate prey is therefore critical, and any changes in prey
availability may affect energy stores, and ultimately survival [19].
Thus, temporary shortages in prey availability can have negative
impacts on these animals and are likely to be responsible for
changes in their distribution [20-23].

Harbour porpoises also suffer considerable mortality due to
accidental by-catches in certain commercial fisheries. For instance,
a clear increase in the proportion of by-catch among the stranded
harbour porpoises along the coasts of Brittany in North West of
France has been observed in the winter months [8]. Although the
population of harbour porpoise in the North Atlantic is relatively
large, area-specific studies have demonstrated that the impact of
by-catch may be worrying [24-27]. Moreover, the impact of
environmental changes on marine mammal species has also
become a major, if not the first preoccupation [16,28-30]. The
changes in the distribution patterns of harbour porpoises, which
occurred on a very short and recent time scale, certainly illustrate
this problem. However, any assessment and conservation efforts
require a detailed knowledge of the species abundance and
population structure.

Consequently, there has been a growing interest in studying the
population structure of the harbour porpoise in recent decades
[31-34], especially in the North Atlantic waters. In the eastern
part of the North Atlantic, previous genetic studies have shown
that some genetic differentiation existed between local groups of
harbour porpoises [35-38], but at the eastern North Atlantic scale
most of the species’ distribution range behaved as a continuous
population with the genetic differentiation between individuals
increasing with the geographic distance (i.e. Isolation by distance
pattern) [15,39]. However, this continuum is limited to the south
of the Bay of Biscay by marked oceanographic changes, with deep
warm waters deviating from the harbour porpoise habitat
requirements [15,16]. Harbour porpoises also occur further south
along the Iberian coasts. Fontaine e al. [15,16] showed that
Iberian porpoises were a population genetically distinct from the
one found further north.

Harbour porpoises are increasingly sighted and stranded over
the last 11 years along the French Atlantic coast [8], but at present
their origins are unclear. They could originate from the north with
a southward shift of porpoises from the Irish Seas, Celtic Seas, and
the English Channel. Alternatively, harbour porpoises could have
originated from the Iberian population and have crossed the
unsuitable habitat conditions in the south of the Bay of Biscay, or
form a mixture from these two putative source populations.

In this study, we investigated the genetic compositions of
harbour porpoises stranded or by-caught over the last ten years
along the coasts of France. We analyzed the genetic polymorphism
of these individuals at a fragment of the mtDNA control region
and at 7 autosomal microsatellite loci. The maternally inherited
mtDNA provides a maternal view of the population structure and
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diversity. Furthermore, this mtDNA marker has been widely used
to study harbour porpoises genetic structure in Europe [31,32,38—
41]. This enabled us to place our local study in a global context.
On the other side, fast-evolving bi-parentally inherited micro-
satellite loci provide a complementary perspective to the mtDNA.
These type of markers were also shown to be highly informative to
discriminate the Iberian harbour porpoises from those further
North [15,16]. The complementarity between mtDNA and
microsatellite loci thus provides a suitable approach to investigat-
ing the genetic composition of harbour porpoises increasingly
found along the Atlantic coasts of France.

Results

Tissue samples were collected from 52 harbour porpoises,
stranded or by-caught along the French coasts between 2000 and
2010 (Figure 1). None of the samples were included in previous
studies (W. Dabin, S. Hassani, personal communication). Two
groups of samples were a prior: defined, depending on the locations
of the stranding or catching (Figure 1): one group included the
samples of the North of France (group BEC for “Brittany and
English Channel”) and the other one those of the south of France
(group BOB, “Bay of Biscay”). The two groups were of
comparable size, 21 individuals for the BOB group (7 females,
14 males), and 31 individuals for the BEC group (16 females, 15
males) (Table S1).

Analysis of mtDNA Control Region Sequences

Fifty samples were sequenced for a 581 bp fragment of mtDNA
Control Region (mtDNA CR) including also the tRNA-pro and
part of the tRNA-thr. Twenty-four variable sites (21 transitions, 1
transversion and 2 deletions) defined 15 unique haplotypes (named
from FrA to FrO, GenBank Accession Numbers: HQ412579-
HQ412587 and JF461056- JF461061; Table S2). Eleven were
found in the BEC samples and 8 in the BOB ones. The haplotypes
FrM (n=15), FrL (n=10), and FrE (n=10) were the three most
common and were found in the two groups of samples (BOB and
BEC). Eleven haplotypes were found only once, and the FrG
haplotype was identified in 4 individuals of the BEC (n=3) and
the BOB (n=1) groups. Haplotype (H) and nucleotide (m)
diversities overall the sampling were H4;=0.84 (95Confidence
Interval (CI): [0.53-0.91]) and my;=0.00638 (95CI:[0.00155~
0.0162]) and were comparable in the two geographic groups
(Hpop=0.85 (95CI:[0.46-0.92]) and Hpgr,=0.84 (95CI:[0.50—
0.92]) and mpep=0.00620 (95CI:[0.00121-0.0150]) and
T pre=0.00666 (95CI:[0.00167-0.0171]).

Phylogenetic relationships between the 15 haplotypes are
displayed on an unrooted Maximum Likelthood (ML) tree
(Figure 2a) and on a minimum spanning network (Figure Sla).
No obvious geographic partitioning of haplotypes was identified.
Haplotypes carried by the harbour porpoises from the two
geographic groups (BEC and BOB) appeared to be distributed
randomly across both the tree and the network. This is consistent
with the non-significant value obtained for both measures of
genetic differentiation at the haplotypic level (Hgz estimator of
Hudson et al [42]) and at the nucleotidic level (Hudson’s nearest
neighbor distance, Snn, [43]) between the two groups tested (BEC
and BOB, H¢r=-0.011, p=0.863; Smn=0.464, p=0.989).
Although no geographic partitioning was observed, two groups
of haplotypes can be identified in the haplotype network and in the
ML tree. The first group (hereafter called o) displayed a “star-like”
topology composed of 6 haplotypes surrounding a dominant
haplotype (in blue on the ML tree, Figure 2). This topology was
also captured by a significant Tajima’s D (D=—1.88 (95CIL:
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Figure 1. Geographic repartition of sampling sites of harbour porpoises. Samples were taken from 52 stranded or by-caught (BC) harbour
porpoises. Dots indicate the places of sampling, and numbers of individuals for each site are indicated. Samples have been arbitrarily named
following their place of sampling, either as BOB (Bay Of Biscay) or BEC (Brittany and English Channel).

doi:10.1371/journal.pone.0044425.9001

[—1.69-1.84]), P<<0.05). It comprised 16 individuals, 10 of the
group BEC and 6 of the group BOB. The second group (B) was
composed of 27 individuals, 11 from BOB region and 16 from
BEC region, with two dominant haplotypes separated by only one
mutation in position 126 and two single individual haplotypes
(represented in red, Figure 2). The value of the Tajima’s D was
non-significant (D= —0.80 (95CIL: [—1.57-1.77]), P>0.10). The
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remaining 4 haplotypes (encompassing 7 individuals) are at least at
2 substitutions distant from the nearest haplotype (Figure 2, and
Figure S1). The groups o and § were highly supported on the ML
tree with branch supports of 76% and 77%, respectively. This
separation in two haplogroups o and B was also clearly visualized
by the non-metric multi-dimensional scaling (nMDS). Haplotypes
from the group o (in blue on Figure 3a) clustered at the right part

September 2012 | Volume 7 | Issue 9 | e44425



Harbour Porpoises along the French Coasts

A B N7
18
56
10
% IC22ICZ IC13 N23
a M
N9 4 83
1 515,
1C27 8 [
" 2 IC5 8 56
9 N19 N15
N ic31 9 JIS5 93 g
93 S8 ~ 85 1
86 . s13
N2 g8 N21
i1
IC14 5 1c29 i
N6 8
Via23 g N
- T—S
1c16 :
N22|
PHO3
S3
Group Beta 84 5
N1
85, PHOS, N7
92
— S4 3
0.001 )
PHOQ 84
g 1 Mic3o
N1 N26 NMSM 1C23
m =Group Alpha | m=North of Europe
m = Group Beta m = France 128
@ = South of Europe 20
m = Others P
<$7=Black Sea
This study Genbank —_—
0.002

Figure 2. Maximum likelihood trees reconstructed using mtDNA control region haplotypes. A. Maximum likelihood tree obtained for the
581 bp mtDNA control region sequences determined in this study. Supports for the nodes were determined by an approximate likelihood-ratio test,
and values are represented in %. Two groups, possessing high branch support values, appeared from the tree analysis (represented as group a and
group B), each of the two mixing individuals of the two arbitrary geographic groups BEC and BOB. B. Maximum likelihood tree obtained for the 56
haplotypes defined from the common 334 bp fragment of the harbour porpoise mtDNA control region determined during this study and previous
ones (listed on Table S3). Supports for the nodes were determined by an approximate likelihood-ratio test, and values are represented in %. The
sequence of the mtDNA control Region of an harbour porpoise coming from black sea (EF063646, [15,40]), was included in the analysis. Geographic
origins of the samples can be seen on the plot. Except 2, all haplotypes found on individuals sampled at positions south of France in previous studies
(i.e. Iberian and African coasts) are clustered in a group together with the 4 haplotypes of the group B characterized in this study. The group is
supported by high value tested by the approximate likelihood-ratio method.

doi:10.1371/journal.pone.0044425.9g002

number of haplotypes identified to 56. The final data set
comprised 44 polymorphic sites defining 56 haplotypes coming
from Genbank sequences including 10 haplotypes common with

of the figure, while haplotypes from the group B (in red, Figure 3a)
all group together on the left part. Unassigned haplotypes were
distributed in between those two groups.

We found no significant correlations between haplogroup
membership (o and B) and the sex of the animals (x*=0.65,
p=0.42, df=1), nor with the year of stranding or by-catch
(x*=4.04, p=0.77, df=7) nor the season (3>=2.38, p=0.50,

df=3).

In order to obtain a European-wide picture of the mtDNA
structure, we combined our mtDNA dataset with eighty-two
previously published mtDNA sequences, all coming from harbour
porpoises collected along the East side of the North Atlantic (see
Table S3). These data overlap on a 334 bp fragment. Truncating
our sequence data set removed 9 polymorphic positions (i.e. at
position 13 and positions 447 to 569; Table S2), but still defined 10
distinct haplotypes (out of the 15), which matched with those
previously published, themselves truncated to the 334 bps over-
lapping part (Table S4). Similarly, truncating the 82 haplotypes
from Genbank eliminated some variable positions and reduced the
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our sampling.

The nMDS analysis on this dataset displayed a strongly
organized plot depicting a clear geographic structure (Figure 3b).
All but two of the haplotypes (S14 et S17, [39]) found in porpoises
from the south of the Bay of Biscay clustered on the lower left
corner of the plot (orange triangles, Figure 3b). Unambiguously,
this cluster also included all the haplotypes of our previously
defined group B (red dots, Figure 3b), as well as some haplotypes
from individuals from French coasts (purples triangles, Figure 3b).
More precisely, this cluster included haplotypes VIA26, VIA27,
VIA28, VIA30 and VIA31 [40], found on individuals from the
Spanish and French coasts, haplotypes S6, S8, S9, S13, S15 and
S16 sampled on French, Portuguese and African coasts [39]
together with the truncated form of our haplotypes FrK, FrL, FrM
and FrN. Also, this cluster included the haplotype S5, sampled in
the North Sea by Tolley & Rosel [39] (green triangle, Figure 3b).
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The haplotypes from all other porpoises were distributed on the
remainder of the plot, and mixed all the animals sampled from
geographic positions located to the north of the English Channel
(green triangles, Figure 3b). Only two exceptions occurred:
haplotypes S14 and S17, sampled respectively along Portuguese
and African coasts [39], were clearly visible as 2 orange triangles in
the lower right part of the plot (Figure 3b). Also, some individuals
stranded or by-caught along the French coasts, especially all novel
haplotypes defined in this study and not attributed to the group
B were scattered on the rest of the plot (purple triangles, black and
blue dots, Figure 3b).

Figure 2b and Figure S1b show the unrooted ML tree and the
M] network for the combined dataset, including the 56 haplotypes.
The two analyses depicted a rather shallow phylogeny as observed
in previous studies [35,39], but clearly highlighted the grouping
observed with the nMDS analysis. All the haplotypes found in
porpoises from African, Portuguese and Spain coasts (orange
squares, Iigure 2B) grouped together with the haplotypes from
group B identified in the present study (red squares, Figure 2B),
jointly with some haplotypes coming from French samples of
previous studies [39,40]. Branch support for this group was
particularly high (84%).

Microsatellite Variation Analysis

Seven microsatellite loci, previously identified by Rosel et al.
[41] and genotyped here were all polymorphic and showed
between 7 and 15 alleles in our samples (Table 1, and Table S5).
Allelic richness varied from 5.81 (PPHO131) to 10.56 (PPHO130),
and observed and expected heterozygosity ranged from H,=0.457
to H,=0.913 and H,=0.670 to H,=0.885. No evidence of linkage
disequilibrium was found in any pairwise locus comparison
(p>0.05 for all pair-wise comparisons). Allelic frequencies
displayed no significant departure from Hardy-Weinberg expecta-
tions in the global sample (F;3=0.01 (95CI:[—0.08-0.12]),
p=0.314), nor for each sub-grouping we considered based on
mitochondrial ~ haplogroup  (haplogroup o,  F;=0.08
(95CL:[—-0.05-0.21]), p=0.061 and B,  Fi=-0.02
(95CL:[—0.11-0.08]), p=0.743), nor for sub-grouping based on
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geography (BEC, F;s=0.02 (95CI:[—0.10-0.17]), p=0.304 and
BOB, F;g=—0.01 (95CI:[—0.07-0.07]),p = 0.596). However, one
locus (PPHO102) displayed a significant deficit of heterozygosity in
the global sample (F75=0.321, p<0.05) and within the group BEC
(F15=10.388, p<<0.05). All other Fjg values were non-significant
(Table S5). In agreement with the absence of departure from HW
expectations, we did not detect any significant differences in allelic
frequencies between the two geographic groups (BEC versus BOB,
Fgr=10.01 (95CI: [—0.01-0.03]), p =0.065) nor between the two
mtDNA haplogroups (o versus B, Fg7=—0.01 (95CIL:[—0.02—
0.00]), p=0.929).

The analysis of allelic richness, private alleles and excepted
heterozygosity are presented in Table 1 for the BOB and the BEC
groups. Group BOB displayed higher values of private alleles than
group BEC, as well as higher levels of heterozygosity and allelic
richness (Wilcoxon signed ranked (WSR) test, p=0.05). The
groups o and B did not display such difference (WSR test,
p>0.05).

We further investigated potential population subdivision by
conducting a Bayesian clustering analysis using the program
Structure V2.3 [44—46]. All the model settings we tested, z.e. with
or without admixture and using the standard or the logprior model,
returned comparable results: the data did not contain any
evidence of population subdivision. The number of groups (K)
that best explained the data was K =1 with a posterior probability
for this value of p>0.99 (Figure S2). Therefore, the analysis of
microsatellite variation did not reveal any evidence of population
subdivision within our global sample, in contrast to the results
obtained based on the mtDNA control region sequence poly-
morphisms.

To ensure that such lack of significant differentiation is not the
result from a low power, we evaluated the statistical power that
can be achieved using our microsatellite dataset, representative of
the animal sampling and of the loci number and polymorphisms,
using Powsim [47]. Fontaine et al. [16] estimated effective
population sizes for both Iberian and northern Bay of Biscay
harbour porpoise populations as, respectively, n =79 and n = 353,
and a splitting time between the two populations of at least 35
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Figure 3. Multidimensional Scaling plots representative of distance between mtDNA control region sequences. A. Distances between
the harbour porpoise samples analyzed in this study. Individuals attributed to group o by the maximum likelihood analysis are represented as blue
dots, to group  as red dots, and individuals unassigned as black dots. Individuals of each group are clearly clustered together, thus highlighting the
discrimination between the two groups. B. Distances between the 56 haplotypes defined from the common 334 bp sequenced during this study and
previous ones (listed on Table S2 and S3). Geographic origins of the samples can be seen on the plot. Except 2, all the haplotypes determined from
samples coming from areas localized south to France (Spain, Portugal or African coasts) and from samples of the group P of this study are clustered

together.
doi:10.1371/journal.pone.0044425.9g003
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generations. On this basis, we used the most stringent values, an
effective population size of 353 individuals and a number of
generations (t) set to 35, and the genetic differentiation was
quantified as Fg7=0.049. A higher number of generations, or
a lower population size such as the one calculated for the Iberian
population would have lead to a higher genetic differentiation.
Fisher’s exact test and Chi-square estimated that, using our
sampling (ny, = 14 and ng = 21), such level of genetic differentiation
would have been detected, if existing, in all cases (100%
probability).

Rather than being the result of a low statistical power due to
small sample size, the lack of genetic differentiation detected by
microsatellite polymorphisms is instead likely to reflect actual
genetic admixture between harbour porpoises along the French
Atlantic coast.

Discussion

Duguy observed that, having once been one of the most
common cetacean species, the harbour porpoise had become rare
along the French Atlantic coasts [9]. It is only since the mid-1990s
that a recovery of the species has been confirmed in this area [8].
It was believed that the abundance recovery was simply related to
a general southward shift of the species detected in European
waters by the two SCANS campaigns [3,5] and by local studies on
European mainland coasts north to the English Channel [6,11—
13]. However, biological interactions between Iberian and French
harbour porpoises have long been hypothesized [48]. In fact,
although recent genetic studies identified two distinct populations
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Table 1. Summary statistics for the 7 microsatellite loci analyzed.
All samples
Locus N nA range He Ho A Fis
PPHO110 46 9 124-146 0.795 0.891 6.35 —0.122
PPHO130 45 15 113-143 0.834 0.844 10.56 —0.013
PPHO137 45 15 159-189 0.885 0.756 10.24 0.148
PPHO102 46 10 176-198 0.670 0.457 748 0.321*
PPHO142 46 15 174-208 0.789 0.826 9.60 —0.048
PPHO104 46 13 193-233 0.860 0.891 9.30 —0.037
PPHO131 46 7 110-130 0.809 0913 5.81 —0.130
All 46 12 0.806 0.797 8.48 0.011
Group BEC (Britanny and English Channel) Group BOB (Bay Of Biscay)
Locus A npA He A npA He
PPHO110 552 0.04 0.783 7.71 31 0.822
PPHO130 10.03 244 0.808 10.53 297 0.859
PPHO137 8.39 1.66 0.825 11.55 541 0.892
PPHO102 7.59 1.87 0.686 7.34 1.37 0.654
PPHO142 9.95 2.38 0.753 10.03 261 0.836
PPHO104 8.97 1.55 0.826 9.91 2.50 0.895
PPHO131 5.54 0.04 0.814 6.38 1.21 0.818
All 8.00 1.42 0.785 9.06 2.74 0.825
Data are expressed for each locus and as the average of all loci for all samples, and for arbitrary geographic groups BEC and BOB.
N =sample size, nA=number of alleles, range =range of allele sizes in bp, He=non biased expected heterozygosity, Ho = observed heterozygosity, A= allelic richness
(estimated for a sample size of 14 individuals), npA =number of private alleles (estimated for a sample size of 19 individuals), F;;_value F; calculated after Weir and
Cockerham. Asterisks mark significant departure from HWE after the Bonferroni correction (*: p<<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0044425.t001

surrounding the Bay of Biscay, they also detected northward
migrants from the Iberian population to the North East Atlantic
[15,16]. Thus, the population structure of the harbour porpoise
along the French coasts needed to be elucidated to properly
understand the change in the species’ distribution.

Dual Geographic Origin of French Harbour Porpoises

Both the haplotype networks and ML phylogenetic trees
highlighted the existence of two mitochondrial haplogroups in
the harbour porpoises found along the French Atlantic coasts. The
nMDS analysis provided a particularly clear-cut picture of the
genetic distinction between groups of harbour porpoises both at
alocal scale in the Bay of Biscay and at the eastern North Atlantic
scale, when we compared our new data with those previously
published [31,32,36,39,40]. One of the haplogroups (ie. B)
clustered with the haplotypes found in Iberian and African
harbour porpoises, together with some French individuals pre-
viously analysed [39,40]. This “South cluster” appeared very
clearly on the ML tree, and contained only one exception, an
individual sampled in the North Sea [39]. Only two haplotypes
sampled from Iberian and African harbour porpoises by Tolley &
Rosel [39] are missing from the “South cluster”. The second
haplogroup (i.e., o) corresponded to harbour porpoises originating
from North East Atlantic, including the North Sea, the English
Channel and the French coasts [31,32,39,40]. Haplotypes pre-
viously identified for French harbour porpoises could either belong
to one of the two groups.

The mtDNA data thus clearly revealed that harbour porpoises
found along the French Atlantic coasts display a dual genetic
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origin. This result is consistent with previous observations of
Tolley & Rosel [39] who documented genetic structuring in the
harbour porpoise population along the European coasts. However,
the nMDS analysis performed in this study provided an even
higher resolution. The two genetic haplogroups defined on the
basis of mtDNA variation thus have a geographic explanation, and
enabled us to distinguish between the African-Iberian population
and individuals originating from North East Atlantic waters.
Accordingly, the co-existence of these two haplogroups along
the French coasts shows that some individuals migrated southward
from the northern waters, or were the offspring of such migrants.
Their movement can partially explain the recovery of the harbour
porpoise along the coasts of France, and certainly correspond with
the more global southward shift in the species distribution in the
castern North Atlantic waters [5]. However, it is also clear that
some harbour porpoises originated from the Iberian population
and crossed the putative environmental barrier to dispersal
presented by the Capbreton canyon and migrated northwards to
the Bay of Biscay and further north to the coasts of Brittany. They,
or their offspring, account for more than the half of the harbour
porpoises of our sampling. This phenomenon is clearly recent, as
suggested by the increased observations of harbour porpoises
along the French coasts in the last ten years after their quasi-
disappearance from the same geographic area [8,9].

The Lack of Genetic Structure in Autosomal Microsatellite
Loci

The analysis of microsatellite polymorphism provided a distinct
perspective from the mtDNA one. The seven loci analyzed were
highly polymorphic, but they did not reveal any evidence of
genetic subdivision in our sampling. We detected no departure
from Hardy-Weinberg expectations and none of our analyses
based on allelic frequency or on the Bayesian clustering detected
any population subdivisions. Even the new algorithm of Structure
2.3.3 (the “locprior” model, [46]) designed to detect weak genetic
structure did not help in recovering any population subdivision.

Evaluation of the statistical power of our analysis using the
simulation-based procedure of Powsim showed that the lack of
genetic structure detection is not caused by low statistical power.
Indeed, the statistical power of detecting a significant Fgy value,
given the effective population sizes of the Iberian population and
the northern Biscayan population estimated in [16], the number of
loci and the sample size we have analysed here, reached about
100%. This indicates that only biological process can explain this
lack of population structure at autosomal loci. It is to note that the
simulation of the genetic drift between the Iberian and the
population further north using Powsim led to Fgr values
remarkably close to the observed values, calculated by Fontaine
et al. [15], still reinforcing the significance of this evaluation.

The fact that microsatellite allele frequencies do not depart from
HW expectations clearly suggests that, at this geographic scale,
harbour porpoises in the Bay of Biscay and along the coasts of
Brittany behave as a randomly mating unit. On the other hand,
mitochondrial data show that harbour porpoises in this area are
a mixture from the two populations surrounding the Bay of Biscay.
One hypothesis is that admixture between two genetically distinct
populations can explain such combination of results. Hardy
Weinberg equilibrium can be restored after just one generation, if
the populations truly behave as a global random mating unit [49].
This could thus explain why we observed no departure from HW
expectations along the Atlantic coasts of France. Female harbour
porpoises reach sexual maturity at 3—4 years of age [17], and thus
only a few years are needed to generate hybrid offspring.
Therefore, this would imply that a significant proportion of the
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animals sampled constitute admixed individuals derived from the
two genetically distinct populations previously identified along the
Iberian coasts and in the North East Atlantic [15]. However,
quantifying the exact proportions of admixture will require more
detailed sampling of source populations.

The only signal of genetic structure that we detected in the
nuclear markers was the significantly higher value of allelic
richness and private allelic richness in samples coming from the
Bay of Biscay (group BOB) compared to those of the Brittany and
English Channel (group BEC). As these groups were defined on
a geographic basis, this result could be explained by the isolation
by distance pattern demonstrated for the harbour porpoise in
North East Atlantic waters [15]. But the absence of significant
differences in allelic frequencies between the two groups,
combined with the relatively small distance and absence of any
natural barrier between the two geographic areas, leads us to
believe that, if it does exist, this genetic difference is very weak.
The proportion of animals coming from the Iberian waters should
be higher in the group BOB, closer to the Capbreton canyon than
the group BEC, thus leading to this higher genetic diversity.

Implications in Terms of Conservation

The French Atlantic coast clearly appears to be an area of
contact and probably admixture between two previously separated
populations of harbour porpoises. Harbour porpoises had almost
totally disappeared in this area by the mid 1990s, but they have
made, and continue to make, a strong recovery, with increasing
number of sightings and strandings [8]. This suggests that habitat
conditions are becoming more suitable to sustain the return of
harbour porpoises along the French coast. Attention should be
paid to this specific area in the future both in terms of conservation
and further study. As recommended [50], the by-catch of harbour
porpoises will have to be carefully evaluated, and campaigns to
number individuals will have to be planned in order to evaluate
the percentage of the population impacted by by-catch. The recent
creation of the first French Marine Park in the Iroise Sea (official
site: http://www.parc-marin-iroise.gouv.fr) will obviously help in
this required conservation effort. A program of scientific studies,
named “INPECMAM”, has been defined, with the aim of
following the small cetacean by-catch events in the Iroise Sea,
and the harbour porpoise will be an important component of this
study.

What are the Possible causes of the Harbour Porpoise
Shifts?

Besides being informative for conservation efforts, our results
underline the value of studying the changes in distribution of the
harbour porpoise in European waters, with a special focus on the
French coasts. The Bay of Biscay and the waters off the coasts of
Brittany deserve special attention, as this area represents a well-
known biogeographic transition zone between temperate species
and subtropical species [51]. The impact of climate change could
hence be more visible here [52]. The harbour porpoise was almost
absent from this area until recently, but a genetic signal of
migration between the two populations surrounding it was already
detected previously [16]. Our study strongly suggests that most of
these migration events could have occurred in the last few years.
Shifts in harbour porpoise distribution are thus ongoing in
European waters, and the French coast is particularly significant
because there are two concomitant shifts occurring, one southward
and the other northward. The geographic limits of the northward
migration of the Iberian population will have to be determined in
the coming years, as well as the limits of the southward shift of the
North East Atlantic population.
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Habitat changes, especially ones potentially affecting the food
availability, are suspected to be the cause for marine predator
displacements. Such changes would be significant for harbour
porpoises, because they have only limited energy storage capacity
[18]. Climate change has been shown to affect fish distributions
[52,53], but except for some specific cases, its effects on cetaceans,
often highly mobile, have been difficult to study [19,29,54].
Fontaine et al. [16] hypothesized that the northward migration of
the Iberian harbour porpoise population could be interpreted as
aresponse to ocean warming, as might be expected for a temperate
predator in the Northern hemisphere. Our results may well
support this theory.

The complementary use of nuclear and mitochondrial markers
has enabled us to uncover that the harbour porpoises found along
the coasts of Irance have a dual origin, and that the two
populations are currently hybridizing. The coasts of France
therefore appear to be an area of major significance for Atlantic
harbour porpoises, and may provide a key to understanding the
range shift of a marine apex predator in response to a changing
environment.

Materials and Methods

DNA Extraction and PCR-based Sex Determination

Samples were derived from different organs (skin, blubber,
muscle, kidney and liver) and all kept either at room temperature
in 95° ethanol or frozen at —20°C. Total genomic DNA was
extracted from all types of samples using the DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen) following the manufacturer recommendations.
The quality of the extracted DNA was estimated by agarose gel
electrophoresis and concentrations were determined using a Nano-
drop 1000 (Thermo Scientific). The sex of each animal was
determined as described [55,56].

Amplification, Sequencing and Analysis of the
Mitochondrial DNA Control Region

A fragment of 623 bp, from position 15375 to 15997 on the P.
phocoena complete mitochondrial genome sequence (Genbank ref.
AJ554063.1), including the mitochondrial control region, was
amplified using two primers: merf (5'-accteggtettgtaaacc-3') and
merr (5'-accaaatgaatgaaatctcag-3'), derived from primers L15928
and HOOO34 [33,57]. The polymerase chain reactions (PCR)
were carried out in 50 Ul of final volume containing around 50 ng
of genomic DNA, 1 UM of each primer in the Hotgoldstar master
mix xl (Eurogentec) with a final concentration of MgCly of
2.5 mM. After an initial denaturation step of 10 min at 95°C, the
cycling parameters were: 5 cycles of 95°C for 30 s, 46°C for 30 s
and 72°C for 60 s each, followed by 35 cycles consisting 95°C for
30 s, 53°C for 30 s and 72°C for 60 s. Reactions were ended by
a final extension step of 10 min at 72°C.

The PCR products were purified using the Quick Clean 5M
PCR  purification Kit (Genscript) and sequenced on an
ABI3730XL sequencer by Macrogen (Korea), in presence of one
of the primers used for DNA amplification. Each haplotype was
sequenced on both directions, te. in forward and reverse sense, at
least one time. Results of the sequence reactions were analyzed
using the Sequence Scanner software (Applied Biosystem).
Consensus sequences and alignments were produced using Bioedit
[58].

In addition to these new data, a total of eighty two sequences of
mitochondrial control region of European and African harbour
porpoises were found in Genbank by a key-word search, using “D-
Loop” or “Control region” restricted to the Phocoena phocoena
species, and then excluding Pacific, East Atlantic and Black Sea
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samples (Table S3). All the data overlapped for a 334 bps length
fragment of the D-loop region starting at the position 15477 of the
complete mitochondrial genome (Genbank ref. AJ554063.1). All
the sequences including the new ones uncovered in this study were
truncated to this common 334 bps part to produce a second
dataset combining local data with European ones on which the
analyses were replicated (Table S6).

Data Analyses

For population genetic analysis, we used Arlequin 3.11 [59] in
order to identify the different haplotypes and DnaSP V.5.10 to
calculate haplotype and nucleotide diversities and Tajima’s D
statistics [60,61]. Phylogenetic relationships among haplotypes
were depicted using a median joining network of haplotypes using
Network 4.6 (www .fluxus-engineering.com). We also used a max-
imum-likelihood (ML) approach to construct the phylogenetic
trees using an online phylogeny pipeline [62]. Sequences were
aligned using MUSCLE [63], a ML tree was built using PhyML
with a HKY85 model of sequence evolution and the gamma
correction [64]. The tree was drawn using TreeDyn [65]. Branch
supports were tested using the approximate likelihood-ratio
method [66]. We also tested a parsimony approach (INT, [67])
and neighbor-joining distance-based methods (BION]J, [68]) to
check for the consistency of the results.

We used a multi-dimensional scaling (MDS) approach in order
to graphically represent genetic distances between haplotypes. The
model used is an ordinal (non metric) nMDS using monotone
regression and rank images. This method display each haplotype
sequence in a n-dimensional geometric space so as to respect as
much as possible the rank order of the calculated genetic distances
between each pair of sequences. We computed the distance matrix
using DNAdist [69] the F84 models and similarities table
parameters being both tested. Distances matrix or 1-similarity
matrix were then analyzed by nMDS using Statistica (Statsoft,
2005).

Genetic differentiation between subpopulations was tested at
both the haplotype frequency level using the Hg statistics [42] and
at the nucleotidic level using the Snn statistic [43], both
implemented in the DnaSP v5.10 software [60].

Microsatellite Analysis

We screened 7 nuclear microsatellite loci for 46 harbour
porpoises. We first established new reaction conditions based on
the published sequences of microsatellite-containing loci [41] and
a three primers-reaction approach that use an universal primer
linked to the fluorochrome and a couple of primers specific to the
locus, one of which is extended at its 5'-end by the universal
primer sequence [70]. PCR were carried out in presence of these
three primers, with a molar ratio between the 3 primers of 1/100/
100 (specific-tailed, reverse, universal), in order to allow a pro-
gressive incorporation of the universal primer in new amplicons,
thus labeling PCR products after only few cycles. This protocol
facilitates use of one universal primer per each fluorescent dye,
instead of linking the dye to one of the locus-specific primer. All
primers were designed on the basis of the published sequences with
the help of the OligoAnalyser tool (V. 3.1 on line at http://eu.
idtdna.com). The Table S7 provides the Genbank references of the
published loci [41], the sequences of the specific primers for each
locus, and the sequences of the two universal primers used in this
study.

PCR reactions (25 pl of final volumes) contained around 10 ng
of genomic DNA, 10 pmole of universal and reverse primers, 0.1
pmole of specific-tailed primer, 2.5 mM of MgCl2, 200 uM of
each dNTP and 1 unit of TAQ polymerase (Eurogentec, Belgium)
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in the standard reaction buffer. Cycling profiles consisted in an
initial denaturation step at 94°C for 10 min, followed by 35 cycles
of 94°C for 30 s, 30 s at 55°C and 72°C for 30 s, and ended with
a final extension step of 15 min at 72°C. One pul of each reaction
was diluted in water, mixed with 0.25 ul of GENESCAN 500
ROX (Applied Biosystem), and analyzed on an Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer after a 5 min. denaturation
at 95°C.

The Peak Scanner software (Applied Biosystems) was used to
determine the quality of the reactions and the lengths of the
amplified fragments. Allele sizes were then defined on the basis of
these results, genotyping values were grouped in an Excel
spreadsheet (Microsoft), and converted to the required formats
for further analysis using PGDSpider [71].

Genetic polymorphism at each locus was quantified using allelic
richness (A) and private allelic richness (pAr) measures calculated
using ADZE [72], observed and unbiased expected heterozygos-
ities (Ho and He) and fixation indexes (Fs) were calculated using
FSTAT 2.9.3.2 [73]. Departures from Hardy-Weinberg expecta-
tions were tested using exact tests with the sequential Bonferroni
correction for multiple comparisons [74]. Linkage disequilibrium
among loci was tested using a permutation test (IOS) implemented
in FSTAT 2.9.3.2 [73] Differences in allelic frequencies between
groups of porpoises were tested using exact tests implemented in
GENEPOP 4.0 [75] and quantified using the Weir and
Cockerham estimator of Fgr [76].

We assessed the statistical power of our microsatellite data set
using Powsim [47]. Powsim simulates genetic drift between two
independent populations of given sizes and for a specified number
of generations. The effective population sizes (Ne) and the number
of generations (t) were taken from Fontaine ¢t al. [16], and allowed
Powsim to simulate genetic drifts between the Iberian and the
northern bay of Biscay populations since the time of splitting, and
to estimate the resulting genetic differentiation quantified as Fgs-
Present numbers of samples were then used to calculate the
proportion of significant outcomes among 1000 repetitions using
chi-square and Fisher’s exact tests, leading to an evaluation of the
relevance of the sample sizes and genetic markers used in this
study to detect the expected genetic differentiation.

We further investigated the population structure using the
Bayesian model-based clustering algorithm implemented in
Structure 2.3.3 [44-46]. This analysis partitions multilocus
genotypes into clusters, while minimizing departure from Hardy
Weinberg and linkage equilibrium (HWLE) among loci, and
estimates the ancestry proportions to the different populations. We
conducted the analyses on the multilocus microsatellite genotypic
dataset. The analysis was performed using the “standard model”
of population admixture and allele frequencies correlated among
populations, and also with a no admixture model. A second series
of analysis was performed using the new « locprior » model recently
developed by Hubisz et al. [46] designed to detect weak population
structure by making explicit use of sampling location information.
To that aim, we made use of an a priori assumption that porpoises
from the genetic haplogroups described in this manuscript came
from two distinct populations by modifying the prior on individual
origin in the model. Other settings for the model simulations were
as follow. We conducted a series of independent runs with different
proposals for the number of clusters (K), testing all values from 1 to
5. Each run used 500,000 iterations after a burn-in of 50,000
iterations. To ensure convergence of the Markov Chain Monte
Carlo MCMC), we performed 5 independent replicates for each
value of K. The number of clusters that best explains the data was
tested by computing the posterior probability of the data for
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a given number of clusters tested, P(X|K) and by computing the
rate of change of this value as K is increased [77].

Ethics Statements

The study was entirely based on samples collected from
cetacean carcasses found stranded or accidently by-caught along
the French coasts and did not involve observation or experimen-
tation on captive animals by any mean.

The University of La Rochelle is the institution permanently in
charge of running the French marine mammal stranding network
under the decree of 10 November 2010, jointly taken by the
Ministery in charge of the Environment and the Ministery in
charge of Fisheries, regarding the use of biological data and
samples collected on stranded marine mammals for scientific
research and monitoring purposes.
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Figure S1 Mitochondrial haplotype networks. A. Haplotype
network depicting the relationships between the 15 harbour
porpoises mtDNA control region haplotypes determined in this
study. B. Haplotype network of the 56 truncated haplotypes of
mtDNA control region of harbour porpoise determined in this
study and in previous ones.

(TIF)

Figure S2 Mean probabilities [LnPr(X|K)] of the data as
a function of the fixed number of clusters (K).
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Chapitre V.

Le phoque gris en limite sud de sa répartition, diversité

génétique, histoire ancestrale et régime alimentaire
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Le phoque gris est retrouvé dans I'Atlantique Nord, jusque dans les régions subpolaires
(Harkonen et al. 2007). La mer d'Iroise et la colonie de l'archipel de Moléne représentent la
limite sud de sa répartition géographique. La structure globale de 1'espéce a 1'échelle des eaux
de I'Atlantique (métapopulation, populations séparées géographiquement mais avec des
¢changes importants, vagues de déplacements, de migrations, ...) est encore largement a
préciser, seule la mer Baltique et les cotes est et nord-est des Iles Britanniques ayant été
¢tudiées (Klimova et al. 2014). Des études génétiques extrémement poussées ont été réalisées
sur les liens génétiques entre animaux d'une méme colonie, mais trés peu ont abordé la
structuration globale de la métapopulation Européenne (Pomeroy et al. 2000). En particulier,
les liens entre les phoques gris retrouvés en France et ceux des Iles Britanniques ne sont pas
connus, bien que des mouvements d'individus aient ét¢ démontrés grace a des balises Argos
(Vincent et al. 2005).

La colonie de l'archipel de Moléne est en croissance démographique constante depuis une
quarantaine d'années, alors que relativement peu de naissances sont constatées sur place. Un
point particuliérement intéressant porte sur la spécificité de ce peuplement, tant en termes de
génétique que d'utilisation de 1'habitat.

Comme pour tous les mammiféres marins, initier une étude de génétique, qui implique de
posséder des échantillons biologiques, nécessite de mettre en ceuvre une stratégie dédiée.
Océanopolis possede un centre de soins pour les phoques gris. Une vingtaine d'animaux, agés
de quelques mois au maximum, en trés mauvais €tat physiologique, sont recueillis chaque
année dans la période d'hiver, soignés lorsque cela est possible, puis relachés. Des prises de
sang sont effectuées dans un but thérapeutique sur tous les animaux, et conservées a -20°C.
Une banque de plus de 250 échantillons, prélevés sur une période de 10 années, existe a
Océanopolis. En paralléle, nous avons travaillé aussi sur des échantillons d'animaux échoués
morts, prélevés dans le cadre du Réseau National Echouage, ainsi que sur quelques animaux
capturés accidentellement dans les filets de péche. Une analyse génétique de cet
¢chantillonnage a été initiée, en collaboration avec Océanopolis. Plusieurs étudiants que j'ai
encadrés ou co-encadrés ont participé a ces travaux (Eric Alfonsi dans le cadre de sa these ;
Eléonore Méheust, Charléene Hamm, Anais Rey et Maeva Thomas lors de leurs stages de
Master), ainsi que Carole Decker pendant son année d’ATER.

Les résultats obtenus jusqu'a maintenant démontrent la grande diversité génétique des phoques
gris fréquentant les cotes de la Bretagne, suggérant fortement leur origine géographique large.
La comparaison avec des données issues de travaux menés sur des phoques gris de mer

Baltique et le long des cotes est et nord du Royaume-Uni a permis de mettre en évidence des
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différences génétique trés fortes, mais aussi d’émettre des hypotheses solides sur I’histoire
ancestrale de I’espece et son expansion en Atlantique Nord a la fin de la dernic¢re période
glaciaire.

Les résultats de ces travaux sont décrits dans la publication 4, intitulée « Mitochondrial DNA
reveals historical maternal lineages and a postglacial expansion of the grey seal in European

waters »

Pour certains phoques gris capturés accidentellement ou échoués, nous avons pu travailler sur
les contenus stomacaux, et aborder ainsi I'analyse de leur régime alimentaire. Nous avons pour
cela utilisé conjointement des techniques d'analyse classique de contenus stomacaux par
détermination de picces dures de proies, réalisées a Océanopolis, et une approche de type
"code-barre ADN" (voir Chapitre VI) sur des restes de tissus mous de proies. Cette étude faisait
partie du programme INPECMAM (Interactions Pécheurs Mammiféres Marins), portée par le
Parc Naturel Marin d’Iroise.

Nous avons ainsi confirmé qu’il existait un régime alimentaire spécifique de 1'espéce en mer
d'Troise, qui reste a expliquer puisque des proies habituelles du phoque gris sont aussi
présentes. La publication 5 (« DNA barcoding for the identification of soft remains of prey in
the stomach contents of grey seals (Halichoerus grypus) and harbour porpoises (Phocoena

phocoena) ») présente ces résultats.

Etude des phoques gris de la facade atlantique francaise

Etudiants ayant participé a cette étude

Co-encadrement en Doctorat Yves-
Marie Paulet / Jean-Luc Jung et

Eric Alfonsi 2009-2013 Master 2 puis Thése . . .
Sami Hassani pour la partie
entreprise (finacement Cifre)

Eléonore Méheust Janvier-juin 2011 Master 2, Université de Brest Co-FTncadren.lent Jean-Luc Jung /
Sami Hassani

Charléne Hamm Janvier-juin 2013 Master 2, Université de Strasbourg | CO-Encadrement Jean-Luc Jung /

Sami Hassani

janvier 2015-juin Master 2, Université de la Cote Co-Encadrement Jean-Luc Jung /

Célia Rault

2015 d’Opale Carole Decker
Projet mené en collaboration avec
Sami Hassani Océanopolis
Philippe Le Niliot,
Cécile Lefeuvre Parc Naturel Marin d’Iroise
Claire Laspougeas
Jacky Karzopoulos CMNF

Willy Dabin, Olivier
Van Cenney, Vincent | Observatoire PELAGIS, Reseau National Echouage
Ridoux

Tableau 12 : Collaborations et étudiants encadrés pour I’étude des phoques gris de la facade atlantique francaise
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ABSTRACT: Three different evolutionarily significant units (ESU) can be discerned in the grey
seal Halichoerus grypus: in the northwest Atlantic, the northeast Atlantic and the Baltic Sea. The
northeast Atlantic population has been strongly affected by hunting around the European main-
land, where it is only in the last decades that breeding colonies have reappeared. The southern-
most settlement of the northeast Atlantic ESU is found in the Molene archipelago, northwest
France. We studied polymorphisms of the mitochondrial control region (MCR) in grey seals sam-
pled along the Atlantic coast of France for over a decade. MCR polymorphisms highlighted the
existence of 4 major MCR haplogroups. Comparison of MCR sequences with those in the Gen-
Bank database yielded highly significant differentiation between grey seals sampled in France
and grey seals originating from the North Sea and the north and east of the British Isles, as well as
from the Baltic Sea. MCR haplogroups were also identified in Baltic Sea grey seals, with some
being in common with our samples, while others were not. The times of separation between the
MCR haplogroups were estimated to be between 84 000 and 20 500 years ago, and differentiation
between Baltic Sea and French coast haplotypes was estimated to have occurred approximately
8000 years ago. These data, added to positive expansion signals, suggest that MCR haplogroups
correspond to ancestral maternal lineages, isolated in different grey seal refugia during the last
ice age and prior to the expansion of the species in the North Atlantic and the separation between
the East Atlantic and the Baltic Sea ESUs.

KEY WORDS: Grey seals - Genetic diversity - Marine mammals - Mitochondrial control region -
Population divergence time
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INTRODUCTION

Marked intraspecific genetic structure exists in
various marine mammal species (Palsbgll et al.
1995, Hoffman et al. 2009, Alfonsi et al. 2012,
Fontaine et al. 2014, Louis et al. 2014). This may
be caused by historical or present environmental

*Corresponding author: jung@univ-brest.fr

variation (Fontaine et al. 2010, Jackson et al. 2014,
Hobday et al. 2015), food availability, food prefer-
ence and habitat use (Foote et al. 2011, Louis et al.
2014). Anthropogenic activities also have direct
effects on the intraspecific genetic diversity of, for
instance, hunted or by-caught marine mammal
species (Mendez et al. 2010, Palsbgll et al. 2013,
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Ruegg et al. 2013). Fidelity to particular geographic
sites used for breeding, feeding, or as migratory
routes also shapes population structure. Natal
philopatry (defined as fidelity to birthplace) and/or
fidelity to feeding sites are well known in different
species of actively swimming large marine verte-
brates (Palsbgll et al. 1995, Bowen & Karl 2007,
Jorgensen et al. 2010, Baker et al. 2013). Often,
females tend to be more philopatric, while males
can travel long distances for breeding or foraging,
thus leading to higher differences between popu-
lations in the maternally inherited mitochondrial
DNA (mtDNA) when compared to bi-parentally
inherited nuclear DNA (Bowen & Karl 2007, Baker
et al. 2013). In some species, males may also ex-
hibit site fidelity (Louis et al. 2014). Female philo-
patry and male-mediated gene flow are often
encountered in pinnipeds. Southern elephant seals
Mirounga leonina (Fabiani et al. 2003), walruses
Odobenus rosmarus (Andersen et al. 1998) and
harbor seals Phoca vitulina (Burg et al. 1999) show
greater population structure for mtDNA than for
nuclear DNA markers.

The ability of long-distance travel has been de-
monstrated in the grey seal Halichoerus grypus (e.g.
Vincent et al. 2005), which is widely distributed in
the North Atlantic Ocean and in the Baltic Sea
(Harkonen et al. 2007, Klimova et al. 2014). Philo-
patric behavior has also been reported (Pomeroy et
al. 2000, 2001). Three geographically isolated evolu-
tionarily significant units (ESU), presenting differen-
ces in body size, breeding periods and DNA polymor-
phisms, are assumed to exist (1) in the northwestern
North Atlantic along the Canada and north USA
coasts, (2) in the Baltic Sea and (3) in the eastern part
of the North Atlantic from Iceland to the European
mainland and British Isles coasts (Bonner 1981, Bos-
kovic et al. 1996, Klimova et al. 2014).

Subfossil remains confirm the occurrence of the
grey seal 5000 years ago (ya) along the European
mainland and, in particular, in the southernmost part
of its range (Brittany coast in northwest France,
Pailler et al. 2004, Harkonen et al. 2007). The species
declined and almost disappeared because of hunting
before the second part of the 20th century along the
European mainland (Harkoénen et al. 2007). Breeding
sites reappeared at the end of the 1970s on the Dutch
and German coasts and subsequently in northwest
France in the Molene and Sept-lles archipelagos
(Duguy & Hussenot 1991). Today, east Atlantic grey
seals can mainly be found along the UK coast and in
the Wadden Sea. Breeding colonies can be found
along the mainland from the Molene archipelago in

the south to the Kola peninsula (Russia) in the north
(Vincent et al. 2005, Harkonen et al. 2007).

Previous studies in the Baltic Sea and in neigh-
boring Atlantic waters have highlighted contrasting
patterns between nuclear and mitochondrial loci
(Allen et al. 1995, Graves et al. 2009, Fietz et al.
2013, Klimova et al. 2014). Both markers suggested
genetic exchanges between adjacent colonies in
the eastern part of the UK or in the Baltic Sea (Fietz
et al. 2013, Klimova et al. 2014). On a larger scale,
genetic differentiation has been observed between
geographically distant colonies (e.g. the colonies of
northwest Scotland and northeast England) with
mitochondrial but not with microsatellite markers
(Klimova et al. 2014). On the other hand, a larger
influence of the habitat type, rather than geograph-
ical closeness, has been demonstrated in the gen-
etic diversity of the major histocompatibility com-
plex immune system gene family (Cammen et al.
2011). All these studies supported a major influence
of the fidelity to pupping sites in the shaping of
grey seal populations.

In northwest France, satellite-tracking studies have
demonstrated grey seal movements from the Iroise
Sea to the British colonies, and several authors have
therefore suggested the existence of a meta-popula-
tion at the scale of an area extending from the west
coast of France to the southwest British Isles (Vincent
et al. 2002, 2005, Gerondeau et al. 2007, Harkonen et
al. 2007).

Here, we genetically analyzed a sample of 222 in-
dividuals collected by the seal care center of Océano-
polis (Brest, France) and by the French Stranding
Network (Pelagis, UMS 3462, CNRS, Université de la
Rochelle, France) since the 2000s (see Fig. 1). We
performed the first genetic study of the grey seal
around the coast of Brittany in northwest France, with
a special emphasis on maternally inherited mtDNA.
We then placed this French population in a wider
geographic context, including previously published
data from other European and Baltic colonies (Graves
et al. 2009, Fietz et al. 2013, Klimova et al. 2014, van
Bleijswijk et al. 2014).

MATERIALS AND METHODS
Specimen and sample collections
This study used samples from 222 grey seals. Of
these, blood samples were obtained from a total of

168 juvenile grey seals stranded alive along French
coasts between 2002 and 2012, which were all taken
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Fig. 1. Location of sampled stranded grey seals on the French coast (black dots) and other European colonies (arrows)
compared in this study

in and nursed by the Laboratoire d'Etude des Mam-
miferes Marins (LEMM) at a care center localized at
Océanopolis, Brest, France (Fig. 1; Table S1 in the
Supplement at www.int-res.com/articles/suppl/m566
p217_supp.pdf). For each grey seal, blood samples
were collected for veterinary use and subsamples were
kept at —20°C for later genetic analyses (Table S1).
Samples were named ‘Hgc' followed by a number
corresponding to a care center identification number
(Hgc 227 to 460 in ascending chronological order but
not necessarily successive). Additionally, 54 dead
stranded grey seals (juveniles and adults) were biop-
sied in the framework of the French Stranding
Network (described in Jung et al. 2009), and skin and
muscle samples were used for this study (Table S1).
These samples were called ‘Hgs' followed by a
number.

DNA extraction, PCR amplification
and sequencing of MCRs

Total DNA was extracted from blood and tissue sam-
ples using the DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen)
following the manufacturer's recommendations. Puri-
fied DNA was eluted in Tris HCI-EDTA buffer (pH 7.5)
and stored at —20°C. The quality of the extracted DNA
was checked by agarose gel electrophoresis, and DNA
concentrations were determined using a NanoDrop
100 spectrophotometer (Thermo Scientific). Pinniped-
specific primers LMCRHgem and HMCRHgem were
used to amplify a 692 bp fragment of the mitochondr-
ial control region (MCR) using the conditions de-
scribed in Alfonsi et al. (2013). PCR products were
purified using the MinElute PCR Purification Kit
(Qiagen) and sequenced (GATC Biotech) in the pres-
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Table 1. GenBank references of grey seal MCR sequences used for comparisons at the north European scale by geographic lo-
calization (Dataset_2). For the east Atlantic and Baltic Sea, ‘colonies’ are defined according to Klimova et al. (2014).
All Orkney Islands colonies (13; Klimova et al. 2014) were grouped as 1 colony

Colonies or region No. of Length GenBank Total No. of References
haplotypes  (bp) accession no. of haplotypes
nos. specimens (1=317 bp)
French Atlantic coasts
Northwest France (Brittany) 34 493 KT247900 to -933 222 33 This study
North Sea
Netherlands 14 374 KMO053398, —399, -402, 98 13 van Bleijswijk et al.
KM066993, —995, —998, (2014)
-003, =012, =017, -023,
-027, -059, —-067, —-081
Northeast Atlantic
Monach 134 350 KJ769328 to —461 28 15 Klimova et al. (2014)
North Rona 48 15
Orkney Islands 1245 104
Isle of May 54 11
Farne Islands 49 15
Faroe Islands 31 11
Baltic Sea
Estonia 38 435 KF483184 to —-221 36 21 Fietz et al. (2013),
Klimova et al. (2014)
Stockholm Archipelago 28 14
Gulf of Bothnia 39 24

ence of one of the PCR primers. Each haplotype was
sequenced at least once in both directions. The Gen-
Bank accession numbers are from KT247900 to
KT247933 (Table S2 in the Supplement).

Sequence analyses

Sequences were manually edited and aligned with
Geneious Pro v.7.1 (Biomatters; Kearse et al. 2012) to
produce Dataset_1. To estimate saturation of the MCR,
comparison of uncorrected pairwise genetic distan-
ces and model-corrected genetic distance (Tamura-
Nei [TrN]; see ‘Bayesian analysis of population diver-
gence' for model choice) was used as proposed by
Philippe et al. (1994) on our total MCR dataset.

All sequences were compared to those available in
GenBank using BLAST (Altschul et al. 1997). A total
of 186 haplotypes of 350-435 bp in length (Table 1)
from grey seals sampled from 10 different colonies of
the northeast Atlantic (Monach Islands, North Rona,
Orkney Islands, Isle of May, Farne Islands and Faroe
Islands, described in Klimova et al. 2014), North Sea
(Netherlands; van Bleijswijk et al. 2014) and the
Baltic Sea (Estonia, Stockholm Archipelago and Gulf
of Bothnia; Fietz et al. 2013) were discernible (Fig. 1).
This Dataset_2 had a 317 bp common region and was
composed of 276 haplotypes (Table 1). As Klimova et

al. (2014) made available the sequence data per spe-
cimen, we were able to calculate genetic differentia-
tion indices.

We also constructed Dataset 3 by grouping our
sequences plus those from the Baltic Sea. All these
haplotypes overlapped on a 399 bp fragment.

Data analyses and mitochondrial haplogroup
characterization

For each dataset, the number of haplotypes (Nh),
number of polymorphic sites (k), haplotype diversity
(H) and nucleotide diversity (n) were determined us-
ing DnaSP 5.10 software (Librado & Rozas 2009). This
program was also used to estimate Fu's Fs (Fu 1996)
and Tajima's D (Tajima 1989) to assess changes in
population sizes such as expansions or bottlenecks. To
analyze and illustrate the relationships among haplo-
types, median-joining networks were constructed
with the number of mutations as distances using Net-
work 4.6 software (www.fluxus-engineering.com).

For Dataset_1 (French samples), mitochondrial
haplogroups were first detected on the haplotype
network and confirmed using (1) a nonmetric multi-
dimensional scaling (nMDS) approach to graphically
represent genetic distances among haplotypes, (2) a
hierarchical cluster analysis, performed with the free
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open-source R v.3.1 (R Core Team 2014), using the
Analyses of Phylogenetics and Evolution (APE) and
Modern Applied Statistics with Sand (MASS) libraries
for distance matrix and nMDS, respectively, and (3)
as clades on BEAST trees (see next subsection). For
Dataset_3, haplogroups were characterized on the
BEAST tree (see next subsection) and on the haplo-
type network. The haplogroups were also identified
on the network constructed with all the available
European data (Dataset_2; see Fig. 2).

Possible correlations between mtDNA haplogroups
and biological (sex and age of animals), chronologi-
cal (year of stranding) or geographical (place of
stranding) parameters were tested using a y? test.

Genetic differentiation among groups and among
colonies was tested using a y? test based on haplo-
type frequencies (Hudson et al. 1992) and the nearest-
neighbor statistic (Snn) index based on a sequence
distance matrix (Hudson 2000). Random permuta-
tions (n = 1000) were used to assess the statistical sig-
nificance of Snn (Hudson 2000).

Bayesian analysis of population divergence

Bayesian estimation of divergence time between
mtDNA haplogroups and between French and Baltic
Sea MCR haplotypes was done using BEAST v.2.1.3
(Drummond & Bouckaert 2015). The relevant muta-
tion rate for grey seals varies depending on the
authors. Boskovic et al. (1996) used a standard rate of
mtDNA evolution, probably not appropriate for grey
seals, and which can lead to an overestimation of
time. Klimova et al. (2014) used a mutation rate of
2.75 x 1077 substitutions per site per year, evaluated
for the MCR of the Steller sea lion (Phillips et al.
2009), and determined times of divergence in better
accordance with nuclear DNA-based studies (Graves
et al. 2009). No other improved evaluation of the
mutation rate, specific to the grey seal, is presently
available. A strict clock with a rate of 2.75 x 1077 sub-
stitutions per site per year was therefore imposed.

Akaike's information criterion (AIC) (Akaike 1973),
implemented in Modeltest v.3.7 (Posada & Crandall
1998), was used to determine the evolutionary model
that best fit the data (TrN + I and TrN + I + G, where
G is the shape parameter of the gamma distribution
and I is the proportion of invariable sites). Three coa-
lescent models for 3 priors were tested (constant size,
expansion and logistic growth). Analyses were per-
formed with 10 million generations, sampling every
1000 generations with 10% discarded as burn-in.
Posterior parameter distributions were examined

using Tracer v.1.6 to ensure that effective sample site
(ESS) values were above 200 for all of them. Bayes
factors (BFs) were then calculated in Tracer to ascer-
tain the best-fit population model.

RESULTS

MCR polymorphisms and haplogroup
characterization in the French sample

Analysis of the 222 samples (168 Hgc and 54 Hgs)
allowed the determination of 222 MCR sequences of
493 bp each. No significant genetic differences were
observed between Hgc and Hgs (x* = 32.01, df = 33,
p = 0.52; Snn = 0.64, p = 0.64). Consequently, all
sequences were grouped into Dataset_1 for further
analyses. No saturation of the MCR was observed
according to the relationships between uncorrected
and model-corrected (TrN) genetic distance (slope =
0.97, data not shown). Haplotype and nucleotide
diversities were calculated (Table 2), and 34 haplo-
types were observed, as defined by 37 polymorphic
sites (Table S2 in the Supplement at www.int-res.
com/articles/suppl/m566p217_supp.pdf). Values of
Tajima's D and Fu's Fs were both negative, and only
Fu's Fs was significant (D = -0.95, p > 0.10; Fs =
-11.09, p = 0.008).

The haplotype network captured 4 haplogroups,
each of which was separated by at least by 3 muta-
tions, named haplogroups F1, F2, F3 and F4 (Fig. S1
in the Supplement). The nMDS analysis (Fig. S2), a
hierarchical cluster analysis (data not shown), and
the phylogenic analysis performed using BEAST (see
‘Mitochondrial haplogroup divergence time' below),
all confirmed the haplogroup separation. No signifi-
cant correlation was observed between haplogroup
members and the age or sex of the animals, nor with
the year or the place of stranding (all x? tests with p >
0.05).

Table 2. mtDNA diversity statistics from grey seals stranded

alive (juvenile, Hgc) and dead (juveniles and adults, Hgs) in

northwest France. n: sample size, 1: sequence length (bp), k:

no. of polymorphic sites, Nh: no. of haplotypes, H: haplotype
diversity, m: nucleotide diversity

Samples n 1 k Nh H T
Hgc 168 493 35 31 0.92 0.0081
Hgs 54 493 24 16 091 0.0076
Dataset_1

(Hgc and Hgs) 222 493 37 34 0.92 0.0080
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Table 3. Pairwise %? and nearest-neighbor statistic (Snn) values estimated from MCR polymorphisms among grey seals sam-
pled off the northwest coast of France and other European colonies. All tests were highly significant (France to Monach:
p < 0.05, France to all other locations: p < 0.01)

Statistic Genetic differentiation between France and:
Nether- Monach North Orkney Isle of Farne Faroe Gulf of Estonia  Stockholm
lands Rona Islands May Islands Islands Bothania Archipelago
x? 116.22 54.61 93.53 323.22 82.81 79.94 87.5 245.95 249.86 230.77
Snn 0.7 0.82 0.78 0.78 0.76 0.76 0.84 0.98 0.98 0.97

Larger geographic-scale analysis

The MCR sequences determined during this
study (no. of specimens = 222, Nh = 34) and those
from north European and Baltic Sea grey seals (no.
of specimens = 1656, Nh = 186; Graves et al. 2009,
Fietz et al. 2013, Klimova et al. 2014, van Bleijswijk
et al. 2014; Table 1) overlapped on a 317 bp frag-
ment. The truncated alignment of 317 bp involved
the loss of 1 MCR_Fra haplotype, 2 haplotypes from
the Isle of May and 3 haplotypes from the Orkney
Islands colonies. This Dataset_2 was composed of
1878 sequences and revealed 155 different haplo-
types defined by 85 polymorphic sites, and had
large haplotype and nucleotide diversities (H =
0.93, = = 0.012). Values of Tajima's D and Fu's Fs
were both negative and highly significant (D =
-1.77, p < 0.01; Fs = -193.4, p < 0.001). Pairwise
comparisons of all French MCR sequences with
those of other areas provided strongly significant
Snn values among all pairs (Table 3). The highest
Snn values were observed between France and the
Baltic Sea. The y? tests also revealed significant dif-
ferences (Table 3). A lower but significant genetic
difference was observed between France and the
Monach Isles (Snn = 0.82, x% = 54.61, p < 0.05 for
both tests).

The network constructed with Dataset_2, grouping
all data available from the Baltic Sea and the north-
east Atlantic, allowed the identification of 4 different
major haplogroups (named HA, HB, HC and HD),
including 6 sub-haplogroups (HA1, HA2, HB1, HB2,
HC1,HC2; Fig. 2). The central part of the network
was composed of the bulk of the haplotypes from
all the regions (Fig. 2). All major haplotypes were
shared among several regions, and only 1 haplotype
was shared among all regions. Many private haplo-
types were observed in the Baltic Sea colonies (n =
34), in the Orkney Islands (n = 77), and in the French
region (n = 10). All were minor haplotypes, shared by
only a few individuals, except one from France found
in 20 samples.

Mitochondrial haplogroup divergence time

Among the 3 coalescent models tested, BF sup-
ported the constant size model (log BF > 1.3). In the
French sample, haplogroups F2, F3 and F4 were sup-
ported by posterior probabilities of 0.99 and 1 (Fig. S3
in the Supplement). Haplogroup F4 was estimated to
be the first to diverge, at approximately 43 100 ya (see
Table S3 in the Supplement for all 95 % posterior in-
terval [PI] values). The divergence time between hap-
logroups F1 and F2 was estimated to have occurred
approximately 26 100 ya, while haplogroup F3 was
estimated to have diverged approximately 19500 ya
from haplogroup F1 (Table S3).

The MCR haplotypes determined during this study
(n = 34) and the ones deduced from Baltic Sea grey
seals (n = 38; Graves et al. 2009, Fietz et al. 2013) over-
lapped on a 399 bp fragment. This combined dataset
(Dataset_3) of n = 72 haplotypes presented a large
haplotype diversity (H = 0.99), defined by 47 polymor-
phic sites, with only 4 shared haplotypes between the
2 locales. Nucleotide diversity was high (r = 0.016),
superior to the one of the French-only sample (Table 2).
Six haplogroups, observed on the global network as
haplogroups or sub-haplogroups (Figs. 2 & 3), were
discernible in this new haplotype network (Fig. S4).
The majority of the groups included haplotypes from
both geographic regions (e.g. HC, HA2, HB1). In con-
trast, 2 haplogroups contained only Baltic haplotypes
(HB2 and HA1), whereas 1 haplogroup was formed
only by French haplotypes (HC2).

The haplotypes of all 6 groups and subgroups iden-
tified on the network were also clustered on the
BEAST tree (Fig. 3). The French haplotypes belonging
to haplogroups F2, F3 and F4 were clearly grouped in,
respectively, haplogroups HC, HB and HA (Fig. 3).

Haplogroup HC was estimated as being the first to
diverge, at approximately 84000 ya, followed by
haplogroups HA and HB at approximately 60 000 ya
(see Table S3 for 95% PI values). The sub-hap-
logroups were individualized approximately between
44700 and 20500 ya (Table S3).
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O Netherland

O Eastern Scotland
O Northeast England
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Fig. 2. Haplotype network representation of MCR polymorphisms of grey seal specimens from north Europe and the Baltic Sea

(this study, Klimova et al. 2014, van Bleijswijk et al. 2014). All available data (1878 DNA sequences defining 155 haplotypes;

Table 1) were used. Numbers above a link indicate number of mutations between haplotypes. The 4 colored areas highlight

the 4 haplogroups (HA, HB, HC, HD), and black bars crossing links mark borders between groups and/or subgroups. Colors of
the haplotypes represent the geographic regions as defined in Klimova et al. (2014)

In groups HA2 and HB1, groups formed by haplo-
types from France have estimated divergence times
from the Baltic haplotypes of, respectively, 8500 and
8000 vya (Fig. 3; Table S3).

DISCUSSION

With the exception of newborn whitecoats, grey
seals can travel long distances (Stobo et al. 1990,
Vincent et al. 2005), and no difference can be made a
priori between the origin of adults and that of juve-
niles. Our samples can therefore be considered as
representative of a geographic area larger than just
the French Atlantic coast. Haplotype and nucleotide
diversity were high in our samples, and a genetic
structure of 4 MCR haplogroups was discernible. No
correlations among these haplogroups and biologi-
cal, temporal or geographical parameters (age and
sex of animals, date and place of stranding) were
found, raising questions about their origin.

Comparisons at the European scale

Genetic differentiation indices all highlighted
marked differences between French grey seals and
those from all other locations. The largest differ-
ences were observed between the French and Baltic
populations, in agreement with the existence of dif-
ferent ESUs, one in the northeast Atlantic, including
the French samples, and another in the Baltic Sea.
Other studies also emphasized genetic differentia-
tion, according to distance between colonies, using
mitochondrial and/or microsatellite markers (Allen
et al. 1995, Boskovic et al. 1996, Graves et al. 2009,
Klimova et al. 2014). No DNA sequence data is cur-
rently available for grey seals sampled in the south
of England, in Ireland or in Wales. Studies including
grey seals from these locations will help estimate
the actual level of differentiation, and determine
whether the British grey seal metapopulation (Gag-
giotti et al. 2002) could extend up to the Brittany
coasts in France, as hypothesized by Gerondeau et
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Fig. 3. Bayesian divergence and radiation tree of grey seals from French (this study) and Baltic (Graves et al. 2009, Fietz et al.

2013) coasts based on MCR polymorphisms. Baltic haplotypes were named according to GenBank information. * Haplotypes

shared between French and Baltic populations. Posterior probabilities are provided above branches and clades. see Table S3

in the Supplement at www.int-res.com/articles/suppl/m566p217_supp.pdf for divergence time estimates. Grey lines show

95 % posterior intervals of key divergence times. The scale axis is in millions of years before the present. Green and red bars

show groups formed by French haplotypes F3 and F4 (red boxes) in, respectively, haplogroups HB1 and HA2 and black and blue
bars HC1 and HC2, respectively

al. (2007). However, the 10 private haplotypes found
in the French samples, as well as the Hudson Snn
calculation (Hudson 2000), yielded a somewhat high
level of genetic differentiation among our samples
and those of the north and east British colonies, a
result which does not support this hypothesis. Gene
flow occurring at a lower geographical scale, among
colonies located along the Brittany coast in France,
the south of England and Wales, may appear more
likely.

The global European network highlights the exis-
tence of different haplogroups, some of which are
also found in the French samples. It is notable that
Baltic haplotypes are distributed in all the haplo-
groups (with the exception of the sub-haplogroup
HC2), suggesting an ancestral origin of our haplo-
groups older than the separation between the 2 ESUs
(between the Baltic Sea and the east Atlantic).

We estimated that the divergence between the
Baltic Sea and French coast populations occurred
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approximately 8500 ya, a value very close to the
estimations made by Klimova et al. (2014) using a
different dataset and a different approach (Baltic and
northeast Atlantic divergence time estimated be-
tween 7000 and 30000 ya for Klimova et al. 2014,
close to the lower estimate of Graves et al. 2009).
Klimova et al. (2014) noted that this divergence time
could correspond to a transient connection of the Baltic
and the North Seas between 10000 and 9000 ya
(Sommer & Benecke 2003). The differences in hap-
logroup distribution between our samples and those
of the Baltic Sea can be explained either by the
absence of grey seals of a specific lineage during the
colonization of a particular place, or by a more recent
loss of the lineage, most likely during the active grey
seal hunting periods.

MCR haplogroups and ancestral history in the east
Atlantic and the Baltic Sea

Boehme et al. (2012) compared sea surface temper-
ature and bathymetry during the last glacial period to
present grey seal habitat preference, estimated from
telemetry data. They hypothesized that fewer areas
were suitable for the grey seal in the North Atlantic
approximately 20000 ya than at present. A strongly
reduced number of grey seals would have occupied
refugia, along the Bay of Biscay and Iberian coasts in
the east Atlantic, near the Flemish Cap in the west
Atlantic, and perhaps in the Mediterranean Sea
(Boehme et al. 2012). We hypothesize that these refu-
gia, separated from each other by large areas of
unsuitable habitats, have hosted disconnected grey
seal populations having no contact or gene flow with
each other, and thus becoming genetically distinct.

At the end of the last glacial period, around
12000 ya, large parts of the coasts of the northwest
and northeast Atlantic again became appropriate for
grey seals, thus leading to a clear expansion of the
species from the different refugia. Such a scenario
can explain the present situation, where we detected
ancestral lineages older than the geographic separa-
tion between the present ESUs. These lineages could
well be representative of the different last glacial
period refugia.

The positive expansion signals found by Klimova et
al. (2014), and also in our study (all the Tajima's D
and Fu's Fs that we determined are negative, and
significant for Fu's Fs, a more sensitive index to de-
tect recent expansion), strengthen the hypothesis of a
grey seal expansion in the North Atlantic. This is in
agreement with the fact that other pinniped species

have shown positive expansion signals approximate-
ly 11000 ya, at the end of the last glacial age (West-
lake & O'Corry-Crowe 2002, Coltman et al. 2007,
Dickerson et al. 2010).

Impacts of our results in terms of conservation

For a given species, conservation priorities are
often defined at the level of the whole species.
Nevertheless, the preservation of intraspecific diver-
sity may be of primary importance (e.g. Baker et al.
2013, Mee et al. 2015). The demographic and genetic
characteristics of the 3 grey seal ESUs vary. The
interactions with anthropogenic activities and the
local protection status contrast greatly between the
east and west North Atlantic. Our study focused on a
part of the northeast Atlantic grey seal ESU, and our
results reinforce previous knowledge of the genetic
heterogeneity of this ESU (Allen et al. 1995, Cammen
et al. 2011, Klimova et al. 2014). They also highlight
the requirement of an increased knowledge at the
metapopulation level. Here, we confirmed that the
grey seal is clearly a species undergoing a range
expansion in the northeast Atlantic since its protec-
tion and the end of hunting. But direct and indirect
interactions of the seals with fisheries and other
threats of anthropogenic origin can have negative
impacts (Cronin 2011). The mtDNA groups that we
detected during our study should be taken into ac-
count in terms of conservation of the grey seal in
northwest France and southwest England, as they re-
present historical maternal lineages whose possible
differential presence between British colonies should
be further examined.

The Molene archipelago represents the southern-
most settlement of the grey seal in the east Atlantic.
A particular grey seal diet in this geographic area has
been detected by 2 independent studies (Ridoux et
al. 2007, Méheust et al. 2015), but whether it reflects
opportunistic behavior linked to difference in prey
availability or to population specificity has yet to be
determined. Further studies to characterize the Mo-
lene archipelago grey seals from a genetic point of
view, and to determine their possible specificity in a
larger metapopulation, are thus warranted.
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DNA barcoding for the identification of soft remains of prey in the
stomach contents of grey seals (Halichoerus grypus) and harbour
porpoises (Phocoena phocoena)

ELEONORE MEHEUST®"?, ERIC ALFONSI*?, PATRICK LE MENEC?, SAMI HASSANI? &
JEAN-LUC JUNG'*

' Laboraroire BioGeMME, Université de Bretagne Occidentale, Brest, France, and >Laboratoire d Etude des Mammiféres
Marins, Océanopolis, Brest, France

Abstract

In recent decades, grey seals (Halichoerus grypus) and harbour porpoises (Phocoena phocoena) have become more numerous
along the coasts of Brittany in northwestern France. Their interactions with fisheries are of increasing concern and diet
analyses are becoming a requirement to determine the actual overlap between species targeted by fisheries and marine
mammal prey. However, as only a few stranded or by-caught animals are available to investigate the diet of these top
predators, it is necessary to optimize the results obtained from each animal sampled by increasing the rate of prey species
determination in stomach contents. We used a combined analysis of stomach contents, based on prey hard remains and, in
parallel, a simple DNA barcoding approach to identify the soft remains. Seven grey seal stomachs and three harbour
porpoise stomachs have been analysed. The combined approach, making use of visual observation as well as DNA analysis,
increased the identification of prey items by around 32% for grey seal and by 21% for harbour porpoise. Fish species
identified include Mediterranean and Atlantic horse mackerel (Trachurus mediterraneus and Trachurus trachurus), Atlantic
mackerel (Scomber scombrus), ballan and cuckoo wrasse (Labrus bergylta and Labrus mixtus), European seabass (Dicentrarchus
labrax), Atlantic pollock (Pollachius pollachius), European conger (Conger conger) and garfish (Belone belone). One fish species
(L. bergylta) was identified only with DNA methods. An area-specific diet for the grey seal in the Iroise Sea, proposed by
others in a previous study, seems to be supported.

Key words: Diet, DNA barcoding, Halichoerus grypus, marine mammals, Phocoena phocoena

Introduction (Iverson et al. 1997; Das et al. 2003; Iverson et al.
2004; Ridoux et al. 2007; Méndez-Fernandez et al.
2010). These methods integrate the diet of the
predators over weeks or months and can provide
good estimates of food webs and relationships at
high trophic levels. Information on the last few meals
can be obtained by direct observation of feeding,
stomach content analysis and prey hard part identifica-
tion in the predator’s stomachs and faeces (Bowen &
Harrison 1994; Walker et al. 1998; Santos & Pierce
2003; Santos et al. 2004; De Pierrepont et al. 2005;

Studies of foraging activities are useful to describe the
ecology of marine mammal species, as well as for
conservation efforts and the prevention of marine
mammal by-catch by commercial fisheries (Herr et al.
2009). They can also help in understanding the
compromises between behaviour, physiology and
ecology that shape strategies of air-breathing preda-
tors exploiting marine food resources.

Marine top-predator diets can be estimated using
different approaches (for a recent review, see Bowen &

Iverson 2013). Long-term analyses are based on the Ridoux et al. 2007). In the st<?mach contents and
determination of stable carbon and nitrogen isotopes faeces, fish and cephalopod species are deduced from
or on fatty acid analysis in the predator tissues the identification of otoliths and beaks, reSpeCtiVely,
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using reference material (Clarke 1986; Héirkonen
1986). However, soft tissues are generally poorly
preserved, difficult to identify, and remain generally
unstudied.

The development of molecular biology techniques
has led to new possibilities for diet analysis. The
remaining DNA of the prey can be identified in the
stomach (Jarman et al. 2004; Dunn et al. 2010;
Marshall et al. 2010; Carreon-Martinez et al. 2011)
or in even in the faeces of the predators (Jarman
et al. 2004; Casper et al. 2007; Dunshea 2009;
Valentini et al. 2009; Bowles et al. 2011). The
polymerase chain reaction (PCR) can be used to
amplify the prey DNA, which can then be either
directly sequenced if no mixed amplification pro-
ducts have been obtained, or cloned and then
sequenced. Prey DNA has to be distinguished from
predator DNA and, if possible, from secondary prey
DNA (i.e. DNA from fish prey having fed on fish
themselves). For herbivorous animals, chloroplast
DNA can be effectively targeted (Valentini et al.
2009). For carnivores, taxon-specific primers have
been used, although studies are then restricted to
specific prey taxa (Jarman et al. 2004; Parsons et al.
2005; Casper et al. 2007; Marshall et al. 2010;
Bowles et al. 2011). Dunshea (2009) proposed an
elegant method for the analysis of cetacean prey,
making use of a specific Pagl restriction site present
in the mtDNA of most ondotocetes and not in their
prey mtDNA. Vestheim & Jarman (2008) developed
a method using a blocking primer, strongly reducing
predator DNA amplification. But these methods are
restricted to some predator taxa. Recently, import-
ant results have been obtained using next-generation
sequencing (NGS) technologies, producing a very
large amount of DNA sequence data, and which
have been shown to be applicable to diet analysis for
both herbivorous and carnivorous animals (Deagle
et al. 2009; Valentini et al. 2009; Pompanon et al.
2012; Thomas et al. 2014). NGS allows the
determination of thousands of sequences per PCR-
amplified DNA extract. Targeted on a specific DNA
region (a DNA barcode), they can allow character-
ization of a large variety of prey species in complex
samples, such as faceces or gut contents (for a
review, see Pompanon et al. 2012).

All the DNA-based species identification
approaches depend upon the sequences being com-
pared to reference databases. The DNA barcoding
approach (Hebert et al. 2003) has the goal for
producing such a reference database. It targets the
5’ region of a single mitochondrial gene, cytochrome
oxidase I (cox1), which has been selected for its high
interspecific and low intraspecific variability. This
diversity allows an efficient identification at the
species level in different animal taxa, such as birds

(Hebert et al. 2003), mammals (Borisenko et al.
2008) or fishes (Ward et al. 2005, 2009) even if, for
some specific taxa, inter- and intraspecific variabilit-
ies can overlap (e.g. Viricel & Rosel 2012; Alfonsi
et al. 2013). The Barcoding Of Life Data System has
been designed to compile cox1 sequence data (more
than 144,000 animal species with barcodes in April
2014) and to provide a species identification tool
(Ratnasingham & Hebert 2007). In many cases, and
with a high probability of success, it is therefore
possible to identify the species from a biological
sample following a simple, cheap and standardized
protocol of DNA extraction, PCR amplification and
direct sequencing of a coxI fragment. Dunn et al.
(2010) applied such a simple protocol to the iden-
tification of prey in the stomachs of deepwater
sharks. They used semi-universal primers (Ward
et al. 2005) to amplify the 5’ part of cox! from
DNA extracted from muscle samples of prey that
could not be identified by observation. The use of
DNA-based identification almost doubled the rate of
prey determination for three shark species (Dunn
et al. 2010), thus providing evidence of the effec-
tiveness of the method.

Harbour porpoises and grey seals are natural
inhabitants of the coasts of northwest France, in
the region of Brittany (Vincent et al. 2005; Jung
et al. 2009). The diet of harbour porpoises (Walker
et al. 1998; Santos & Pierce 2003; Santos et al.
2004; De Pierrepont et al. 2005; MacLeod et al.
2007) and grey seals (Bowen & Harrison 1994; Beck
et al. 2005; Parsons et al. 2005; Ridoux et al. 2007;
Lundstrom et al. 2010) have been analysed pre-
viously, but both species still deserve special atten-
tion in this particular geographic area. The harbour
porpoise has clearly made a global southward shift
for some years in the eastern part of the North
Atlantic (Hammond et al. 2002; Hammond et al.
2013), including a comeback along the French
Atlantic Coast since the 1990s (Reijnders 1992;
Duguy 1977; Jung et al. 2009). Alfonsi et al.
(2012) recently demonstrated that two previously
separated populations of harbour porpoises are
hybridizing in the Bay of Biscay and off the coasts
of Brittany. The grey seal, a flagship species of
marine mammals in Brittany, is distributed in the
North Atlantic temperate to subpolar waters. The
Moléne archipelago in the Iroise Sea is at the
southern limit of its distribution range (Vincent et al.
2005). The interactions of both marine mammal
species with fisheries need to be specified in terms of
by-catch and of competition for the fish resources.
This is especially important in the context of the
recent establishment of a marine park in the
Iroise Sea where the two species show increasing
abundance trends.
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Figure 1. Geographical localization of the stranded and by-caught specimens used in this study. The exact localizations of the two
individuals in the frame are unknown. The map was drawn using ArcGIS Desktop: Release 9.3.1 (Environmental Systems Research

Institute, Redlands, CA, USA) with WGS 84 coordinates.

We tested whether the diet analysis of these two
marine top-predator species could be improved by
using a simple and economic method based on DNA
barcoding. We studied the stomach contents of 11
grey seals and seven harbour porpoises stranded or
by-caught along the coasts of Brittany since 2004,
using two complementary methods: the classical
method of observation and identification of prey
hard remains in stomach contents, and a DNA-
based identification of soft tissues using direct
amplification with semi-universal primers and
sequencing of the 5’ region of the cox! gene, followed
by identification on the BOLD system database. The
increase in identification of prey items added by the
DNA-based approach has been evaluated.

Material and methods

Sample collection

Stomachs were collected from seven harbour por-
poises, Phocoena phocoena (Linnaeus, 1758), and 11
grey seals, Halichoerus grypus (Fabricius, 1791),

stranded or by-caught along the coasts of Brittany
(northwest of France) between 2004 and 2011
(Figure 1 and Table I). The animals were examined
by members of the French Stranding Network, and
all the dissections were performed at Oceanopolis
(Brest, France). The stomachs were removed,
ligatured and stored at —20°C until further analysis.

Table I. Total numbers of stomach contents analysed and of prey
identified using visual method and DNA-based analysis.

Halichoerus Phocoena
grypus phocoena
Total number of samples 11 7
Non-empty stomachs 7
Number of prey 47 19
Number of prey identified
by visual method 31 (66%) 14 (74%)
by DNA barcoding 15 (32%) 4 (21%)
Total number of prey 46 (98%) 18 (95%)

identified
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Stomach contents analyses

In the laboratory, the surfaces and equipment were
cleaned with diluted hydrochloric acid (HCI) and
rinsed with distilled water. Each stomach was
thawed at ambient temperature, weighed, emptied
into a tray and weighed again to estimate the mass of
the stomach contents by difference. The stomach
contents were then analysed: first, whole prey
remains were removed, then hard parts were isolated
from soft tissues and sorted by categories. Otoliths
were stored dry whereas cephalopod beaks were kept
in 90% ethanol.

Diagnostic parts (fish otoliths and cephalopod
beaks) and whole prey items were identified to the
lowest taxonomic level by using reference guides
(Clarke 1986; Hirkonen 1986) and a reference col-
lection. For each prey species, individuals were then
estimated: fish otoliths of similar sizes were matched
and the number of individuals deduced from the
number of pairs, and, for cephalopods, individuals
were deduced from the number of unpaired structures
(cephalopods upper or lower beaks).

DNA-based prey species determinations

Small samples of tissues were taken from all prey
items that could not be identified with reference
guides (absence of diagnostic parts), and from some
well-individualized prey items possessing diagnostic
parts to improve and validate the method (five
samples marked by an * in Table II). Free-ranging
bones and otoliths (i.e. not attached to remains of
prey tissue) were treated separately.

Total genomic DNA was extracted from the
samples using the DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) following the manufacturer’s recommen-
dations. The quality of the extracted DNA was
estimated by agarose gel electrophoresis, and con-
centrations were determined using a Nanodrop 1000
(Thermo Scientific).

A fragment of the 5’ region of the coxI gene was
amplified for each tissue sample using two primer
pairs: HCO2198, 5'-TAAACTTCAGGGTGAC-
CAAAAAATCA-3" (Folmer et al. 1994) and either
VF1i, 5-TTCTCAACCAACCANAANGANATNG
G-3’ (Ivanova et al. 2006) or LCOIPem, 5'-CC
ATCCTACCTGTGGCAATCAC-3’, which was
designed specifically for this study to target fish
sequences. The two primer pairs were expected to
amplify fragments of 709 and 741 bp, respectively,
based on the complete Trachurus trachurus (Linnaeus,
1758) mitochondrial genome (Genbank reference:
NC_006818.1). Polymerase chain reactions (PCR)
were carried out in 50 pl of final volume containing
genomic DNA extracts (between 0.13 and 4.0 ng/ul),
0.4 pmol/ul of each primer in the Hotgoldstar master

mix X1 (Eurogentec) with a final concentration of
MgCl, of 3 mM. After an initial denaturation step of
10 min at 95°C, the cycling parameters were: 35 cycles
at 95°C for 30 s, 56°C for 30 s and 72°C for 60 s,
followed by a final extension step of 10 min at 72°C.

PCR products were purified using the Quick Clean
kit (Genscript) and sequenced on an ABI 3730XL
sequencer (Applied Biosystem Inc.) by a provider
(GATC, Germany or Macrogen, Korea). Electropher-
ograms were analysed using the Sequence Scanner
software (Applied Biosystem Inc.). Sequence reads
were edited, aligned and consensus sequences were
generated for each amplicon wusing BioEdit
(Hall 1999).

Data analyses

All sequences were analysed using the Barcode of
Life Data (BOLD) System interface, which collected
the nearest neighbours of a query sequence and
delivered a species identification level if less than
1% of divergence exists between the query and the
closest reference sequences (Ratnasingham & Hebert
2007). All sequences were also compared to Gen-
Bank data using BLAST with default parameters
optimized for highly similar sequences (Johnson et al.
2008).

The contribution of different prey items to the diet
was determined by the percentage of occurrence of
prey (%0O), calculated as the number of stomachs in
which the prey species was found divided by the total
number of stomachs, and by the relative abundance
of the prey by number (%N) for each species,
calculated as the number of prey of each species
divided by the total number of prey.

Results

A total of 18 stomachs of both species (11 grey seals,
seven harbour porpoises) have been sampled, and
seven non-empty grey seal stomachs and three non-
empty harbour porpoise stomachs were analysed
(Table I; Table SI, supplementary material). Fish
otoliths (# = 61) and cephalopod beaks (z = 8) were
collected from the samples, and represented seven
species of fishes and one species of cephalopod
(Table II). Green bones suggest the presence of a
garfish in a grey seal stomach. Overall, 47 prey items
for Halichoerus grypus (average: 6.7 items per stom-
ach, minimum one item in the stomachs of
Hg140405 and Hgl21205 and maximum 31 items
for Hg230205) and 19 prey items for Phocoena
phocoena (average: 6.3 items per stomach, six items
in the stomachs of Pp080908 and Pp180409 and
seven items for Pp301010) were analysed. This
allowed for, by either entire prey visual determination
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Table II. List of the 47 grey seal prey and of the 19 harbour porpoise prey. Each line corresponds to a prey item. The identification method
(classical or DNA barcoding method) and the diagnostic item (hard parts or tissue for DNA barcoding) are described for each prey.
Tentative identifications by the visual method of samples marked by an * have been confirmed by DNA barcoding. Sequence lengths,
identification on the Barcode Of Life Database (BOLD) and Genbank references of the sequences are given.

Prey Sequence GenBank
Predator references Diagnostic item Identification (bp) Identification references
Hg230205 P1 Soft tissue 573 Labrus mixtus JN231253
P2 Soft tissue 572 Labrus mixtus JN231252
P3 Otoliths Labrus mixtus
P4 Otoliths Labrus mixtus
P5 Soft tissue 203 Labrus bergylta JN231239
P6 Soft tissue 310 Labrus mixtus JN231251
P7 Soft tissue 335 Labrus mixtus JN231250
P8 Otoliths Labrus mixtus
P9 Soft tissue 573 Labrus mixtus JN231249
P10 Soft tissue 572 Labrus mixtus JN231248
P11 Soft tissue 573 Labrus mixtus JN231247
P12 Otoliths Labrus mixtus
P13 Otoliths Labrus mixtus
P14 Otoliths Labrus mixtus
P15 Otoliths Pollachius pollachius
Pl6 Otoliths Pollachius pollachius
P17 Otoliths Pollachius pollachius
P18 Otoliths Pollachius pollachius
P19 Otoliths Pollachius pollachius
P20 Otoliths Pollachius pollachius
P21 Otoliths Pollachius pollachius
P22 Otoliths Pollachius pollachius
P23 Otoliths Pollachius pollachius
P24 Otoliths Pollachius pollachius
P25 Otoliths Pollachius pollachius
P26 Otoliths Labrus mixtus
P27 Otoliths Labrus mixtus
P28 Otoliths Labrus mixtus
P29 Otoliths Labrus mixtus
P30 Otoliths Labrus mixtus
P31 Otoliths Labrus mixtus
Hg140405 P1 Cephalopod gladius/pen Loligo vulgaris
Hgl121205 P1 Cephalopod beak Loligo vulgaris
Hg190506 P1 Green bones and soft Belone belone* 572 Belone belone JN231237
tissue
P2 Otoliths and soft tissue Conger conger* 621 Conger conger JN231238
P3 Soft tissue 627 Labrus bergylta JN231241
Soft tissue 204 Labrus bergylta JN231240
P4 Otoliths and soft tissue Dicentrarchus labrax - -
P5 Soft tissue - -
P6 Cephalopod beak Loligo vulgaris
Hg140108 P1 Soft tissue 623 Labrus bergylta JN231246
P2 Soft tissue 626 Labrus bergylta JN231245
P3 Soft tissue 613 Labrus bergylta JN231244
P4 Soft tissue 626 Labrus bergylta JN231243
P5 Soft tissue 625 Labrus bergylta JN231242
Hg030111 P1 Otoliths and soft tissue Pollachius pollachius* 610 Pollachius JN999701
pollachius
Hgl110211B P1 Cephalopod beak Loligo vulgaris
P2 Cephalopod beak Loligo vulgaris
Pp080908 P1 Soft tissue 573 Trachurus JN231256
trachurus
P2 Soft tissue 572 Trachurus JN231255
trachurus
P3 Soft tissue 371 Trachurus sp. -
P4 Otoliths Trachurus

mediterraneus
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Table II. (Continued)

Prey Sequence GenBank

Predator references Diagnostic item Identification (bp) Identification references

P5 Otoliths Trachurus

mediterraneus
P6 Otoliths Trachurus
mediterraneus

Pp180409 P1 Soft tissue 591 Phocoena phocoena -

P2 Otoliths and soft tissue Trachurus trachurus* 361 Trachurus sp. JN231254

P3 Soft tissue and Labrus sp.* 655 Labrus bergylta JN999700

vomer bone

P4 Otoliths Labrus mixtus

P5 Otoliths Trachurus trachurus

P6 Otoliths Trachurus trachurus
Pp301010 P1 Otoliths and Scomber scombrus 573 Phocoena phocoena -

soft tissue

P2 Otoliths Scomber scombrus

P3 Otoliths Scomber scombrus

P4 Cephalopod beak Loligo vulgaris

P5 Cephalopod beak Loligo vulgaris

P6 Cephalopod beak Loligo vulgaris

P7 Cephalopod beak Loligo vulgaris

or by hard part analyses, the identification of 31 and
14 prey species, respectively (Table II).

DNA was successfully extracted from 27 soft
tissue samples. Twenty samples came from grey
seals, with up to eight samples from one individual
(Hg200205), and seven samples from harbour por-
poises (see Table II for a detailed list). Although the
digestion process had clearly begun for all samples
and although more or less degraded DNA extracts

were obtained (see Figure 2), this did not prevent
the amplification of fragments of the expected sizes
from all the DNA extracts using semi-universal
primers, HCO2198 (Folmer et al. 1994) and VF1i
(Ivanova et al. 2006). CoxI sequences of good
qualities (i.e. having less than 1.5% of ambiguous
sites) of 203-627 bp in length were identified from 21
of these amplicons. The six other sequences showed
that at least two different DNA fragments had been

He 140108

"Rel1 Re2

Re3 Re4 ReS5'

Re3 Re4d Re5

Hg 190506

Pp 180409

"Re1

Re2  Re3'

Rel
Hg 030111

Figure 2. Analysis by agarose gel electrophoresis of prey genomic DNA extracts. Genomic DNA was extracted as described from 15 soft
tissue remains sampled in four different predator stomachs (three grey seals and one harbour porpoise), and analysed by agarose gel

electrophoresis and ethidium bromide staining.
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amplified during the reaction. Three of these hetero-
geneous amplicons, coming from remains contained
in a harbour porpoise stomach, matched the predator
DNA sequence (Figure S1, supplementary material).
When these DNA extracts were reamplified using
another primer pair, where LCOIPem, designed in
the lab to minimize the predator DNA amplification,
was used instead of VF1i, two sequences of better
quality (less than 4% of ambiguous sites) were
obtained and corresponded to fish cox! sequences.
Examples of both high-quality and contaminated
sequence reads are shown in Figure S1 (supplement-
ary material). Sequences of more than 500 nt were
determined from traces having quality scores around
50, and shorter length sequences when trace quality
scores were around 25-30.

In total, 23 coxI sequences ranging from 203 to 655
bp in length were identified (Table II). These 23
sequences all aligned with fish species commonly
encountered in the Bay of Biscay and English Channel
waters. Two samples were identified only to genus
level (Trachurus sp. in a harbour porpoise stomach)
and 21 samples were identified to species level by the
‘BOLD Identification System’ (Table II). Six different
fish species were identified using DNA-based analysis:
garfish Belone belone (Linnaeus, 1761), European
conger Conger conger (Linnaeus, 1758), ballan wrasse
Labrus bergylta (Ascanius, 1767), cuckoo wrasse Lab-
rus mixtus (Linnaeus, 1758), Atlantic pollock Polla-
chius pollachius (Linnaeus, 1758), and Atlantic horse
mackerel Trachurus trachurus. Labrus bergylta was only
identified using the DN A-based approach. Among the
prey tissues that remained unidentified by visual
methods (16 for grey seals and five for harbour
porpoises), 15 grey seal and four harbour porpoise
prey were identified using the DNA-based approach.
DNA barcoding identification thus allowed an
increase of the number of prey species identified by
32% for grey seals and by 21% for harbour porpoises,
leading to an almost complete identification of the
different individual prey remains (Table I).

In our study, the grey seal diet was composed of
fishes from six different species (87% N, Table III).
The fish prey were predominantly Labridae, L. mixtus
and L. bergylta (55% N), the species L. bergylta being
the most common prey (43% O, Table II). Dicen-
trarchus labrax, P. pollachius, B. belone and C. conger
were also found. Cephalopods, represented by Loligo
vulgaris (Lamarck, 1798), were exclusively observed
in a digested state. It should be noted that the grey
seal diet showed a high variability of prey species
among the seven individuals analysed, as shown in
Figure S2 (supplementary material). The stomachs of
some individuals may contain several different prey
species (five species for Hgl90506, three species for

Table III. Diet composition of three harbour porpoises (Phocoena
phocoena) and of seven grey seals (Halichoerus grypus) sampled
along the coasts of Brittany, expressed in percentages of occur-
rence and relative abundance by number for items of each prey
species.

(A) Prey of harbour porpoises

Occurrence Relative
(%) abundance (%)

Fishes 100 79.0
Carangidae

Trachurus 66.7 15.8

mediterraneus

Trachurus trachurus 66.7 26.3

Trachurus sp. 66.7 10.5
Labridae

Labrus mixtus 33.3 5.3

Labrus bergylta 33.3 5.3
Scombridae

Scomber scombrus 33.3 15.8
Cephalopods 33.3 21.0
Loliginidae

Loligo vulgaris 33.3 21.0

(B) Prey of grey seals

Fishes 57.1 87.2
Belonidae

Belone belone 14.3 2.1
Congridae

Conger conger 14.3 2.1
Gadidae

Pollachius pollachius 28.6 25.5
Labridae

Labrus bergylta 42.9 14.9

Labrus mixtus 14.3 40.4
Moronidae

Dicentrarchus labrax 14.3 2.1
Cephalopods 57.1 10.6
Loliginidae

Loligo vulgaris 57.1 10.6
Unidentified 14.3 2.1

Hg230205), or only one prey species, differing
between each individual.

The harbour porpoise diet was mainly composed
of five different fish species (79% N, Table III). The
fish remains consisted predominantly of Carangidae
of the Trachurus genus (53% N), although Scomber
scombrus (Linnaeus, 1758) and two Labrus species
(L. mixtus and L. bergylta) were also found. Cepha-
lopods, represented by L. vulgaris, were exclusively
observed in a digested state.

Discussion

Relevance of the DNA-barcoding approach for diet
analysis

Sampling of stomach contents is opportunistic and
requires that dead animals, either stranded or by-
caught, can quickly be brought into the laboratory
and a necropsy carried out. The stomachs can then
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be removed, ligatured and frozen until further
analysis. The available number of stomach contents
is therefore clearly low. Grey seals are far fewer in
number in the Moléne archipelago than around the
UK, for instance (Vincent et al. 2005; Ridoux et al.
2007), and some grey seal stomachs sampled in the
Iroise Sea have been used in previous studies
(Ridoux et al. 2007). Harbour porpoises, which
seem to be moving along the French Atlantic coast
(Jung et al. 2009; Alfonsi et al. 2012), are also not so
numerous. Combining different approaches on the
few available samples of such animals in a particular
geographic area is, therefore, a prerequisite.

Here a conventional method of analysis and a
simple DNA-based taxonomic identification were
used in parallel. In particular, we took advantage of
the DNA barcoding approach, targeted on the coxI
gene (Hebert et al. 2003), and of the dedicated
database Barcoding of Life Data (BOLD) system
(Ratnasingham & Hebert 2007) to identify, whenever
possible to species level, the prey corresponding to
the remains found in the stomachs of the predators.
The conserved regions of the cox! gene also allowed
the use of semi-universal primers to amplify prey
DNA, thus avoiding the need to predefine the prey
species targeted, which is one of the advantages of our
study compared to those targeted on specific taxa.

The first goal of our study was to determine if the
combined use of this DNA-based method with
morphological hard remains analysis would signifi-
cantly increase the rate of data accumulation, as has
been shown for other top predator marine species
(Casper et al. 2007; Dunn et al. 2010; Marshall et al.
2010). In the conventional approach, the stomach —
or the faeces — contents are analysed either by classic
morphological criteria used for taxonomic identifica-
tion of prey, or by hard remains (fish otoliths,
cephalopod beaks) identification (Clarke 1986; Har-
kénen 1986). This approach allowed us to identify
45 prey items from nine different species (eight fish
and one cephalopod species) in 10 non-empty
stomachs of seven grey seals and three harbour
porpoises, respectively.

The majority of soft remains are generally not
identifiable. The easy and fast approach that we used
relied on the selection of individual soft remains,
followed by a simple DNA extraction step and the
amplification of a part of the mitochondrial genome
during a PCR reaction using semi-universal primers
(Folmer et al. 1994; Ivanova et al. 2006) and
followed by a sequencing reaction. We successfully
extracted and amplified the DNA from 27 selected
soft remains in both grey seal and harbour porpoise
stomachs and DNA sequences of good quality were
obtained from 23 of them. The size of the remains
we sampled should avoid the problem that they may

correspond to secondary prey (prey of prey). The
prey items were identified to the species level for 21,
and to the genus level for 2. The predator DNA was
found to contaminate only three of the 27 extracts
at a detectable level, i.e. the resulting sequence
matched that of the predator. The use of primers
designed to target fish species allowed the identifica-
tion of prey from one of these three extracts. The 23
DNA sequences identified matched sequences from
six different fish species, one of which, Labrus
bergylta, had not been identified by the first part of
the analysis (the conventional approach). Grey seals
sometimes swallow only fish bodies without the
heads, therefore resulting in a lack of otoliths in the
stomach contents. This could explain why no hard
remains of L. bergylta were detected in stomach
contents. The DNA-based identification of soft
remains most likely represents the only way to
identify these prey species.

Diet composition of the seven grey seals and three harbour
porpoises analysed

A total of nine species of fishes and one species of
cephalopod have been identified during this study.
For both predator species, the results are consistent
with previous studies in terms of prey composition in
their diets. The different prey found in grey seal
stomachs could suggest an area-specific diet of
the species. Ridoux et al. (2007) showed that coastal
demersal fish species like Labridae species, Euro-
pean seabass Dicentrarchus labrax or European con-
ger Conger conger and pelagic species like garfish
Belone belone are frequent prey for grey seals in the
Moléne archipelago. This differs from the diet
observed in other geographic areas (off the coast of
Scotland, in the Baltic sea, around Canada) where
sandeels, Ammodytes spp., and some Gadidae like
the Atlantic cod, Gadus morhua (Linnaeus, 1758), or
the European hake, Merluccius merluccius (Linnaeus,
1758), are more frequent (Ridoux et al. 2007 and
references therein; Lundstrom et al. 2010). The grey
seal could therefore present a specific foraging
strategy in the Iroise Sea, which could be explained
by the rocky seabed and Laminaria fields that
characterize the Moléne archipelago. Although we
analysed only seven grey seal stomachs, we observed
a high interindividual variability of the diet, which
may reflect individual foraging strategies (Vincent
2001; Ridoux et al. 2007).

Mediterranean and Atlantic horse mackerel
(Trachurus mediterraneus (Steindachner, 1868) and
T. trachurus), as well as Atlantic mackerel (Scomber
scombrus) and European squid (Loligo vulgaris) are
known to be part of the harbour porpoise diet
(Santos & Pierce 2003; Santos et al. 2004; De
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Pierrepont et al. 2005; Spitz et al. 2006). The two
Labridae species are more unexpected, as there is no
previous record of these species in other studies on
harbour porpoise diet in Europe (Santos et al. 2004;
Haelters et al. 2012). However, other demersal fish
species like sandeels are frequently found in harbour
porpoise food. Small schooling coastal and neritic
species of fishes with high energetic value repre-
sented the majority of the diet of the harbour
porpoise.

Both predator diets contain fish species also
targeted by fisheries. Nevertheless, with the excep-
tion of seabass, none of these species are of a high
commercial value. The Parc Naturel Marin d’Iroise
is conducting a project INPECMAM’ with the
objective in studying the interactions between marine
mammals and fisheries in the Iroise Sea. This
programme will end in September 2014 and will
provide valuable information, including the actual
level of marine mammals by-caught by fisheries.

A summary of the benefits of the DNA-based

identification of prey, and future developments

We confirm that the taxonomic identification of prey
in the stomach contents of top predators, like the
two marine mammal species studied here, strongly
benefits from the parallel use of a classical approach
and of a simple DNA-based analysis. The number of
prey item species identified per predator increased
by nearly a third for grey seal and by 21% for
harbour porpoise, due to the use of the molecular
analysis. Up to 98% of Halichoerus grypus prey and
94% of Phocoena phocoena prey remains were iden-
tified. Moreover, one fish species has been identified
only by its DNA, maybe because of a real lack of
hard remains due to a specific consumption of the
prey body without the head. One hypothesis is that
this could occur when grey seals consume fishes
already caught on fishing hooks. Depredation beha-
viours of grey seals on commercial fisheries are well
known, although their real levels of impact require
targeted studies. This is one of the issues addressed
by the INPECMAM project, and any gain of
knowledge about the diet of grey seal, such as the
one brought by our results, provide really valuable
information.

Others (e.g. Casper et al. 2007; Dunn et al. 2010;
Marshall et al. 2010) also noticed such an increase in
the number of species identified using visual and
DNA-based identification of marine top-predator
species, and we believe that DNA barcoding should
routinely be used for diet analysis of marine top
predators. In recent years, next-generation sequencing
has been used as a tool by molecular ecologists for diet
analysis of some marine top predators (Deagle et al.

2009, 2013; Thomas et al. 2014). Diverse prey species
have been identified simultaneously from complex
samples, thus strongly reducing experimental costs
and efforts, but also eliminating the need for using
individualized prey items to extract the DNA. The
targeted DNA region can be the 5’ end of cox1 (DNA
barcoding sensu stricto, Hebert et al. 2003) or not (DNA
barcoding sensu lato, Valentini et al. 2009; Pompanon
etal. 2012). One of the major perspectives of our future
work will focus on the use of NGS in order to increase
our knowledge of the grey seal diet around the
Iroise Sea.
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Identifier I’espéce a laquelle appartient un organisme grace a son ADN n’est pas trivial. Cette
démarche nécessite successivement (7) de définir préalablement une partie du génome a étudier,
(i) d’identifier les variations de cette partie du génome dans une collection la plus large
possible d’espéces différentes, (iii) d’analyser de maniére comparative les variations
intraspécifiques et interspécifiques de cette séquence, et (iv) de s’assurer que les variations
intraspécifiques sont nettement inférieures aux variations entre especes. Il faut aussi créer une
base de données qui regroupe les séquences d’ADN de cette zone spécifique déterminée chez le

plus grand nombre possible d’organismes, dont 1’identification taxonomique aura été validée.

annual publications
1200

DNA barcoding

1000

800 -

600 Hubble space

400 telescope

200 -

1 8 5 7 9 11 13 1§ 19 19 21 23
years since activation

Figure 31: Comparaison du nombre de publications
annuelles résultant de deux grands projets scientifiques,
le télescope Hubble et les codes-barre ADN. Les
publications sont décomptées en années apres le lancement
de chacun des deux programmes. Sept ans apres la définition
du principe des codes-barre ADN, le nombre de publications
dédiées aux codes-barrre ADN a dépassé celui du télescope
Hubble. Figure extraite de Hebert et al. 2016.

La démarche du code-barre ADN (« DNA barcoding ») a été construite sur ce modele (Hebert
et al. 2003). Pour les animaux, elle cible une portion de 500 pb approximativement du génome
mitochondrial correspondant a I’extrémité 5° du géne codant pour la sous-unité¢ 1 de la
Cytochrome Oxydase (CO1). Les variations de cette séquence sont en général plus importantes
entre especes qu’entre différents individus d’une méme espéce (Hebert et al. 2003), méme si
des contre-exemples existent (Wiemers & Fiedler 2007 ; publication 6). Une banque de donnée
dédiée a été construite, qui regroupe a ce jour des séquences concernant presque 180 000

especes animales (https://www.boldsystems.org, consultée le 15 septembre 2017). Des

critiques, souvent inhérentes a la démarche elle méme existent (démarche monolocus, génome

mitochondrial, possibilité d’hétéroplasmie, existence de copies nucléaires notamment), mais
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I’utilisation des codes-barres ADN est devenue particulicrement généralisée (Figure 31).
Valentini et al. (2009) ont étendu le concept en définissant les code-barres ADN sensu stricto,
répondant a la définition d’Hébert et al. (2003) donc visant a 1’identification d’une espece grace
a la séquence de COl ; et sensu lato, permettant I’identification d’un niveau taxonomique (pas
uniquement celui des espéces) grace a une séquence d’ADN. C’est encore sur une nouvelle
extension de cette démarche que repose le principe du metabarcoding, dans lequel I’ADN de
différents organismes contenu dans un échantillon environnemental est étudié en parallele
(Pompanon et al. 2011; Valentini et al. 2016, voir aussi paragraphe sur I’ADN
environnemental dans le Chapitre 1).

J’ai participé a la mise au point des code-barres ADN sur deux groupes de mammiferes marins,
les pinnipedes et surtout les cétacés, grace notamment aux échantillons récoltés par le Réseau
National Echouage. Les résultats de cette mise au point, ainsi que I’analyse comparative des
identifications d’espéces de maniere classique et en utilisant les code-barres ADN, sont décrits
dans la publication 6 « The use of DNA barcoding to monitor the marine mammal biodiversity
along the French Atlantic coast ». Depuis trois ans, j’ai adapté cette approche a I’identification
de spécimens tres dégradés le long des cotes de Mauritanie, dans le cadre du programme de
I’état Mauritanien « Biodiversité Gaz Pétrole ». Cette démarche nous a permis par exemple
d’identifier pour la premiére fois en Atlantique 1’espéce la moins connue de rorquals,
Balaenoptera omurai (Wada et al. 2003). Ces résultats sont décrits dans la publication 7
« Omura’s whale off West Africa: autochthonous population or inter-oceanic vagrant in the
Atlantic Ocean? ».

Actuellement, les suivis d’échouages de mammiféres marins en Mauritanie se poursuivent dans
le cadre de la thése de Oumar Ba de 1’Université de Nouakchott que je co-encadre. Je travaille
aussi, en collaboration avec le Docteur Tony Dejean (SPYGEN, Grenoble) a la mise au point
pour les mammifeéres marins des analyses de type metabarcoding sur de I’ADN

environnemental contenu dans des échantillons d’eau de mer.
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Identification d’espéces et codes-barres ADN chez les mammiféres marins

Etudiants ayant participé a cette étude

Co-encadrement en Doctorat Yves-
. Marie Paulet / Jean-Luc J t
Eric Alfonsi 2009-2013 Master 2 puis Thése arl.e aute . ean-tue l.mg ¢
Sami Hassani pour la partie
entreprise (finacement Cifre)
Anais Rey Janvier-juin 2015 Master 2, Université de Paris VI Encadrement Jean-Luc Jung

Projet mené en collaboration avec

Sami Hassani Océanopolis

Philippe Le Niliot,

Cécile Lefeuvre Parc Naturel Marin d’Iroise

Koen Van Waerebeek | Corewam

Willy Dabin, Olivier
Van Canneyt, Vincent | Observatoire PELAGIS, Reseau National Echouage
Ridoux

Frédéric Marret o . B L
Wim Mullié Programme Biodiversité Gaz Pétrole, Mauritanie

Tableau 13 : Collaborations et étudiants encadrés pour Dl’identification d’espéces et codes-barres ADN chez les
mammiféres marins
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Abstract

In the last ten years, 14 species of cetaceans and five species of pinnipeds stranded along the Atlantic coast
of Brittany in the North West of France. All species included, an average of 150 animals strand each year
in this area. Based on reports from the stranding network operating along this coast, the most common
stranding events comprise six cetacean species (Delphinus delphis, Tursiops truncatus, Stenella coeruleoalba,
Globicephala melas, Grampus griseus, Phocoena phocoena) and one pinniped species (Halichoerus grypus).
Rare stranding events include deep-diving or exotic species, such as arctic seals. In this study, our aim was
to determine the potential contribution of DNA barcoding to the monitoring of marine mammal biodi-
versity as performed by the stranding network.

We sequenced more than 500 bp of the 5’ end of the mitochondrial COI gene of 89 animals of 15
different species (12 cetaceans, and three pinnipeds). Except for members of the Delphininae, all species
were unambiguously discriminated on the basis of their COI sequences. We then applied DNA barcoding
to identify some “undetermined” samples. With again the exception of the Delphininae, this was success-
ful using the BOLD identification engine. For samples of the Delphininae, we sequenced a portion of the

*  These authors contributed equally to this work.

Copyright Eric Alfonsi et al. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution International License
(CC BY 4.0), which permits unrestricted use, distribution,and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
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mitochondrial control region (MCR), and using a non-metric multidimentional scaling plot and posterior
probability calculations we were able to determine putatively each species. We then showed, in the case of
the harbour porpoise, that COI polymorphisms, although being lower than MCR ones, could also be used
to assess intraspecific variability. All these results show that the use of DNA barcoding in conjunction with
a stranding network could clearly increase the accuracy of the monitoring of marine mammal biodiversity.

Keywords
DNA barcoding, COI, control region, marine mammals, cetaceans, pinnipeds, biodiversity monitoring,
stranding network

Introduction

The aim of DNA barcoding is to concentrate the efforts of molecular taxonomists
on a single part of the mitochondrial genome, chosen because it presents portions
conserved across taxa that are appropriate for primer design, while including poly-
morphism among and within species (Hebert et al. 2003, 2004). This DNA sequence,
targeted as the 5” end of the gene coding for the subunit I of the cytochrome ¢ oxi-
dase subunit I (COI), is sufficiently diverse so as to allow the specific identification
of a great majority of animal species. Numerous studies have proven the success of
this approach in the animal kingdom, and using various sources of tissue samples
(e.g. Lambert 2005, Clare et al. 2007, Dawnay et al. 2007, Hajibabaei et al. 2007,
Borisenko et al. 2008, Ward et al. 2009, Shokralla et al. 2010). Today (June 2013),
a database, accessible at http://www.boldsystems.org, groups DNA barcode sequence
data for more than 133,000 animal species, and offers a powerful identification tool
for new specimens (Ratnasingham and Hebert 2007).

DNA barcoding also possesses some inherent limitations (Valentini et al. 2009): it
is based on a single locus on the mitochondrial genome so that it is only maternally in-
herited (Hartl and Clark 2007), it can show heteroplasmy (Kmiec et al. 2006, Vollmer
et al. 2011) or may exist as nuclear copies. Some of these limitations have been well-
exposed (Ballard and Whitlock 2004, Toews and Brelsford 2012). The use of DNA
barcoding for species delimitation also requires that interspecific divergence is higher
than the intraspecific divergence. Although this has been shown to be true in numer-
ous taxonomic groups, opposite examples also exist (Amaral et al. 2007, Wiemers and
Fiedler 2007, Viricel and Rosel 2012).

In the present study, we assess the contributions that DNA barcoding could pro-
vide to the monitoring of the marine mammal biodiversity along the coasts of Brit-
tany, in the northwest of France. For almost 20 years, the stranding network has been
collecting data and, when possible, sampling, each time a marine mammal stranding is
reported. Field correspondents are organized in a geographical area covering the entire
Brittany coasts. The network is coordinated regionally by Océanopolis (Brest, France),
and nationally by Pelagis (La Rochelle, France).

DNA barcoding could be useful for the monitoring of marine mammal strandings
at different levels. First, by confirming the quality and the reproducibility of a spe-
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cies identification made by the field correspondents. Beside common species, which
are often encountered and easily identified, exotic or deep living species represent
rare stranding events. In such cases, DNA barcoding could provide a confirmation
or an additional degree of precision of taxonomic determination (Thompson et al.
2012). Second, DNA barcoding can help specifying species identifications in those
cases where the taxonomic identification was made only to the genus or family levels.
This is often due to incomplete or highly degraded carcasses. DNA barcoding also is a
valuable and cost effective alternative to the taking of the head or skull of the animals.
Third, genetic data collected for DNA barcoding generally include intraspecific vari-
ation, which allows downstream population-level analyses including the detection of
genetic structure and, in some cases, monitoring population movements. A long-term
use of the barcoding approach would therefore clearly increase the significance and
the precision of marine mammal stranding monitoring. Migration or movement of
populations or groups of a particular species can be highlighted, thus revealing e.g.
environmental changes leading to these movements (Pauls et al. 2012).

We evaluated the usefulness of DNA barcoding in the monitoring of marine mam-
mal biodiversity along the coasts of Brittany at three levels: by confirming the taxo-
nomic identification performed by field correspondents, by identifying degraded car-
casses or parts of carcasses, and by determining intraspecific variations for two species
commonly found off Brittany, the harbour porpoise and the grey seal. For this last part
of our study, we also compared COI and the mitochondrial control region in terms of
their effectiveness in species identification.

Methods

Collection of data and samples

The CRMM (Centre de Recherche sur les Mammiféres Marins, La Rochelle, France),
presently the Joint Service Unit PELAGIS, UMS 3462, University of La Rochelle-
CNRS has created the French marine mammal stranding recording program at the be-
ginning of the 70s. The network comprises about 260 field correspondents, members
of organizations or volunteers (Peltier et al. 2013).

Since 1995, the LEMM (Laboratoire d’Etude des Mammiféres Marins, Océano-
polis, Brest, France) has coordinated this network at a regional scale in Brittany, North
West of France. Data are collected from the Brittany coastlines, analyzed, and then
added to the central database maintained in La Rochelle. The Brittany coasts have
been divided into 18 sections covering the whole coastline (Jung et al. 2009). In each
of these areas, correspondents are trained in the analysis of stranded marine mammals.
Taxonomic identification and characteristic measurements are performed following a
standard procedure. The LEMM therefore compiles standardized data on a large pro-
portion of cetaceans stranded on the Brittany coasts on a yearly basis. Whenever pos-
sible, skin, blubber, muscle and teeth samples are also collected in the field from each
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stranded animal. Samples are then kept in absolute ethanol or dry at -20 °C until analy-
ses. Some harbour porpoise samples, described in the Appendix 1 and in Alfonsi et al.
(2012), were stranded or by-caught in the Bay of Biscay (Atlantic coast of France).

Genomic DNA extraction, amplification and sequencing of COI and MCR (mito-
chondrial control region)

Genomic DNA was extracted from blood samples or from muscle and skin tissues us-
ing a standardized protocol and the DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen), following
the instructions of the manufacturer. The quality and the concentration of all the DNA
extracts were estimated by agarose gel electrophoresis and by spectrophotometry using
a Nanodrop 1000 (Thermo Scientific).

A 736 base-pair (bp) fragment of the 5 region of the COI fragment (position
5352 to 6087 of the complete mitochondrial genome of the harbour porpoise, Gen-
Bank acc. no. AJ554063), was amplified using two newly designed primers, LCOlea
(5’-teggecattttacctatgtrcata-3’) and HBCUem (5°-ggtggecgaagaatcagaata-3’). The 50 pl
PCR final volume included approximately 50 ng of genomic DNA, and 25 pmole of
each primer in the Hotgoldstar master mix x 1 (Eurogentec) with a final concentration
of MgCl, of 2.5 mM. After an initial denaturation step of 10 min at 95 °C, the ther-
mocycle profile consisted of 32 cycles for cetaceans or 35 cycles for pinnipeds at 95 °C
for 30 s, 53 °C for 30 s and 72 °C for 60 s, with a final extension at 72 °C for 10 min.

For some animals, we also amplified and sequenced another part of the mitochon-
drial genome including the control region (MCR). For cetaceans, the primers and reac-
tion conditions are described in (Alfonsi et al. 2012). For pinnipeds, two newly designed
primers LMCRHgem 5’-tcatacccattgecagcattat-3° and HMCRHgem 5’-taccaaatgcat-
gacaccacag-3” amplified a 693 bp fragment from position 16160 to 55 of the Halichoe-
rus grypus complete mitochondrial genome sequence (GenBank acc. no. X72004). PCR
reaction conditions were the same as described above for pinnipeds, with the hybridiza-
tion temperature set to 53 °C. PCR products were purified using the “MinElute PCR
Purification Kit” and sequenced by a commercial sequence facility (Macrogen, Korea).

Electropherograms were analyzed and edited manually using the Sequence scanner soft-
ware (Applied Biosystems), and alignments were produced using CLUSTAL W (Thompson
et al. 1994) with default settings in Bioedit (Hall 1999). All sequences were analyzed using
the Barcode of Life Data Systems (BOLD) interface (accessible at http://www.boldsystems.
org), and were also compared to GenBank data using BLAST (Benson et al. 2010).

DNA sequences and specimen information have been added to two BOLD pro-
jects. The first project includes specimens for which the species had been identified
without doubt using classical morphological identification, and is referred to as IMMB
(Identified Marine Mammals in Brittany). The IMMB project is a part of the campaign
“barcoding mammals of the world”. The second project, UMMB (Unidentified Marine
Mammals in Brittany), includes specimens only identified to the genus or to higher
taxonomic levels. This second project is a part of the campaign “barcoding application”.
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Genetic distances (intraspecific, interspecific and minimal distance to the nearest
neighbour) were calculated using the Kimura 2-parameter (K2P) model (Kimura 1980)
and the MUSCLE alignment algorithm on the BOLD user interface or using the soft-
ware MEGAS5 (Tamura et al. 2011). Neighbour-Joining trees based on the K2P-model
were built using the BOLD user interface. DnaSP v5.10 was used to calculate haplotype
and nucleotide diversities (Librado and Rozas 2009). We used non-metric multidi-
mensional scaling (nMDS) to represent MCR distances graphically and to discrimi-
nate closely related species within the Stenella-Tursiops-Delphinus complex (LeDuc et
al. 1999, McGowen 2011, Perrin et al. 2013). Distance matrices were computed with
the K2P-model using DNAdist (Felsenstein 1989) and were then analyzed by nMDS
using Statistica (Statsoft 2005). Posterior probabilities were calculated by a LDA (linear
discriminant analysis) on coordinates given by the nMDS. Phylogenetic relationships
among COI sequences of harbour porpoise were depicted using a median joining net-
work of haplotypes using Network v4.6 (www.fluxus-engineering.com).

Results

From 2003 to 2012, 1530 marine mammal strandings were recorded along the coastline
of Brittany (Table 1). Fourteen species of cetaceans and five species of pinnipeds were
identified. The most frequent cetaceans were six indigenous species of the Brittany wa-
ters, viz. five members of the Delphinidae (Delphinus delphis, Tursiops truncatus, Stenella
coeruleoalba, Globicephala melas, Grampus griseus), and the harbour porpoise (Phocoena
phocoena). Two members of the Zyphiidae (Hyperoodon ampullatus and Ziphius caviro-
stris), three other species of Delphinidae (Lagenorhynchus acutus, Orcinus orca and Stenella
[frontalis), one species of Physeteridae (Physeter macrocephalus) and two mysticete species
(Balaenoptera acutorostrata and Balaenoptera physalus) were rare stranding events. Halichoe-
rus grypus was by far the most commonly encountered pinniped, far before Phoca vitulina,
and some uncommon arctic seals (Phoca hispida, Cystophora cristata and Phoca groenland-
ica). Between 9 and 12 different marine mammal species stranded each year (Figure 1).

Members of the stranding network are trained to identify the stranded animals.
Nevertheless, 258 animals (16.8% of the strandings) were not characterized to the spe-
cies level, generally because of an advanced state of decomposition of the animal body,
sometimes in conjunction with bad field-work conditions.

COI sequencing and analysis from different marine mammal samples

DNA was extracted from 92 stranded animals, i.e. from dead cetaceans and pinni-
peds, but also from 40 grey seals stranded alive, which were treated in the care center
of Océanopolis (Brest, France) and from which a small blood sample was taken and
kept at -20 °C. All the samples came from animals stranded at the coasts of Brittany,
except for one grey seal (Hgc406), which stranded alive in Spain in 2009 and which
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Table I. Strandings of marine mammals along the coasts of Brittany, North West of France (2003-2012)

2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | Total
Cetaceans
Balaenoptera acutorostrata 1 1 2
Balaenoptera physalus 1 2 2 3 4 2 14
Delphinidae (undetermined) | 40 30 36 22 15 9 9 6 16 8 191
Delphinus delphis 56 | 61 | 109 | 53 | 51 56 | 40 39 | 72 57 | 594
Globicephala melas 6 5 7 1 1 2 1 2 1 2 28
Grampus griseus 2 1 7 3 1 7 2 1 2 4 30
Hyperoodon ampullatus 1 1
Lagenorhynchus acutus 1 2 1 1 5
Orcinus orca 1 1
Phocoena phocoena 18 13 12 15 20 | 23 9 10 15 11 | 146
Physeter macrocephalus 2 1 3
Stenella coeruleoalba 1 7 9 8 4 5 9 6 3 52
Stenella frontalis 1 1
Tursiops truncatus 6 2 7 6 4 5 3 8 3 3 47
Ziphius cavirostris 1 1 2
Mysticeti (undetermined) 1 4 5
Odontoceti (undetermined) 5 1 1 3 1 11
Cetacea (undetermined) 3 3 2 1 9
Pinnipeds
Cystophora cristata 1 3 4
Halichoerus grypus 20 | 29 | 41 37 | 51 | 41 37 13 | 34 | 24 | 327
Phoca groenlandica 1 1
Phoca vitulina 1 1 2 1 1 1 2 3 12
Pusa hispida 1 1 2
Phocidae (undetermined) 5 7 4 13 4 5 2 1 41
Unknown 1 1
Total 161 | 149 | 240 | 165 | 175 | 157 | 113 91 162 | 117 | 1530
14
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9
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.
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Figure |. Numbers of different species of marine mammals stranded along the coasts of Brittany (North
West of France) in the period 2003-2012.
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Figure 2. Organization of the stranding network in Brittany (North West of France) and localization of
the stranded specimens used in this study. Numbers indicate the 18 geographic sections of the stranding
network in this area. The map was drawn using ArcGIS Desktop: Release 9.3.1 (Environmental Systems
Research Institute, Redlands, CA, USA) with WGS 84 coordinates.

was transported to the care center (Figure 2). Our sampling included 12 species of
cetaceans, and three species of pinnipeds (Table 2). Two species were very common,
the harbour porpoise (29 samples) and the grey seal (44 samples), thus allowing in-
traspecific distance analyses.

A COI amplicon was recovered from 89 samples, and good quality sequences
of more than 500 bp were obtained for all samples (GenBank accession numbers
KF281608-KF281697). The sequence alignment used in the analyses was 507 bp
long. About 32% of the positions were polymorphic in the cetaceans and 13.1% in
the pinnipeds (Table 3). The maximal intraspecific distance was 0.46% for the grey
seal and 0.83% for the harbour porpoise. The COI sequences of three species of the
Delphininae (Stenella frontalis, Stenella coeruleoalba and Delphinus delphis) showed
very low interspecific distances (0.84% between D. delphis and the nearest species S.
frontalis, and 1.18% between the two Stenella species). All other interspecific distances
were above 3.9% for pinnipeds and above 6% for cetaceans. The Neighbour-Joining
(NJ) tree built on the BOLD interface using K2P-distances (Figure 3) confirms that,
except for of the Delphininae, all the cetacean and pinniped species analyzed are dis-
tinguished unambiguously.
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Table 2. Numbers of samples included in the IMMB project

Cetaceans (12 species)

Balaenoptera acutorostrata

Balaenoptera physalus
Delphinus delphis
Grampus griseus

Hyperoodon ampullatus

N[O [0 [ = | = | —

Lagenorhynchus acutus
Phocoena phocoena 29

Physeter macrocephalus

Stenella coeruleoalba
Stenella frontalis

Tursiops truncatus

— |t | | = | =

Ziphius cavirostris

Pinnipeds (3 species)

Cystophora cristata 2

Halichoerus grypus 44

Phoca vitulina 2
Total (15 species) 92

Table 3. Polymorphism levels of COI between 12 species of marine mammals stranded in Brittany, and

comparison with intra-species variation for harbour porpoise and grey seal.

Cetaceans Pinnipeds Harbour
Total (12 species) | (3 spel::ies) porpoises Grey seals

Number of species 14 11 3 1 1
Number of sequences 89 41 48 45* 44
Length (bp) 507 508 656 610 658
Polymorphic sites 186 163 86 8 7
Polymorphism (%) 36.7 32.1 13.1 1.3 1.06
Minimal distance to NN - 0.84 3.9 13.46 3.9
Maximal distance to NN - 17.3 11.2 - -
Maximal intraspecific distance | - - - 0.83 0.46

*This sampling includes 28 harbour porpoises stranded along the coasts of Brittany, and 17 more samples,
stranded or by-caught in the Bay of Biscay, included to better characterize intraspecific variation. NN:

nearest neighbour.

Taxonomic identification of undetermined samples

We then determined COI sequences from 10 cetacean samples whose species could
not be determined accurately using morphological characters (Figure 4), either because
only parts of the animal were recovered (Figure 4A) or because of the highly degraded
state of the carcasses (Figure 4C). COI sequences of good qualities were obtained from
all these samples, and three of them were identified unambiguously using the BOLD
identification engine: Ms250511 was identified as a Balaenoptera physalus, Ds160111
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Figure 3. Neighbour-Joining tree of major species of marine mammals, based on K2P-distances calcu-
lated from 507 bp of COI. All sequences come from the IMMB project on BOLD, and only 5 harbour
porpoise and 5 grey seal samples among those of the IMMB project have been included in the analysis.

as a Grampus griseus and Ds290811 as a Phocoena phocoena. The other seven samples
were Delphininae, as confirmed by COI sequences. Yet, neither the BOLD identifica-
tion engine, nor a BLAST search on GenBank allowed a more precise determination.
We therefore sequenced MCR, which is more variable than COI, from six unidentified
samples. BLAST searches on GenBank confirmed the COI results: all these samples
were Delphininae, but a more precise identification could not be achieved.

We constructed a nMDS plot of the distances between MCR sequences of S. coer-
uleoalba, S. frontalis and D. delphis taken from GenBank: for S. coeruleoalba, we used se-
quences AM498725, AM498723, AM498721, AM498719, AM498717, AM498715,
AM498713, AM498711, AM498709, AM498707 (Mace et al. unpublished), for D.
delphis FM211560, FM211553, FM211545, FM211535, FM211527, FM211519,
FM211511, FM211503, FM211495 (Mirimin et al. 2009) and DQ520121,
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Figure 4. Examples of marine mammals stranded along the coasts of Brittany and the species-level

identifications of which were determined or confirmed thanks to DNA barcoding. A Sample Ms250511,
stranded on the “fle de Sein” during May 2011, and identified as a Balaenoptera physalus B Sample
Ds160111, stranded on the Ushant Island during January 2011, and identified as a Grampus griseus C
Sample Ds130211, stranded on the Ushant Island in February 2011, and identified as belonging to the
Delphininae subfamily (putatively identified as a D. delphis on the nMDS plot in Figure 5) D Sample
Ds080410 stranded on the Ushant Island during April 2010, and identified as belonging to the Delphini-
nae (putatively identified as a S. coeruleoalba on the nMDS plot in Figure 5).

DQ520117, DQ520113, DQ520109, DQ520105 (Hildebrandt et al. unpub-
lished) and for S. fromtalis GQ5041986, GQ5041987, GQ5041988, GQ5041989,
GQ5041990, GQ5041991, GQ5041992, GQ5041993, GQ5041994, GQ5041995
(Kingston et al. 2009).

The three species were clearly discriminated by the nMDS (Figure 5). The poste-
rior probabilities are given in Appendix 2. This analysis suggests that five of our uni-
dentified samples could belong to D. delphis, and one to S. coeruleoalba.

Intraspecific variation of COI and MCR in harbour porpoise and grey seal

For the intraspecific analysis of the harbour porpoise, we included 17 additional sam-
ples of animals stranded or by-caught from the Bay of Biscay (Appendix 1, Alfonsi et al.
2012). All in all, we compared 35 sequences of grey seals, and 45 of harbour porpoises.
As expected, MCR sequences were more polymorphic than COI: in harbour porpoise,
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Figure 5. Non-metric Multidimensional Scaling plot of K2P-distance between MCR sequences of S. coer-
uleoalba (in blue), D. delphis (in red) and S. frontalis (in green). Individuals of each species are clearly clustered
together, and unidentified samples (in black) stranded along the coasts of Brittany group with one of the three
species. Dd280211A (Dsl1), Ds130210 (Ds3), Ds230409 (Ds4), Ds250412 (Ds5) and Sc210910 (Ds6)
are putatively identified as D. delphis, whereas Ds080410 (Ds2) would more likely belong to S. coeruloalba.

Table 4. Comparison of intraspecific COI and MCR polymorphisms for grey seal and harbour porpoise

Harbour porpoise Grey seal
(2 phocoena) (H. grypus)

Markers COI MCR Co1I MCR
Number of sequences 45 45 35 35
Sequence length (bp) 610 579 658 482
Haplotypes 9 14 6 14
Polymorphic sites 8 22 5 23
Polymorphism 1.30% 3.80% 0.76% 4.77%
Haplotype diversity 0.695 0.832 0.553 0.935
Nucleotide diversity 0.00242 0.00632 0.00098 0.00945

3.8% of the MCR positions were polymorphic vs. 1.30% in COI, while 4.73% of the
MCR positions in the grey seal were polymorphic vs. 0.75% in COI (Table 4). Hence,
MCR was 3x more polymorphic than COI in harbour porpoise and 6x in grey seals.
Haplotype and nucleotide diversities were also higher for MCR than for COI.
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Figure 6. Haplotype network established from the COI sequences of 45 harbour porpoises stranded
along the Atlantic coast of France (Appendix 1). Numbers on a line connecting two haplotypes cor-
respond to the sequence position of the mutation differentiating these haplotypes. Two mitochondrial
haplogroups appear (black circles - grey circles), that group the same individuals as the haplogroups alpha
and beta determined using MCR polymorphisms and described in Alfonsi et al. (2012).

The haplotype network of the COI sequences in harbour porpoises clearly differ-
entiated two haplogroups (Figure 6), that correspond perfectly to those described for
MCR in Alfonsi et al. (2012).

Discussion

Stranding networks collect opportunistic data that are ecologically significant (Borsa
2006, Jung et al. 2009, Peltier et al. 2013), although, among other parameters, data
quality control may deserve a special attention (Evans and Hammond 2004). Strand-
ing networks can also collect skin and muscle samples that can be used for genetic
analysis, therefore contributing to the construction of biological sample banks which
are of high value when working with marine mammals.

The aim of this study was to evaluate the feasibility of a routine use of DNA bar-
coding in a stranding network; and to determine which gains this use could bring in
terms of data relevance. The Brittany stranding network is a part of the French strand-
ing network, and has to analyze an average of around 150 marine mammal strandings
per year, with a high species biodiversity (19 species during 2003-2012).
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Can COI be used as an appropriate species identification tool for marine mam-
mals in the frame of a stranding network?

We obtained DNA sequences of good quality for almost all the samples studied, what-
ever their origin, their collectors, or even their state of degradation. This is consistent
with the numerous molecular genetic studies that have used samples taken on stranded
cetaceans or pinnipeds (e.g. Gaspari et al. 2006, Amaral et al. 2007, Fontaine et al.
2007, Mirimin et al. 2009, 2011, Alfonsi et al. 2012).

Viricel and Rosel (2012) previously demonstrated that COI sequences allowed
identifying cetacean species, except for a few closely related Delphinidae species (see
also Amaral et al. 2007). As expected, our NJ tree matched the overall classification,
and the distance-based analysis identified correctly the sequences to the species levels
for all cetaceans except within the Delphininae. The three species of pinnipeds ana-
lyzed were also unambiguously distinguished on the basis of their COI sequences.

The quality of the whole functioning and organization of the stranding network,
from the field-work achieved by the correspondents to the preservation of the samples
is therefore confirmed by our study. All the samples analyzed by DNA barcoding led
to correct identification of the expected species with no exceptions.

We obtained COI good quality sequences for 10 unidentified animals, some of
which were in a highly degraded body state. This showed that DNA barcoding can
help to identify such specimens, which represent more than 16% of the stranded ani-
mals in the period 2003-2012. Hence, a routine use of DNA barcoding would notice-
ably decrease the proportion of unidentified animals.

The case of the Delphininae

Within the Delphininae, species are difficult to discriminate (Amaral et al. 2007,
2012, Viricel and Rosel 2012). In particular, Delphinus delphis, Stenella coeruleoalba
and Stenella frontalis show very low interspecific COI distances, which do not allow
distinguishing the species accurately. Other mitochondrial loci, such as MCR and cyt
b, are neither very effective in this matter (Amaral et al. 2007, Viricel and Rosel 2012).
This is attributed to recent and rapid radiation events in the subfamily, and it leads to
problematic results in molecular taxonomic studies (Kingston et al. 2009, Amaral et al.
2012, Viricel and Rosel 2012, Perrin et al. 2013). In our case, these three species pro-
duced COI and MCR sequences that did not allow to associate samples with species
names, neither with the identification engine on BOLD, nor with a distance tree or a
BLAST search on GenBank. nMDS of genetic distances is known to uncover sample
clustering (e.g. Geffen et al. 2004, Maltagliati et al. 2006, Alfonsi et al. 2012, Weck-
worth et al. 2012). As such, nMDS clustering of MCR sequence distances of Delphi-
nus delphis, Stenella coeruleoalba and Stenella frontalis, chosen randomly on GenBank
among Atlantic samples, showed that individuals of the three species formed separate
groups. Moreover, each individual had a high posterior probability to belong to the
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right group, except for one sample (i.e. 97.0% of the assignments were successful),
so that all our unidentified samples could be putatively identified to the species level,
based on the nMDS plot and its posterior probabilities.

Can DNA barcoding increase the accuracy of the data listed by the stranding network?

DNA barcoding is informative for animals that belong to species that infrequently
strand along the coasts of Brittany, which can involve either species living far off the
coasts or living in deep water, but also exotic species. Such species can be more dif-
ficult to identify by the field correspondents simply because of their scarcity. Along
the coast of Brittany, we observed a Stenella frontalis, a temperate to tropical Atlantic
Ocean inhabitant, and three species of arctic seals (Phoca hispida, Cystophora cristata
and Phoca groenlandica). It is likely that other members of such rare species are listed
among the “undetermined” species, just because their morphological characteristics
are less well known by field correspondents. Additionally, a species that rarely strands
along the French coast may be mistakenly identified as its more common sister-species.
This issue can be illustrated by the case of the two pilot whale species: Globicephala
melas, the long-finned pilot whale, commonly strands along the French Adlantic coast,
while only a few stranding events of G. macrorhynchus, the short-finned pilot whale,
have been reported (the Bay of Biscay is the northern limit of the geographical range of
G. macrorhynchus). The two species have overlaping morphological characters, which
adds to the difficulty of detecting rare stranding events of G. macrorhynchus based on
morphological data only (Viricel and Sabatier unpublished data). A systematic use of
DNA barcoding when morphological taxonomic characteristics are not straightfor-
ward, would clearly lower the percentage of exotic animals not listed. The existence of
natural interspecific hybrids between the two Globicephala sister-species (Miralles et al.
2013), as between other cetacean species (e.g. Bérubé and Aguilar 1998, Willis et al.
2004) still reinforces the interest of such a monitoring based on molecular data.

It is important to note that a main limitation of DNA barcoding is the use of
a single locus, leading to some problematic species identification such as within the
Delphininae, but also to an inability to detect hybrids without complementary genetic
studies. This limitation may well be removed in the near future thanks to next-genera-
tion sequencing, allowing the accumulation of large amount of DNA sequence data in
a cost-effective manner. Multi-locus barcoding, including mitochondrial and nuclear
polymorphic loci, will certainly represent a next step for the barcoding community.

A routine use of DNA barcoding could also allow monitoring the marine mammal
biodiversity at intraspecific levels. For instance, global climate change has some effects
on genetic diversity that must be studied and quantified (Pauls et al. 2012), in particular
in the marine realm. Knowledge of the existence of distinct genetic groups or popula-
tions, of the history of their formation and of their movements are of a first importance
to ecological understandings of natural populations, and also to the conservation efforts
dedicated to them. Around the coast of Brittany, different species of marine mammals
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have shown variations in abundance in the last decades (Vincent et al. 2005, Jung et al.
2009). Using samples from the French Stranding Network and MCR polymorphisms,
we have recently shown that two previously separated, genetically distinct, populations
of harbour porpoises are now admixing along the Atlantic coast of France (Alfonsi et
al. 2012). These results were unexpected according to previous work (Tolley and Rosel
2006, Fontaine et al. 2007). In this study, we show that this genetic clustering would
also have been detected using COI polymorphisms, thus reinforcing the interest of a
routine use of DNA barcoding in conjunction with the stranding network.

Contributions of our study to the Barcoding of Life Database

This project is part of the collaboration between the Laboratory BioGeMME of the
“Université¢ de Bretagne Occidentale” (Brest, France), Océanopolis, a public private
company (http://www.oceanopolis.com), the “Parc naturel marin d’Iroise” (htep://
www.parc-marin-iroise.com) and the French Stranding Network, coordinated by Pela-
gis, Université de La Rochelle, France. All the specimens and sequence data described
in this manuscript are deposited in BOLD under the institution called “Oceanopolis-
BioGeMME” in two projects, UMMB and IMMB. Our mixed institution became the
first contributor to BOLD for the Cetacea, as well as for the Phocidae, and these two
BOLD projects will be publicly available, and all the sequences published on GenBank.
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ABSTRACT

The surveillance of marine mammal strandings within the framework of a biomonitoring
scheme for the Mauritanian coast led to the discovery in 2013 of a 3.98 m long, juvenile
rorqual Balaenoptera sp. in an advanced state of decomposition near Chott Boul (16°
32.488'N, 016°27.0317'W). Photographs and skin samples were taken, but the specimen
could not be collected. Based on limited morphological evidence, only Balaenoptera edeni
and B. omurai were plausible. Sequences of three mtDNA regions, i.e. parts of the cox7 and
the cytb genes as well as the D-loop, for a total of 2636 bp (> 16% of the mitogenome)
identified the specimen as an Omura’s whale, B. omurai, the first record in the Atlantic Ocean
and at least 11,400 km away from its closest known range in the SW Indian Ocean
(Madagascar). The question of whether the specimen is a vagrant or belongs to an
unrecognized Atlantic population is discussed. Advection by currents or transport on a ship’s
bow bulb following collision are discarded. Circumstances (juvenile status, great distance
from Indo-Pacific, necessary inter-oceanic passage through cold temperate waters) may
slightly favour the hypothesis that B. omurai, if rare, could be autochthonous in the Atlantic.
Beach surveys remain a useful tool to assess trends in cetacean species composition, to
detect unusual mortality events and to help assess the impacts of anthropogenic activities.
This is particularly applicable to remote areas where the marine mammal fauna is poorly
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known and where fisheries effort is high, such as the Mauritanian coast.

Introduction

The Canary Current is recognized as one of the four
major eastern boundary upwelling areas of the world,
located along the coasts of the Canary Islands,
Morocco, Western Sahara, Mauritania, Senegal and
The Gambia (Sherman 1995). Upwelled waters, rich in
nutrients, lead to high primary productivity and conse-
quently large stocks of fishes and cephalopods, attract-
ing top predators. With cool coastal upwelling and
offshore subtropical habitats juxtaposed, the cetacean
fauna of Mauritania is highly diverse, consisting of at
least 26 species, conservatively estimated from
reported sightings and strandings (Maigret 1980; Robi-
neau & Vély 1998; Perrin & Van Waerebeek 2012). This
places Mauritania among West African coasts with the
highest cetacean biodiversity immediately after
Senegal and the Canary Islands (both 29 species). The
biogeographical origin of this species assemblage

ranges from tropical to north temperate to cosmopoli-
tan (Perrin & Van Waerebeek 2012).

Increasing use of the Mauritanian continental shelf
by artisanal and industrial fisheries, as well as for oil
and gas exploration and exploitation (IMROP 2013),
but also increased maritime transport (Heij et al.
2013) with associated risks for the biodiversity, have
led to the establishment in 2012 of the Programme
‘Biodiversité, Gaz, Pétrole’ (BGP), spearheaded by the
Mauritanian  Ministry of Environment in close
cooperation with the Ministry of Fisheries and the Min-
istry of Qil. As a key component of the BGP Programme,
an integrated marine and coastal biomonitoring
project was launched in November 2012. Beach
surveys are conducted every three months to
monitor stranded cetaceans, turtles and birds along
390 km of the southern coast between the Senegalese
border (16°6.4316'N, 016°30.6183'W) and Mamghar
(19°21.2233'N, 016°30.8883'W), with less frequent
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visits to parts of the coast of the Banc d'Arguin National
Park and limited transects along the Baie de Lévrier and
the Atlantic coast of Cap Blanc, near Nouadhibou
(Figure 1; Mullié et al. 2013). The remains of stranded
cetaceans are most frequently found in an advanced
state of decomposition and/or very incomplete or
damaged, making species identification often difficult.
Since August 2013, tissue or bone samples have been
taken for molecular identification, using the DNA bar-
coding approach as previously described (Alfonsi
et al. 2013).

This paper describes a balaenopterid whale strand-
ing on a South Mauritanian beach in 2013 that we
have identified as an Omura’s whale (Balaenoptera
omurai Wada, Oishi & Yamada, 2003) based on
mMtDNA sequencing. Although Omura’s whale was
only recently described (Wada et al. 2003), its separate
species status is now well established phylogenetically
(Sasaki et al. 2006). Remarkably, the known distribution
of Omura’s whale was thought to be limited to the
eastern Indian Ocean and the western Pacific Ocean
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Cap Blanc.

Banc d'Arguin NP

o Mamghar

Chott Boul

MauBs:

4
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.
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Figure 1. The coastal area of Mauritania covered by beach
surveys. The coast was surveyed trimestrially from November
2012 until November 2013, from the Senegalese border to
Mamghar, using four-wheel-drive vehicles and on foot for
some hard-to-access zones. The position where specimen
MauBs was found is marked.

(Wada et al. 2003; Reilly et al. 2008), but recently a resi-
dent population was discovered off NW Madagascar
(Cerchio et al. 2015). We discuss the key question of
whether the Mauritanian specimen is a vagrant or
whether B. omurai is also autochthonous in the Atlantic
Ocean.

Materials and methods
Beach surveys

Beach surveys were conducted between Nouakchott
and the Senegalese border (223 km) and between
Nouakchott and Mamghar (165 km) in November
2012, February, April, August and November 2013 by
two or three 4 x 4 vehicles.

The Balaenoptera omurai study specimen was found
dead in an advanced state of decomposition on a
public Mauritanian beach. A sample of the ventral
skin was collected and stored in a cryo-vial with 90%
ethanol for DNA analysis. It was shipped to France
under CITES export permit no. 2014-001 of 27/03/
2014 and CITES import permit no. FR1402900008-1 of
28/01/2014 provided by the designated authorities in
Mauritania and France, respectively.

DNA-based analysis

All experiments were performed in a laboratory in which
no previous work has been conducted on Balaenoptera
omurai samples or DNA. The laboratory is organized in
order to avoid cross-contamination between samples:
DNA extractions and polymerase chain reaction (PCR)
setups were performed, using sterile solutions and
single-use plastic ware, in laminar flow hoods previously
washed with ‘DNA Away’ solution (Molecular Bioproducts,
San Diego, CA, USA) and regularly exposed to UV light. ‘No
DNA' controls were included in all PCR reactions. The risk
of contamination by amplified PCR fragments was
addressed by separating all pre-PCR and post-PCR exper-
iments in different rooms. After PCR, the tubes were trans-
ported to another room and all following experiments
(agarose gel electrophoresis, fragment purification, spec-
trophotometry dosing) were performed there. No
material, plasticware, solutions or laboratory coats were
shared between the two rooms. Genomic DNA was
extracted using the DNeasy Blood and Tissue kit
(Qiagen), following the instructions of the manufacturer.
Two independent DNA extractions were realized from
the MauBs sample. Cox7 amplification was performed
using the primers L5357 (5'cagtctaatgcctactcggec3’)/
H6090 (5'ggtagaattarratatavacttc3’; Viricel & Rosel 2012),
the D-loop was amplified using primers L_DIp1.5
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(5'cacccaaagctgrarttcta3’)/H_DIp8G (5'ggagtactatgtcctg
taacca3’; Garrigue et al. 2004) and MCRf (5'acctcggtcttg
taaacc3’)/MCRr  (5'taccaaatgaatgaaatctcag3’;  Alfonsi
et al. 2012), and the cytb region was amplified using the
primers cytbs (5'tgacttgaaraaccaycgttg3’) and cytbas
(5'ccttttccggtttacaagac3’) described in LeDuc et al.
(1999). All PCRs were performed in 50 pl reactions in the
presence of 10 pmoles of each primer in the Hot-goldstar
master mix x1 (Eurogentec) with a final concentration of
MgCl, of 2.5 mM. After an initial denaturation step of 10
min at 95°C, reactions comprised 35 cycles for MCRf-
MCRr and L5357-H6090 and 40 cycles for L_Dlp1.5-
H_DIp8G and cytbs—cytbas. Each cycle was composed
of three successive steps: denaturation for 30 s at 95°C;
hybridization for 30 s at 50°C for L_DIp1.5-H_DIp8G and
cytbs—cytbas and at 53°C for MCRf-MCRr and L5357-
H6090; and extension at 72°C for 60 s. Reactions were
ended by a final extension step of 10 min at 72°C. DNA
sequencing was performed by a provider (GATC,
Germany), using one of the PCR primers. All the fragments
were sequenced on both strands. DNA fragments ampli-
fied from the two MauBs DNA extracts gave the same
sequences.

Electropherograms were edited manually using the
Sequence scanner software (Applied Biosystems) and
sequences were grouped in a single Fasta file with
Bioedit (Hall 1999). Similarity searches with databases
of known sequences were performed for cox7 using
the Barcode of Life Data Systems (BOLD) interface (Rat-
nasingham & Hebert 2007), and for all three markers
with the entire GenBank using BLAST searches
(Johnson et al. 2008). We applied a maximum-likeli-
hood (ML) approach to construct phylogenetic trees
using an online phylogeny pipeline (Dereeper et al.
2008): DNA sequences were aligned using MUSCLE
(Edgar 2004), ML trees were built with PhyML
(Guindon & Gascuel 2003) using the default substi-
tution model (HKY85) and the trees were drawn with
TreeDyn (Chevenet et al. 2006). Support for the group-
ings was estimated with 100 bootstrap replications.

Results
Beach surveys, specimen analysis and sampling

On 3 November 2013 an unidentified juvenile baleen
whale, Balaenoptera sp. (total length of 3.98 m), was
found by two of the authors (WCM and ZAOS) some
7 km south of Chott Boul adjacent to the Diawling
National Park (16°32.4883'N, 016°27.0317'W). Due to
logistical limitations the specimen (referred to as
MauBs) could neither be necropsied nor collected,
hence no osteological study was possible. The
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following a posteriori exclusion analysis of candidate
rorqual species was based on photographs (Figure 2)
and field notes.

With the carcass in an advanced decomposition
(Code 4; Geraci & Lounsbury 1993), no colour
pattern was discernible. Also, all baleen plates had
detached from the palate and none were found at
the stranding site, suggesting that the whale had
washed ashore dead, possibly after floating for some
time at sea. The anogenital area was damaged and
sex could not be determined. The head showed a
relatively narrow, pointed rostrum (Figure 2a,b), but
less triangular than in minke whales. No head ridges
were examined as the animal lay on its back. A
minimum of 70 ventral pleats was estimated from
the photos. The small body size and the non-U-
shaped rostrum excluded B. musculus (Linnaeus,
1758) (neonatal SL 7-8 m), the small size and shape
of the dorsal fin (Figure 2b) excluded B. physalus (Lin-
naeus, 1758) (neonatal SL 6-6.5 m), while size was
also incongruent with B. borealis Lesson, 1828 (neo-
natal SL 4.5-4.8 m; Jefferson et al. 2008). A broad-
based, more triangular than falcate dorsal fin (Figure
2d) was reminiscent of fins seen in some Bryde's
whales. There was no indication of a conspicuously
backwards-pointed dorsal fin, a feature Jefferson
et al. (2008) and Cerchio et al. (2015) suggested as
potentially  characteristic for Omura’s whale;
however, this will require an (unavailable) intraspecific
variation assessment. The apparently incomplete
dorsal fin tip conceivably could have masked a
more falcate shape.

The mandibles of MauBs appeared uncharacteristi-
cally slender for B. brydei (Sasaki et al. 2006). In addition,
despite a body length compatible with B. brydei at a
neonatal stage (4 m, Jefferson et al. 2008), the lack of
a prominent umbilicus, suggesting post-neonatal
status, also tended towards excluding this species.

The ventral pleats of MauBs extended far posteriad
(Figure 2), beyond the tip of the flippers and probably
beyond the umbilicus, in contrast with the very short
pleats anteriad of the umbilicus in B. borealis (Jefferson
et al. 2008) and probably also longer than the moder-
ately short pleats in B. acutorostrata Lacépede, 1804
and B. bonaerensis Burmeister, 1867. While
B. acutorostrata occurs at least as far south as Hann,
Senegal (14°21'N, 17°27’W; Van Waerebeek et al.
1999), the most boreal record of Antarctic minke
whale B. bonaerensis in the eastern Atlantic is a speci-
men from Togo, at 06°12.34'N, 01°29.64'E (Segniagbeto
et al. 2014).

Despite the limited morphological evidence, only
two rorqual species (B. edeni and B. omurai) remained



Downloaded by [Universite De Tours] at 05:56 03 November 2015

4 J-L JUNGET AL.

Figure 2. External morphology of rorqual specimen MauBs. (a) General view of carcass. (b) Detailed view of head. Note the
elongated shape of the upper jaw, narrow at base, which differentiates it from the short, triangular and relatively wider-based
upper jaw in minke whales. (c) Ventral view of flukes and tail stock. Note 3—-4 deep transversal incisions with smooth borders
on tail stock, evidently anthropogenic in origin. (d) Fairly triangular dorsal fin, long at insertion, reminiscent of some Bryde’s
whale fins. The fin tip appeared damaged and the original configuration remained unclear. (e) Detail view of numerous
(minimum 70) long, ventral pleats, extending considerably posteriad of the flipper tips. The oval apertures in the integument
were likely caused by ghost crab scavenging. Photograph: © Wim C. Mullié.

plausible candidates, both without known Atlantic dis-
tribution, thus pointing to a potentially unusual
specimen.

Molecular identification of specimen MauBs

We amplified and sequenced three different mitochon-
drial regions from MauBs DNA: the 5’ end of the cox1
(cytochrome C oxidase subunit 1) gene (732 bp,
GenBank accession number KM233839), part of the
cytb (cytochrome b) gene (1106 bp, GenBank accession
number KM233837) and 798 bp corresponding to the
end of the tRNA-pro gene and to the D-loop
(GenBank accession number KM233838). These three
sequences represented a total of 2636 bp (more than
16% of the mitochondrial genome) and targeted the
three most used markers in population genetics and
species identification. ‘No DNA’ PCR controls were

always negative (no fragment amplified detected)
and amplifications were reproducible between DNA
extractions and between PCRs. The sequences were
compared to the GenBank nucleotide database using
a BLAST search (Johnson et al. 2008), and matched
baleen whale sequences. For the three markers,
results were unambiguous and gave a 99-100%
match to Balaenoptera omurai sequences (Table I). All
other tested mysticete sequences presented strong
similarities, but clearly lower than with the B. omurai
ones. We also used the identification engine of the Bar-
coding of Life Database System, which made a species-
level identification with a 100% probability of place-
ment in the B. omurai species. We then reconstructed
four maximum likelihood (ML) trees, based on coxT,
cytb, D-loop and on the concatenation of the three
regions, using GenBank sequences of one representa-
tive for each species of the rorqual family
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Table I. The sequences of the three markers determined from the MauBs specimen were blasted against the entire GenBank.

Sequences

determined from

Mauritanian

specimen Closest matches

Nearest neighbours, except the closest matches

Length  Species (GenBank

Average identity

Marker (bp) reference) Identities (percentages) Species (GenBank reference) percentages
Cox1 732 B. omurai 732/732 and 731/732 B. edeni (AB201258.1), B. physalus (KC572859.1), B. musculus 93%
(AB201257.1, (100-99%), (X72204.1), B. borealis (AP006470.1), B. bonaerensis
AB201256.1) one non-synonymous (AP006466.1), M. novaeangliae (GQ353285.1)
transition
Cytb 1106 B. omurai 1106/1106 and 1103/1106  B. borealis (X75582.1), B. edeni (AB201258.1), B. musculus 91-92%
(AB201257.1, (100-99%), (X72204.1), B physalus (KC572827.1)
AB201256.1) 3 transitions, 2
synonymous and one non-
synonymous
D-loop 798 B. omurai Between 798/798 and 706/  B. edeni (AB201258.1), B. borealis (AP006470.1), B. brydei 91-92%
(AB201257.1, 710 (100-99%), (AP006469.1), B. physalus (AY582748.1)
AB201256.1, 7 polymorphic positions
AB116097.1, (4 transitions, 2
AB116096.1) transversions and 1 indel)
‘B. edeni’
(AF398372)

For the three markers, sequences of the complete mitochondrial genome of Balaenoptera omurai specimens gave the closest matches, with more than 99%
of identities. The only exception was a D-loop sequence mislabelled as ‘Balaenoptera edeni’ (AF398372), which was submitted in August 2001, before
B. omurai was recognized, and has not been corrected. With the exception of these closest matches, the nearest neighbours (between 90% and 93%
of identities) comprise the other members of the rorqual family (Balaenopteridae). One GenBank reference is given as an example for each species.

(Balaenopteridae, genera Balaenoptera and Megaptera).
The four trees all formed a specific clade grouping
MauBs and the B. omurai sequence, all supported by
a 100% bootstrap (Figure 3). The BOLD identification
engine, the BLAST search against GenBank and ML
trees all produced very robust identifications of
MauBs as a member of B. omurai. We also compared
the sequence of MauBs to the diagnostic sites
described by Rosel & Wilcox (2014) for a 305 bp frag-
ment of the D-loop in the former Bryde's whale
complex. All 13 diagnostic characters proposed for
B. omurai share identical nucleotides with the MauBs
sequence at these specific positions.

Discussion

Convincing comparative studies of a clade grouping
the rorquals (Balaenopteridae), including the recently
described Balaenoptera omurai (Wada et al. 2003),
and the Eschrichtiidae, using mtDNA coding sequences
and SINE (short interspersed repetitive element) inser-
tions in nuclear DNA, led to the hypothesis of a separ-
ation in four lineages of the clade around 20 Mya
(Sasaki et al. 2005, 2006; Nikaido et al. 2006). One of
these lineages would comprise B. omurai, B. edeni,
B. brydei (i.e. the former ‘Bryde’s whale complex’; Rice
1998; Sasaki et al. 2006), B. musculus and B. borealis.
B. omurai diverged very early from the other species
of the clade (around 17 Mya), making the history of
the species ancient (Sasaki et al. 2006). All sequences
of B. omurai contained in GenBank (holotype and all

other positively identified specimens (Wada et al.
2003, and see Sasaki et al. 2006 for a deciphering of
samples before 2003) are almost identical, while at
the same time markedly different from all other
rorqual species sequences found in GenBank. Confi-
dent molecular identifications of B. omurai samples
among all other species can therefore be performed
relatively easily.

In contrast, B. omurai specimens are still difficult to
identify morphologically as the current small sample
of documented individuals does not yet allow an
assessment of intraspecific variation. Small body size
and the long ventral pleats of MauBs (Figure 2)
helped to narrow down identification to two balaenop-
terid species (B. edeni and B. omurai), both unknown in
the Atlantic Ocean. It is unclear whether a very falci-
form dorsal fin can help identify B. omurai specimens
(Wada et al. 2003; Reilly et al. 2008). External (partially)
diagnostic characters exist, with a dorsal fin and colour-
ation pattern similar to the fin whale (Wada et al. 2003;
Reilly et al. 2008; Cerchio et al. 2015), but the scarcity of
the species may reinforce the difficulty of its identifi-
cation in the field, either at sea or when stranded.
The skull and postcranial skeleton offer additional
clues, in particular the morphology of the synvertex,
nasal area, maxillaries and mandibles (Wada et al.
2003).

The three mitochondrial markers analysed gave a
99% or greater match between the MauBs sample
and B. omurai. The closer sequences found in other
species presented more than 7% of divergence with
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Figure 3. ML tree-based identification of specimen MauBs.
Reference sequences were extracted from the complete mito-
chondrial genome sequences of Balaenoptera omurai (GenBank
ref. AB201257.1), B. borealis (AP006470.1), B. edeni
(AB201258.1), B. brydei (AP006469.1), B. musculus (X72204.1),
B. physalus (KC572839.1), B. acutorostrata (AP006468.1),
B. bonaerensis (AP006466.1) and Megaptera novaeangliae
(AP006467.1). The sequences of three different markers (two
partial coding sequences, cox1 gene, 732 bp and the cytb
gene, 1106 bp; and 798 bp comprising the D-loop) as well as
their concatenation were aligned and ML trees constructed.
The sequences of the specimen MauBs and of B. omurai
group in monophyletic clades whichever marker is used. All
these clades are supported by maxima bootstraps of 1. (a)
ML tree based on cox7 sequences, (b) ML tree based on cytb
sequences, (c) ML tree based on D-loop sequences, (d) ML
tree based on the concatenation of the three sequences. Boot-
strap values superior to 0.65 are represented in red.

MauBs, whatever the region considered (at least 7% of
divergence for the 5’ part of cox! with the closest
Balaenopteridae species, 8% for cytb and 9% for the
D-loop). Phylogenetic trees based on each of the
three markers and on their concatenation and, for

cox1, the use of the BOLD identification engine (Ratna-
singham & Hebert 2007) also led to the unequivocal
identification of MauBs as B. omurai. This was obviously
strengthened by the use of the three targeted regions,
providing a phylogenetic resolution that could be com-
pared to the whole mitogenome (Duchéne et al. 2011).
Thirteen diagnostic sites in the D-loop proposed for
B. omurai by Rosel & Wilcox (2014) also confirm the
identification. No B. omurai DNA has ever been
manipulated or conserved in the BioGeMME laboratory
in Brest (France) before the arrival of the MauBs sample,
and no other laboratories in the building work with
marine mammal DNA. For all practical purposes this
ruled out the risk of contamination from exogenous
sources of B. omurai.

Albeit highly unlikely, theoretically, interspecific
introgression through hybridization between a female
Omura’s whale and another balaenopterid species
might also explain B. omurai mtDNA. However, intro-
gression is rarely documented in cetaceans (e.g. Miralles
etal.2013) and with the unique exception of blue whale
x fin whale (Berubé & Aguilar 1998), hybrids in free-
ranging cetaceans are exceptionally rare, if not
unheard of, in most species. Specifically, there is no evi-
dence that mid-sized balaenopterids, such as Bryde's,
Eden’s and Omura’s whales, can hybridize and
produce viable offspring. The sheer size of a hypotheti-
cal near-term foetus fathered by one of the three larger
balaenopterids (blue, fin, sei) would most likely exceed
the uterine capacity of a female Omura’s whale,
leading to abortion or premature parturition.

The known geographic range of B. omurai, based on
limited data, was thought to be restricted to the tropi-
cal and subtropical waters between the eastern Indian
Ocean and the western North Pacific Ocean (Wada
et al. 2003; Yamada et al. 2006, 2008; Sasaki et al.
2006; Reilly et al. 2008). The species was described
from specimens caught in the Sea of Japan (Wada
et al. 2003), and molecular identification of archived
specimens proved its presence in the Solomon Sea
and around the Philippines (see Sasaki et al. 2006).
Balaenoptera omurai specimens have also recently
been observed with more or less confidence in the
Komodo National Park (Jefferson et al. 2008), off the
Cook Islands (WhaleResearch.org 2000), New Caledonia
(Garrigue & Poupon 2013) and off North Australia (Wild-
life Images 2009). Recently, Cerchio et al. (2015) studied
and biopsied an apparently resident population of
B. omurai off Madagascar, therefore extending the
known range of the species into the SW Indian Ocean.

Specimen MauBs is the first B. omurai detected in
the Atlantic Ocean and only two hypotheses can
explain its presence. Either the whale was a long-
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distance vagrant from the Indo-Pacific, or the species is
autochthonous also in the Atlantic Ocean. The coasts of
Mauritania are 11,400 km away from the closest deter-
mined geographical range, namely Madagascar
(Cerchio et al. 2015). Long-range advection of a
carcass carried by ocean currents can be confidently
discarded, as well as a ‘bow bulb draping’ event follow-
ing a ship strike. A global review showed that only
larger cetaceans including blue, fin, sei, Bryde's and
very rarely humpback whales occasionally become
wedged across a ship’s bow bulb following a direct col-
lision and may thus be transported up to a few
hundred kilometres from where it originated (Van
Waerebeek et al. 2008). Significantly, no cases of bow
bulb draping have been documented for minke
whales nor for any other smaller cetacean (cf. 4 m of
MauBs), presumably because short body length
causes a carcass to slide off (Van Waerebeek et al.
2008). However, MauBs may still have died from a
ship strike, but then in Mauritanian waters. Deep trans-
versal incisions with smooth borders on the tail stock,
evidently anthropogenic in origin, do not exclude
that MauBs was a by-catch victim either.

Rorquals, being highly mobile animals, typically
undertake seasonal migrations from cold waters
where they focus on feeding to (sub)tropical waters
used mainly for breeding and calving. B. brydei and
B. edeni (Sasaki et al. 2006), although capable of
moving over considerable distances, do not leave
(sub)tropical waters. Whether B. omurai undertakes
migration is unknown. Journeys of more than 8000
km are, for instance, demonstrated for humpback
whales (Stone et al. 1990). However, these spectacular
seasonal migrations occur most often along a north-
south axis within the same ocean basin, although a
few examples of interoceanic travels exist (Pomilla &
Rosenbaum 2005).

While there are hardly any data about reproductive
and growth parameters in B. omurai, such as size and
age at weaning, the 3.98 m MauBs specimen was a
juvenile which may or may not have been weaned,
and a maternal female may have been present in the
vicinity at the time of death. This age class or a
mother-calf pair would seem unlikely candidates as
long-distance vagrants. Moreover, an inter-oceanic
migration would have required a cold-water passage
either from the Indian Ocean (via Cape Agulhas) or
the South Pacific (via Cape Horn) towards the North
Atlantic Ocean. After an Arctic passage, a Cape Horn
route is considered the least plausible, as it would
assume crossing both the eastern Pacific and Atlantic
Oceans. The sighting of a grey whale, Eschrichtius
robustus (Lillieborg, 1861), in the Mediterranean in
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2010, for instance, suggests that long-distance Pacific-
to-Atlantic baleen whale movements are possible
(Scheinin et al. 2011). The very high level (99-100%)
of sequence identities found in three mitochondrial
markers (Table 1) when comparing MauBs to
B. omurai of the Indo-Pacific would be consistent, but
not indicative, of vagrant status. In fact, the intraspecific
level of mtDNA polymorphisms appears to be very low
in B. omurai, as Cerchio et al. (2015) found only a single
D-loop haplotype in 24 Omura's whales from
Madagascar.

The alternative hypothesis, that MauBs might
belong to an undescribed Atlantic population of
B. omurai, may be at least as plausible as the vagrant
explanation. Other individuals could have been
encountered before, at sea or stranded, but were not
recognized. The apparent scarcity of the species, its
recent description, great morphological similarity to
other small rorquals and its supposed Indo-Pacific
range could all have contributed to making a positive
identification difficult. The unexpected, simultaneous
findings of B. omurai in Mauritania and Madagascar
necessitate a profound critical revision of the global
distribution and migratory behaviour of B. omurai.
The Canary Current in general and the highly pro-
ductive coasts of Mauritania in particular could rep-
resent a suitable year-round or occasional feeding
and breeding ground.

The monitoring of marine mammal strandings con-
tinues to provide information of great value in regards
to biodiversity. Local and global oceanographic and cli-
matic events influence marine mammal stranding pat-
terns, but accurate data can be obtained with
appropriate protocols (Evans et al. 2005; Leeney et al.
2008; Jung et al. 2009; Camphuysen & Siemensma
2011; Mullié et al. 2013; Peltier et al. 2013). As
suggested by several authors (Baker 2008; Alfonsi
et al. 2013), DNA-based identifications of decomposed
carcasses are highly relevant, especially for species that
infrequently strand in remote locations and which are
difficult to identify by field correspondents. Explora-
tions of Mauritanian waters by oceanographic research
vessels during the past decade have not only added
many marine species new to science (e.g. De Matos-
Pita & Ramil 2014), but even a completely unknown
400 km long cold-water coral ecosystem at a depth of
600 m (Colman et al. 2005). Therefore, the discovery
of other species formerly not known to occur, such as
Omura’s whale, will undoubtedly follow and continue
to highlight the exceptional biodiversity of the
Canary Current ecosystem. Although a national strand-
ing network does not exist in Mauritania, the trimestrial
beach surveys of the BGP Programme have already
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shown their use in cetacean biodiversity assessment
and in documenting unusual mortality events (Mullié
et al. 2013; Programme BGP, unpublished). Beach
surveys, thanks to relatively simple logistics as com-
pared to either aerial or ship-based surveys, will be
maintained as a means of assessing temporal trends
in the cetacean species composition, to detect unu-
sually high mortality and to estimate the impacts of
anthropogenic activities in Mauritanian waters.
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Les perspectives qui découlent de mes travaux de recherche se situent sur deux plans. Les études
que j’ai menées en parallele sur trois sites fréquentés par des baleines a bosse dans I’Hémisphere
Sud, le Pacifique Nord et 1’ Atlantique Nord confirment bien que, malgré des efforts de recherche
particulierement importants conduits par la communauté scientifique internationale dans les
dernieres années, beaucoup reste a comprendre concernant la diversité¢ génétique de I’espece. Les
nouvelles compréhensions concernant les relations entre culture et diversité génétique renforcent
encore I’intérét de ces études (Carroll et al. 2015 ; Whitehead 2017). Ma premiére perspective de
travail se situe donc dans cet axe.

Les outils d’Ecologie Moléculaire que j’ai mis en ceuvre pour analyser la biodiversité spécifique
ouvrent la voie au deuxiéme volet de mes perspectives de travail. D’une part, le suivi de
biodiversit¢ des mammiféres marins en Mauritanie se poursuit dans le cadre de la campagne
globale du programme « Biodiversité Gaz Pétrole » selon les approches techniques déja validées.
D’autre part, je participe a deux collaborations mises en place récemment: ['une avec le
Laboratoire SPYGEN (Le Bourget du Lac, France), spécialisé dans les suivis de biodiversité par
des approches de type métabarcoding sur ADN environnemental (ADNe). Cette collaboration a
pour but la mise au point de ces approches a 1’étude des mammiféres marins. D’autre part, mes
thématiques de recherche me rapprochent naturellement de certaines études développées au
Muséum National d’Histoire Naturelle, particulierement de problématiques de systématique
¢tudiées a la Station de Biologie Marine de Concarneau du MNHN par le Docteur Samuel
Iglésias. Nous collaborons depuis deux années maintenant a 1’étude de cas particuliers de

taxonomie difficiles a résoudre de poissons osseux et cartilagineux.

Diversité intraspécifique des baleines a bosse.

La majeure partiec de mon travail de mon travail actuel porte sur les baleines a bosse de
Madagascar. Les échantillons récoltés lors des deux premicres années du projet Baobab ont été
complétement analysés, les résultats sont présentés dans ce mémoire. La partie expérimentale de
I’analyse des autres échantillons est en voie d’achévement, et I’exploitation génétique de ces
résultats sera finalisée au courant de I’année 2018. En parall¢le, les campagnes annuelles de
biopsies sont prévues pour se poursuivre dans le canal de I’lle Sainte-Marie de Madagascar et

d’autres échantillons seront donc disponibles pour analyse dans les années a venir. De plus, des
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protocoles optimisés de conservation des biopsies, incluant notamment 1’utilisation de réactifs de
stabilisation des tissus (type RNAlater, Qiagen, Valencia, Etat-Unis) ont été testés cette année
(Elodie Labit, Lauréne Trudelle, communication personnelle). Si ces tests sont fructueux, des
projets incluant de I’analyse, ciblée ou globale, d’expression de geénes seront permis dans les
prochaines années.

Récemment, une convention a été élaborée entre le Parc Naturel Marin de Mayotte et le
Laboratoire BioGeMME dans le but de réaliser des campagnes de prélévements non invasifs de
squames de baleines a bosse (Figure 2). Ces prélévements permettront d’estimer le degré de
connexion effectif entre Madagascar et Mayotte. D’autres collaborations sont en cours de
construction pour étendre les origines géographiques des prélévements a d’autres régions
voisines de Madagascar (notamment le Mozambique). Les résultats des analyses génétiques
réalisées dans le cadre de ces études ont aussi pour but d’étre comparés a ceux obtenus par
d’autres groupes de recherche, et des collaborations sont en cours de construction, notamment
avec la Wildlife Conservation Society (New York, Etats-Unis), trés impliquée dans les études
génétiques des baleines a bosse de ’Hémispheére Sud (Kershaw et al. 2017 ; Rosenbaum et al.
2017).

Au final, cette étude livrera une analyse génétique extensive, incluant plus de 500 biopsies de
baleines a bosse réalisées dans un méme site géographique treés ciblé¢ (Figure 19) plusieurs
années consécutives, selon un protocole standardisé¢ (les campagnes de prélévements 2012 a
2017 sont d’ores et déja réalisées). Apres leur finalisation, les analyses génétiques livreront donc
un état des lieux exhaustif, permettant d’estimer des taux de recapture génétique et donc de
fidélit¢ individuelle, les sex-ratios, les niveaux de diversité génétique, de réaliser des
comparaisons a 1’échelle de I’Hémisphere Sud grace aux séquences publiées dans les banques de
donnée. La série chronologique (six années successives déja réalisées, plusieurs en prévision),
associée au grand nombre de biopsies réalisées chaque année représente d’ores et déja a ma
connaissance la plus grande série temporelle de ce type réalisée.

Une autre exploitation des données de polymorphisme de I’ADN nucléaire sera réalisée :
Contrairement aux orques ou aux cachalots par exemple (Whitehead, 2017), les baleines a bosse
ne forment pas des groupes d’individus stables (Bettridge et al. 2015). Relativement peu d’études
génétiques recherchent et analysent donc I’existence de liens de parentés entre baleines a bosse
¢chantillonnées sur un méme site. Lorsque cela a été réalisé, les résultats peuvent sembler
contrastés : Pomilla & Rosenbaum (2006) et Cypriano-Souza et al. (2010) n’ont pas mis en
¢vidence de relations familiales particuliéres dans des groupes sociaux des zones de reproduction

au large, respectivement, du Gabon et du Nord du Madagascar ainsi que du Brésil. Par contre,
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une fréquence élevée de relations parents/enfants a ét¢ mise en évidence dans un site
d’alimentation intermédiaire de I’ouest de 1’ Afrique du Sud (Barendse et al. 2013) et dans un site
de reproduction en Nouvelle Calédonie (Garrigue et al. 2004). Les données exhaustives et la
série temporelle remarquable représentée par les prélevements réalisés dans le cadre des
programmes Baobab et Generation permettra de réaliser une recherche de liens de parentés sur
un méme site de reproduction présentant une forte diversité génétique, plusieurs années
successives, et avec un nombre tres significatif d’individus. Cela permettra d’estimer la fidélité
pour la zone de reproduction transmise au travers des générations, et de détecter, si elles existent,
des différences entre males et femelles (i.e., les males présenteront-ils moins de liens familiaux
que les femelles avec I’ensemble des baleines a bosse échantillonnées).

Un autre volet de la poursuite de ce travail pourra étre représenté par la construction de
nouveaux projets, successeurs de Baobab et Generation, visant a étudier les zones d’alimentation
des baleines a bosse de Madagascar. Notamment, les iles Crozet ont ét¢ identifiées comme
destination transitoire de baleines a bosse marquées a ’aide de balises Argos a Madagascar
(Cerchio et al. 2016 ; Trudelle et al. 2016) et aux Comores (Fossette et al. 2014). La fidélité pour
cette zone, son caractere transitoire ou non dans la migration, 1’existence d’autres destinations

plus antarctiques restent a déterminer.

Les travaux déja menés a Saint-Pierre-et-Miquelon seront intégrés aux démarches globales
menées par le Laboratoire du Professeur Per Palsboll (Université de Groningen, Pays-Bas) qui
porte un projet d’étude génétique des baleines a bosse de 1’Atlantique Nord. Un projet local
incluant des campagnes récurrentes de prélevements de biopsies de baleines a bosse a Saint-
Pierre-et-Miquelon, porté par I’Institut des Neurosciences Paris-Saclay, a déja été construit en
collaboration avec le laboratoire BioGeMME, la DTAM (Direction des Territoires, de
I’ Alimentation et de la Mer) et les associations de science participative locales. Ce projet met en
avant I’étude des baleines a bosse en tant qu’espece indicatrice de changements potentiels du
milieu marin, et il a donc particulie¢rement pour but d’identifier des impacts éventuels des

activités anthropiques. Une premicre demande de financement n’a pas abouti et elle sera réitérée.

Les travaux menés dans le Pacifique Nord sont d’ores et déja intégrés aux résultats globaux du
programme SPLASH. D’autres cas potentiels de fidélité pour des sites géographiques trés
restreints et/ou d’associations récurrentes d’individus identiques ont déja été mis en évidence
dans d’autres régions du Pacifique Nord (Wright et al. 2015 ; Adam Pack, Université¢ d’Hawai,

Etats-Unis, communication personnelle). Ces cas pourront faire 1’objet d’études génétiques
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spécifiques, afin de déterminer si des fidélités géographiques trés ciblées peuvent représenter un
cas plus répandu que pensé dans le Pacifique Nord.
Les analyses de parentés semblent aussi particuliérement pertinentes a réaliser dans ce cas 1a, par

exemple entre les baleines a bosse échantillonnées a Karaginsky et aux iles Commandeur.

Etude de la diversité spécifique : listes de mammiféres marins en Mauritanie,
participation a la mise au point des approches d’ADNe pour les mammiféres
marins, et étude de problématiques taxonomiques particuliéres

Le programme « Biodiversité Gaz Pétrole » est un programme de I’Etat Mauritanien, financé par
des fonds internationaux, notamment par la GIZ (« Deutche Gesellschaft fiir Internationale
Zusamenarbeit », Agence de coopération internationale allemande). Un étudiant Mauritanien,
Oumar Ba, effectue sa thése a 1’Université de Nouakchott (Mauritanie) dans le cadre de ce
programme. Il est co-encadré par le Professeur Zeinebou Sidoumou (Université de Nouakchott)
et par moi-méme pour la partie moléculaire de son travail.

Oumar Ba a obtenu un soutien de Campus France pour effectuer des séjours au Laboratoire
BioGeMME afin de mettre en ceuvre les identifications d’échantillons de mammiferes marins
grace a des approches de type « code-barre » ADN.

Des catalogues de diversité spécifique de mammiféres marins tels que représentée par les
événements d’échouages pourront donc étre dressés sur une période de plusieurs années,
permettant de mettre en évidence d’éventuelles variations de cette diversité spécifique, reflets
probables d’impacts d’activité humaine dans cette région fortement exploitée (Mulli¢ et al.

2014).

Les approches de metabarcoding sont une extension des identifications d’especes par code barre
ADN sensu lato (Valentini et al. 2009), telle que nous les utilisons au Laboratoire BioGeMME
pour I’identification des mammiferes marins (Alfonsi et al. 2013 ; Jung et al. 2016, projet en
cours en Mauritanie). Appliquées a I’analyse de prélevements d’ADNe, elles représentent une
méthode particulierement efficace pour évaluer le nombre et la nature des especes de différents
taxons présentes dans un environnement donné (Taberlet et al. 2012). Rendre cette méthode
applicable a I’étude des mammifeéres marins implique plusieurs étapes de mises au point,
certaines portant sur les spécificités du milieu marin et sur le travail en conditions de terrain

(volume, conditions, standardisation et stabilisation des prélévements d’eau de mer), d’autres sur
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les techniques d’analyse et de séquengage, et enfin sur la définition d’une banque de données de
séquences de référence, dans laquelle seront représentées autant d’especes de mammiféres
marins que possible. La possibilit¢ d’identifier chaque espéce et de la distinguer de ses plus
proches voisines devra avoir été estimée préalablement. Ce point risque d’étre difficile a
respecter pour un taxon de cétacés particulier, la sous-famille des Delphininae, au sein de
laquelle les especes sont difficiles a discriminer sur la base de différences de séquences d’ADN
mitochondrial (Viricel & Rosel 2012 ; Alfonsi et al. 2013). Pour d’autres, par exemple les
rorquals, les distinctions d’espéces seront certainement plus aisées (Jung et al. 2016).

La mise au point nécessitera aussi de définir des sites tests d’échantillonnage en milieu naturel,
qui permettront de calibrer le protocole en entier et le valider.

Ce projet global fait I’objet d’une convention de collaboration scientifique entre le Laboratoire
BioGeMME et le Laboratoire SPYGEN (Le Bourget du Lac, France). Ma participation a cette
collaboration portera essentiellement sur I’étape d’obtention et de définition de la banque de
séquences de références, sur 1’identification des taxons difficiles a discriminer les uns des autres,
et sur la proposition de sites tests d’expérimentation. Parmi d’autres sites possibles, le canal
Sainte-Marie de Madagascar présente clairement un grand nombre d’avantages (présence de
plusieurs espéces de mammiferes marins confirmable par I’observation, faible profondeur de
I’eau et bateau scientifique disponible sur place notamment), et pourra donc représenter un site
test particulieérement pertinent.

Le troisieme élément de perspective ouvert par cet aspect de mes travaux repose sur une
collaboration avec la station de Biologie Marine du MNHN de Concarneau. Samuel Iglesias,
Maitre de Conférences au MNHN, est un spécialiste de la systématique des poissons osseux et
cartilagineux. Il est le porteur du projet ICCANAM (« Identification and Classification of
Chondrichthyans and Actinopterygians from the North-eastern Atlantic and the
Mediterranean »). Les démarches moléculaires d’identification d’espéces et de génétique des
populations que j’applique aux mammiféres marins sont aussi pertinentes pour certaines des
problématiques sur lesquelles il travaille. Un cas particulierement intéressant est présenté par des
especes de poissons dites « amphiatlantiques », inféodées a leur substrat et pourtant distribuées a
I’est et a I’ouest de I’ Atlantique. Dans le genre Abudefduf, par exemple, A. saxatilis est retrouvé

au Cap Vert et en Guadeloupe, et 4. hoefleri est représenté au Cap-Vert. La limite d’especes
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entre A. saxatilis et A. hoefleri a été remise en question dans le cadre du projet ICCANAM.

Antilles Cap Vert

Abudefduf
saxatilis

Abudefduf
hoefleri

A B

Figure 32 : (A) Photographie de spécimens utilisés lors de cette étude et (B) arbre phylogénétique établi par maximum de
vraisemblance sur la base des polymorphismes de la séquence du géne mitochondrial codant pour la sous-unité 1 de la
Cytochrome Oxydase (CO1). Figure extraite du rapport de master de Mathilde Martin, 2017

A. Les spécimens représentés ont été prélevés dans le cadre du programme ICCANAM dans le milieu naturel par Samuel
Iglésias (MNHN). B. Les séquences de CO1 des différentes especes du genre Abudefduf contenues dans les bases de données ont
été comparées entre elles et avec celles déterminées dans le cadre de cette étude. Le cadre bleu met en évidence le clade formé
par les A. saxatilis échantillonés dans les Antilles (cette étude), au Brésil, en Amérique Centrale et en Israel. Le cadre rouge
identifie le clade regroupant les A. saxatilis et A. hoefloeri du Cap Vert.

Nous avons comparés entre eux et avec les données contenues dans la Genbank plusieurs
marqueurs mitochondriaux et nucléaires chez des spécimens d’A. saxatilis collectés en
Guadeloupe, en Martinique et au Cap Vert, et d’A. hoefleri prélevés au Cap Vert lors du projet
ICCANAM. Une étudiante de Master 1, Mathilde Martin, a effectué¢ ces comparaisons dans le
cadre de son stage. Les résultats semblent montrer que les specimens d’A. saxatilis et d’A.
hoefleri du Cap Vert appartiendraient a un méme clade, distinct de celui formé par les A.
saxatilis de 1’ouest de 1’Atlantique. La remise en cause de la distinction d’especes entre A.
saxatilis et A. hoefleri apparait donc comme particulierement justifiée. La découverte de quatre
A. saxatilis, prélevés pres des cotes Israéliennes et dont la séquence du gene CO1 est publiée
dans la Genbank, qui se retrouvent inclus dans le clade des A. saxatilis de I’ouest de I’ Atlantique
est particulierement intéressante aussi. Leur présence a I’est de la Méditerranée peut étre
expliquée par une intervention humaine, certainement accidentelle, ou par un transport passif au
stade larvaire.

Ce type de problématique rapproche naturellement mes thématiques de recherche de celles
développées au MNHN, et la collaboration développée dans ce cadre se révele trés fructueuse.

Elle sera, ¢’est mon souhait, amenée a se développer dans les années prochaines.
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