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RESUME

Il s’agissait de poursuivre I'étude de la structuration de la population de rorquals communs de
Méditerranée nord occidentale et I’élaboration de sa carte génétique engagés depuis 2006.
Au cours des deux années de campagne 2010 et 2011, 156 biopsies ont été réalisées sur des rorquals

communs.

Ajoutées a celles déja obtenues de 2006 a 2009, soit 232 biopsies au total, elles ont permis de mieux
caractériser la population estivale de rorquals communs en Méditerranée nord occidentale. Soixante
cing (2010) et 73 (2011) individus ont ainsi enrichit la base de données 2006/2009. Sur un total de 198
individus indépendants biopsiés entre 2006 et 2011, 14 d’entre eux (8 femelles et 6 males) ont été
rencontrées au moins 2 deux fois soit au cours d’'une méme année soit d’'une année sur l'autre.

Grace aux informations de capture-recapture, nous avons pu établir deux parametres importants en
terme de conservation et de gestion : la taille réelle de la population, soit 1625 a 1722 individus, valeur
proche a celle décrite par Notarbartolo-Di-Sciara et al., (2003), et la taille « efficace » c’est-a-dire le
nombre d’individus a potentiel de reproduction, qui serait comprise entre 301 et 453 individus. On

considéere qu’en dessous de cette limite la population pourrait étre mise en péril.

Le sex-ratio est a I’équilibre sur I'ensemble des campagnes de prélévement de 2006 a 2010, mais pas en
2011, ol on observe un déséquilibre en faveur des males difficile a expliquer. Il a été montré que ce sex-
ratio s’inverse entre le printemps (66% en faveur des males) et 'automne (77% en faveur des femelles)
en passant par un équilibre au coeur de I'été. Ainsi les males arrivent et repartent du sanctuaire avant les
femelles, qui prolongent leur fréquentation au moins jusqu’a I'automne. Il se confirme ainsi que le
Sanctuaire PELAGOS est une zone propice a I'alimentation des cétacés mais également a la reproduction

(Notarbartolo di Sciara, 1994, 2008 ; Beaubrun, 1995).

Des analyses de type Neighbor-Joining (NJ) ont confirmé la structuration de cette population de rorquals
communs en trois sous-groupes bien marqués, déja signalée dans nos travaux précédents (cf. rapport B1
2007-2009). L'intégration des données génétiques de rorquals communs échoués sur les cotes francaises
d’Atlantique montre que des animaux « méditerranéens » de deux de ces sous-groupes partagent un

méme fond génétique.
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Les analyses isotopiques réveélent des valeurs en 8°N trés basses, concordantes avec un régime
alimentaire principalement composé de krill, sans distinction apparente d’alimentation entre les trois
sous groupes identifiés. Le suivi des analyses isotopiques permettrait de suivre d’éventuels changements
de régime alimentaire consécutifs aux modifications climatiques et a la disparition des espéeces d’eau
froide. Une estimation et un suivi de I'abondance du krill présent en Méditerranée va étre indispensable

pour s’assurer que le rorqual commun dispose des ressources alimentaires suffisantes pour sa survie.
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ETUDE GENETIQUE DE LA STRUCTURE DE LA POPULATION DE RORQUALS COMMUNS
DE MEDITERRANEE NORD-OUEST ET DE SON STATUT DE CONSERVATION

I. INTRODUCTION

En été, la population de rorquals communs présente dans le bassin nord occidental de la
Méditerranée est estimée autour de 1 800 individus (Notarbartolo-Di-Sciara et al., 2003) dont environ
715 en mer Ligure (Gannier, 2006). Une question se pose toujours concernant cette population : est-elle
résidente de cette partie du bassin ? Est-elle ainsi une sous population ? Ou bien est-elle migrante et

regroupe-t-elle plusieurs sous-populations qui se réunissent dans cette partie de la Méditerranée ?

Par ailleurs, dans le contexte de déreglement climatique actuel, il est utile de connaitre le régime
alimentaire des rorquals communs de Méditerranée. Cela permet de vérifier si les baleines du Sanctuaire
PELAGOS se nourrissent exclusivement de krill Meganyctiphanes norvegica espéce d’eau froide, dont le
maintien pourrait étre remis en cause dans des eaux réchauffées (Gambaiani et al,. 2009) ou bien si elles
adaptent leur régime alimentaire vers des niveaux trophiques supérieurs comme les rorquals communs
de l'atlantique (Guinet, 2005). Dans ce contexte de vulnérabilité écologique la capacité de cette
population a modifier son régime alimentaire a se déplacer et/ou échanger avec la population atlantique

est un facteur de résilience.

En effet, connaitre le régime alimentaire et la position trophique d'un prédateur marin au sommet
de la chaine alimentaire est important pour la compréhension écologique des réseaux trophiques
aquatiques (Herman et al., 2005 ; Bisi et al,. 2012 ; Praca et al,. 2011). La méthode d'analyse du régime
alimentaire des mammiféres marins, a partir de contenus stomacaux d'animaux échoués ou capturés
accidentellement par les pécheurs, fournit des informations uniquement sur les proies récemment
ingérées. De plus, ces informations peuvent étre biaisées par une alimentation anormale dans le cas des
animaux morts échoués (Jauniaux et al., 2002). L'utilisation des rapports isotopiques du carbone et de
I'azote permet d'obtenir des données complémentaires sur I'écologie des mammiferes marins et sur le
régime alimentaire des animaux. On peut ainsi suivre et expliquer les éventuels changements de régimes

alimentaires dus aux changements climatiques et a la disparition des proies.
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De plus, les outils de la génomique sont maintenant largement utilisés pour I'étude de la diversité
génétique des animaux méme sauvages. L'utilisation a grande échelle de marqueurs moléculaires
neutres permet d’obtenir des informations nouvelles sur la structuration de la diversité au sein d’une
espéce et de reformuler des hypotheéses sur les groupes la constituant, leur origine, leur migration, leur
reproduction. Cette question est fondamentale en conservation des especes puisque la mise en
évidence de brassage génétique entre les groupes fournit une garantie de « robustesse » d’une

population donnée face a une épizootie par exemple.

Avec les outils moléculaires, il est aussi possible de déterminer le sexe des animaux. L’acces a cette

information est important pour les analyses de génétique et de contamination des populations.

Les campagnes 2010 et 2011 ont été tres fructueuses puisque respectivement 75 et 82 biopsies de

rorquals communs ont été réalisées au cours des différentes missions de mai a octobre.

Les informations moléculaires sur les animaux de 2010 et 2011 couplées a celles déja obtenues sur
les animaux de 2006 a 2009, soit au total 232 biopsies, permettent de mieux caractériser la population

estivale de rorquals communs en Méditerranée nord occidentale.

A partir des informations génétiques issues de ces nouveaux échantillons (grace aux captures-
recaptures génétiques et en utilisant des outils de modélisation), nous avons pu établir deux parametres
importants en terme de conservation et de gestion: la taille réelle de la population et la taille

« efficace » en dessous de laquelle elle pourrait é&tre mise en péril.

Il. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Il s’agit de poursuivre I'élaboration de la carte génétique et I'étude de la structuration de la
population de rorquals communs de Méditerranée nord occidentale. L'étude est dans la continuité des
travaux déja menés de 2006 a 2009 sur la base de 75 échantillons analysés. Aujourd’hui une carte

génétique compléte est disponible pour 198 individus.

Cette étude a permis également de mettre en évidence des sous populations génétiques et nous

renseigne donc sur le brassage des animaux qui croisent dans le Sanctuaire PELAGOS.

z :
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lll. MATERIELS ET METHODES

.1 La collecte de biopsies

Pour les projets : 11-003 : présente étude, 11-001 : établissement d’un niveau de contamination
de référence pour le cachalot et le globicéphale noir du Sanctuaire PELAGOS et 11-004 : Indication du
statut physiologique reproducteur par analyse hormonale des rorquals communs du Sanctuaire PELAGOS,
la méthode de terrain consiste en des prélevements d’échantillons sur animaux vivants. Les campagnes
de biopsies sont couplées pour les trois projets et les résultats de terrain sont donc identiques pour

chacun des trois rapports.
Chaque échantillon recueilli servira a I’analyse des polluants, hormones et génétique.

L'échantillon de la biopsie est divisé en 3 sous échantillons, avec séparation de la peau et du lard
tout d'abord, puis a nouveau division en 2 morceaux pour la peau uniqguement. Le conditionnement des
sous échantillons se fera comme précisé dans le tableau 1 dans des micros tubes stériles en

polypropyléne de 2 ml. lls seront ensuite congelés a bord.

i:) GENertigue
Hormones { ' “:_k' )
Poliuants I.ard Peau @

Isotopes Stables

Figure 1 : Coupe de I'échantillon pour les analyses.

Les échantillons sont conditionnés dans des tubes Eppendorf pré-étiquetés.

% .
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Tableau 1 : Conditionnement des sous-échantillons.

Analyse Echantillon | Conditionnement Conservation

Polluant (odontocétes)

Lard Micro tube vide étiquette jaune Congélation
Hormone (mysticetes)

Peau Micro tube vide étiquette bleue Congélation
Génétique Peau Micro tube avec DMSO étiquette noire Congélation

Le mode de vie des cétacés, qui ne passent que quelques fractions de leur vie en surface, et les
contraintes du travail en mer au large, limitent fortement les options pour prélever des tissus sur des
animaux vivants. Il n'est ici aucunement question de capturer ou d’endormir les animaux comme cela est
souvent pratiqué en milieu terrestre. Le prélevement est effectué "a la volée" au moment ou les
animaux sont accessibles en surface.

Les biopsies sont réalisées a l'aide d'une fleche d'arbalete. En paralléle au prélevement, une

photo permettant d’identifier I'animal est réalisée selon un protocole strict (Figure 2).

Figure 2 : Collecte de la biopsie avec une arbaléte a bord du pneumatique; récupération de I'échantillon avec le lard qui
dépasse de la pointe; préparation de I’échantillon ; séparation de la peau pour les analyses génétiques et du gras pour les

analyses de polluants.
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.2 Les moyens mis en ceuvre

[11.2.1 MOYENS HUMAINS

En 2010 et 2011, I'équipe était constituée d’un chef de mission : Denis Ody, d’'un coordinateur de
mission : Fabienne Delacourtie et Aurélie Tasciotti, d’un tireur et photographe : Frédéric Bassemayousse,
d’un skipper et d’un second ainsi que de 44 bénévoles qui se sont relayés tout au long de ces semaines

d’études.

L’équipe minimum d’observateurs est de trois personnes qui surveillent la mer durant des quarts
de 2 h. Toutes les deux heures, I'’équipe est relayée par trois autres observateurs. Si un rorqual commun,
un cachalot ou un globicéphale noir est observé, tous les observateurs sont mobilisés : trois personnes
embarquent dans le pneumatique et trois autres restent a bord du WWF-Columbus pour orienter le

pneumatique avec une VHF.

Les observateurs mobilisés sont pour la plupart des bénévoles expérimentés ayant déja travaillé

les années précédentes sur les missions Cap Cétacés ou Objectifs Cétacés.

I11.2.2 MOYENS TECHNIQUES

Un bateau de 19 m de long pouvant embarquer six observateurs, le WWF-Columbus, est affrété

par le WWF-France ainsi qu’un pneumatique utilisé pour I'approche des animaux lors des biopsies.

Pour I'observation en transect, le matériel nécessaire est une paire de jumelles, des feuilles de
saisies et de route ainsi qu’un PAD (ordinateur de poche) pour noter toutes les observations et les
conditions d’observations. L'étude de la distribution a été réalisée en se basant sur la méthode du

transect linéaire décrite par Buckland et al., 1993.

Lors d’une rencontre avec un rorqual commun, un cachalot ou un globicéphale noir, tout le
matériel de biopsie est embarqué a bord du pneumatique ainsi que les appareils photos pour faire de la
photo-identification sur les individus. Pour les cachalots, le repérage et le suivi sont facilités par la mise
en ceuvre d’un hydrophone. Il permet de signaler leur présence sous la surface (80 % du temps) et

d’identifier le moment de la remontée (arrét des clics). Depuis 2011, un hydrophone directionnel assez
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rustique utilisé a bord du pneumatique a permis de diminuer considérablement la distance avec les

animaux lorsqu’ils font surface et d’améliorer ainsi les conditions de la biopsie.

.3 Analyses génétiques

[11.3.1 ExTRACTION D’ADN

Le protocole utilisé a été développé dans le laboratoire du CIRAD. Il permet d’extraire les acides
nucléiques d’'un grand nombre de tissus de plantes, d’insectes, de champignons et d’animaux. Afin
d’augmenter le rendement d’extraction a partir d’un tissu « mou » d’animal, un traitement a la

protéinase K puis un traitement avec 3 détergents sont préconisés.

Une centaine de milligrammes de peau est broyée dans un mortier avec de I'azote liquide en
présence de 100 mg de polyvinyl-poly-pyrolidone (PVPP SIGMA) jusqu’a I'obtention d’'une poudre tres
fine puis transvasée dans un tube de 15 ml. Ajouter 2 ml de tampon MATAB complémenté de 100 pg de
protéinase K puis incuber 1h a 37°C. Ajouter 1 ml de tampon TE3D et homogénéiser doucement et
régulierement jusqu’a ce que le contenu soit visqueux (pendant 20 a 30 min). Ajouter 250 pl de NH4/Ac
(10 M) puis homogénéiser doucement (pendant 5 min). Ajouter 1 volume de CiAA (chloroforme-alcool
iso-amylique (24-1)), porter a émulsion puis centrifuger 15 min a 10,000g. Prélever la phase aqueuse et
ajouter 1 volume d’isopropanol 80%. Homogénéiser doucement jusqu’a obtenir une pelote d’acide
nucléique (Figure 1-b). Recueillir la pelote avec I'embout d’une pipette pasteur en verre, re-suspendre

dans 500 pl de TE (Tris ph7 100mM, EDTA 0,10mM).

L'intégrité, la qualité et la quantité de I’ADN extrait sont vérifiées respectivement par
électrophorese sur gel d’agarose (0,8%) et par spectrophotométrie aux UV (260 nm et 280 nm). Un ADN
integre (non dégradé) migrera trés lentement au dessus d’une taille de 20 Kb tandis qu’un ADN dégradé
migrera plus vite et de fagcon plus ou moins étalé (de 0.5 a 10 kb) suivant son degré de dégradation. La

valeur de DO (densité optique) a 260 nm permet de calculer la concentration [C] d’ADN :

[C] = (DO.50(pug.ml™.cm).dilution.1(cm™)/1000) en pg.pl™
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Le ratio de la valeur de DO a 260 nm sur celle a 280 nm permet d’évaluer la qualité de I’ADN (un
ratio autour de 1,8 correspond a un ADN de trés bonne qualité). Ces résultats sont reportés dans la

Figure 3.

Il a été possible d’extraire de 'ADN non seulement en quantité importante : entre 0,5 et 1,5 pg.pl ™,
soit 25 pg a 500 pg d’ADN total sachant que seulement 0,05 pg sont nécessaires pour une PCR, mais

surtout de bonne qualité.

] -
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P

Figure 3 : lllustration de I'analyse moléculaire des biopsies de rorquals communs.

ugas 18
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La Figure 3 illustre les différentes étapes de |'analyse moléculaire des biopsies de rorquals
communs. (a) Broyage dans un mortier en présence d’azote liquide de morceaux de tissu de rorquals. (b)
Purification de ’ADN par une étape de précipitation a I'isopropanol. (c) Dépot sur gel d’agarose 3% des
produits de PCR permettant d’identifier le sexe des rorquals. Visualisation des bandes d’ADN sous UV
aprés électrophorése et coloration au BET. (d) Autoradiographie permettant de visualiser les différents
alleles d’un locus microsatellite donné. Aprés codage des alléles, les données sont intégrées et traitées

via le logiciel « DARwin » afin de construire un arbre génétique.

[11.3.2 IDENTIFICATION DU SEXE

L’identification du sexe repose sur I'amplification des fragments d’ADN spécifiques du gene ZF-X
(porté par le chromosome X) et du géne ZF-Y (porté par le chromosome Y) selon Bérubé et Palsboll, 1996.
Le travail a été réalisé sur la plateforme de génotypage du CIRAD (http://umr-

dap.cirad.fr/media/plateformes/genotypage et robotique).

Une extension d’ADN M13 (surlignée en jaune) a été ajoutée a l'extrémité 5 des amorces
« reverse » (R) spécifiques des genes ZF-X (ZFX
923R :5’CACGACGTTGTAAAACGACAGAATATGGCGACTTAGAACG3’) et ZF-Y (zrY 767R:
5’CACGACGTTGTAAAACGACTTTGTGTGAACTGAAATTACA3’) servant a I'amplification d’ADN (PCR:
polymerase chain reaction). La sonde ADN M13 est marquée avec le chromophore IRD700 (« colorant
rouge ») dans les réactions de PCR spécifique du gene ZF-X, et avec le chromophore IRD800 (« colorant

vert ») dans les réactions de PCR spécifique du géne ZF-Y.

Les produits de I'amplification sont alors visualisés sur un séquenceur automatique (Li-Cor®)
selon le protocole décrit en annexe 1. Le systéme Li-Cor® permet de visualiser 2 images de migration en

méme temps (Figure 4).

Il est donc possible de multiplexer les produits de PCR obtenus par différents marqueurs a la fois
en fonction de la taille des alléles, et selon le marquage des amorces par I'un des 2 colorants IRD700 ou

IRD80O.

z -



Partenariat scientifique GIS3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

Le fragment amplifié pour le gene ZF-X porté par le chromosome X est constitué de 425 paires de

bases fluorescant en rouge (Figures 4 et 5).

Le fragment amplifié pour le géne ZF-Y porté par le chromosome Y est constitué de 269 paires de

bases fluorescant en vert (Figures 4 et 5).

Amplification d’ADN avec les Séparation des ADN en fonction de leur
amorces spécifiques de taille (pb : paires de bases) par
chaque chromosome électrophorese
o *
Male - <= mmmm 425 pb
X I I
Y — 269 pb
_________________________________________ Fmmm e mmmmommmoommoooo
Femelle X b < === 425 pb
X - - 269 pb

Figure 4 : Principe de la détermination du sexe d’un individu par amplification spécifique des génes ZF-Y et/ou ZF-X portés
respectivement par les chromosomes Y et X. L’amplification d’ADN se fait donc entre I'amorce ZFYX 582F (fleche noire)

commune aux deux séquences et les amorces ZFY 767R (fleche verte) pour Y et ZFX 923R (fleche rouge) pour X.

L’analyse de I'électrophorese, Figure 5, permet sans ambiguité d’identifier les individus males et

femelles.

@ & aa o o — Y-

o' o
22 292 2°¢ 229 2929292 ¢

Figure 5 : Electrophorese sur séquenceur automatique Li-Cor®. La fluorescence rouge correspond le produit d’amplification
marqué au IRD700 spécifique de I'allele « femelle », en vert correspond le produit d’amplification marqué au IRD800

spécifique de I'allele « male ».

111.3.3 ANALYSE « MICROSATELLITES »

L'identification génétique repose sur |'amplification de 5 fragments d’ADN microsatellites
spécifiques d’un locus donné et présentant du polymorphisme (plusieurs formes alléliques) selon Bérubé

et al. (1999) et Palsboll et al. (1997) et a partir de 8 microsatellites isolés de la banque créée pour

# -




Partenariat scientifique GIS3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

I'occasion (Legavre et al., en cours). Les couples d’amorces microsatellites (synthétisés par SIGMA-
ALDRICH) qui ont été utilisés pour cette étude, ont été modifiés avec I'ajout d’'une extension d’ADN M13

a I'extrémité 5’ des amorces « reverse » (R).

Le travail a été réalisé sur la plateforme de génotypage du CIRAD (http://umr-

dap.cirad.fr/media/plateformes/genotypage et robotique).

Pour chaque locus microsatellite, les alleles ont été codés par leur taille. Un individu posséde deux
locus microsatellites (héritage paternel et maternel) soit de formes alléliques identiques codés n,n
(homozygote) soit de formes alléliques différents codés n,n’ (hétérozygote). Des analyses de Neighbor-
Joining (NJ) ont été réalisées avec le logiciel DARwin (http://darwin.cirad.fr/darwin, 2006). Ces analyses

permettent de construire un arbre reliant les plus proches individus.

.4 Analyses isotopiques

L'utilisation des rapports isotopiques du carbone et de |'azote permet d'obtenir des données
complémentaires sur I'écologie des mammiferes marins (Newsome et al., 2002). Ces rapports sont
communément exprimés en valeurs delta (§C et §°N) et reflétent les valeurs du milieu environnant et
notamment celles de la nourriture. Ces valeurs different entre un organisme et son alimentation en
raison d'une excrétion préférentielle de l'isotope le plus léger et d'une rétention privilégiée de I'isotope
le plus lourd (Newsome et al., 2010 ; DeNiro et Epstein, 1978 ; Newsome et al., 2007). Les tissus d'un
prédateur sont plus enrichis en 8"°N que ceux de sa proie. Cette valeur en 6°°N permet de déterminer le
niveau des organismes dans un réseau trophique (De Niro et Epstein, 1981), moyennant la connaissance
des niveaux de base. Les valeurs en §*3C renseignent plutét sur la source de production primaire de la
matiére organique assimilée (DeNiro et Epstein, 1978). Par conséquent ces valeurs peuvent étre utilisées
pour déterminer |'habitat (pélagique ou benthique, cOtier, marin ou estuarien), les mouvements entre
habitats et les migrations a I'échelle d'un bassin océanique (Hobson, 1999). Les valeurs en 8C et en
5N peuvent aussi &tre utilisées en écotoxicologie pour comprendre les transferts des polluants a
travers |'écosystéeme (Jardine et al., 2006) ou bien pour caractériser la structure et les variations de

niches écologiques des populations de mammiferes marins (Newsome et al., 2010).




Partenariat scientifique GIS3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

La plupart des éléments d’intérét biologique peuvent exister dans la nature sous plusieurs formes,
les isotopes, qui possedent un méme nombre de protons mais different par le nombre de neutrons, et
donc par leur masse atomique (nombre de masse A = nombre de protons + nombre de neutrons). Les
isotopes stables sont pourvus d'un noyau de structure stable, qui ne subit aucune modification au cours
du temps en l'absence d'apport d'énergie extérieure. Au contraire, les isotopes radioactifs posseédent un
noyau instable qui se transforme spontanément en un autre par émission d'un rayonnement ou d'une

particule (Boecklen et al., 2011 ; Fry, 2006).

Comme la nature chimique d’un atome est principalement gouvernée par la structure électronique
et le nombre de protons, les isotopes d'un élément ont, d’'une maniere générale, des propriétés
chimiques identiques. Leur séparation exige donc l'intervention de processus physiques ou la différence

de masse seule peut étre mise a profit pour rendre cette séparation possible.

Les isotopes « légers » (contenant le moins de neutrons) sont abondants tandis que les isotopes «

lourds » sont souvent présents sous formes de traces. Pour le carbone et I'azote, les isotopes stables les

|,15 |,14

plus communs sont le Bc et le ¥, et N et N, respectivement. L'abondance moyenne de ces
isotopes dans les matériaux naturels est donnée dans le Tableau 2. Néanmoins, de petites variations (de
I'ordre de quelques %o) dans ces abondances existent et peuvent étre déterminées avec précision par un

spectrometre de masse isotopique (IRMS : Isotopic Ratio Mass Spectrometer).

Tableau 2 : Abondance naturelle moyenne des principaux isotopes stables du carbone et de I'azote (Ehrlinger et Rundel, 1989).

Elément /isotope Abondance (%)
Carbone
e 98,89
B¢ 1,11
Azote
YN 99,63
PN 0,37
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La composition isotopique du carbone ou de I'azote est mesurée en déterminant le rapport de
ces deux isotopes stables présents dans I'échantillon. Comme les variations naturelles dans I'abondance
relative des isotopes « léger » et « lourd » d’'un élément sont habituellement trés petites (ex. le rapport
13¢/™¢C peut varier entre 0,010225 et 0,011574), il n’est pas trés pratique d’exprimer cette variation
comme une différence entre les (rapports des) abondances absolues des isotopes. Les résultats sont
généralement exprimés par une notation «delta» standard (8) qui est basée sur la mesure des
différences entre I’échantillon et un standard défini par I'lagence internationale pour I'énergie atomique

(IAEA, basée a Vienne). Le rapport isotopique stable (valeur §) d’un élément est :

Equation 1
X = [(R sample/R standard)- 1] x 1000

Ou X est *C ou N et R est le rapport correspondant B¢/*C ou ®N/™N. Les résultats sont exprimés
en %o. Les références isotopiques internationales pour le carbone et I'azote sont les valeurs de Pee Dee
Belemnite (PDB, un fossile calcaire Belemnitella americana trouvé a Pee Dee, en Caroline du Sud) et de

I'azote atmosphérique, respectivement.

[11.4.1 LYOPHILISATION ET BROYAGE DES BIOPSIES

Les échantillons de peau ont été placés 24 heures dans un lyophilisateur (Cosmos 2). Apres
lyophilisation, les échantillons ont été broyés a I'aide d’un mortier et d’'un pilon. L'échantillon a été
divisé en deux sous-échantillons, un sous-échantillon a destiné a Ianalyse des valeurs en §*°N et un sous
échantillon B destiné aux analyses en §*C aprés extraction des lipides. Les lipides sont en effet appauvris
en 13C (Tarroux et al., 2010) et leur extraction permet une meilleure interprétation des résultats en (e
dans les tissus. Toutefois le chloroforme et le méthanol utilisés pour extraire les lipides sont susceptibles

de modifier les valeurs en 8N, d’ou la nécessité de dupliquer les analyses.

[11.4.2 EXTRACTION DES LIPIDES

Une partie de la poudre a été placée dans un flacon en verre de 20 ml et recouvert d’'un mélange

chloroforme : méthanol (2 : 1). L’échantillon a ensuite été agité puis filtré sur un filtre Wathman (GF/C
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24 mm) (Jansen et al., 2012 ; Das et al., 2004). La poudre ainsi récupérée a été placée en étuve sous vide

(Jeio Tech OV-12) durant 24 heures a 35°C.

[11.4.3 ANALYSE DES VALEURS EN 013C ET EN 015N

Environ 1 mg de poudre (a et B) a été pesé a la balance analytique (Mettler Toledo AX105) et

placé dans une cupule en étain.

Les mesures sont certifiées par |'utilisation de matériel de référence : IAEA-N1 (6= 0,4 + 0,2%o) et
IAEA-CH6 (sucrose) (6= -10,4 + 0,2%o0) placés en début et fin de batch. Ce matériel de référence est
calibré par rapport aux standards internationaux (v-PDB et |I'azote atmosphérique) par I'lAEA. On utilise
également des matériels de référence interne comme les gaz N, et CO,, ainsi que la glycine (C2H5NO02,
8%3C= -47,5%0 et 6°N= 2,4%o), calibrés aussi par rapport aux standards internationaux. La glycine sert
également de standard élémentaire interne (31,98 % C et 18,72 % N). Par ailleurs, la glycine ainsi qu'un
pool (échantillon choisi aléatoirement et repris pour tous les batchs) sont répétés tous les 10-15
échantillons, et des réplicats de quelques échantillons permettent de contréler I'homogénéité de ces

derniers.

Les échantillons sont pesés a 0,01 mg prés. Les mesures en §*3C et en 8°N sont réalisées grace a
un IRMS (IsoPrime100) couplé a un analyseur élémentaire N-C-S (Vario MICRO cube, Elementar). Les

abondances isotopiques sont exprimées en notation delta (8) selon I’équation (2).

Equation 2
ax = [(R sample/R standard)' 1] x 1000

IV.RESULTATS

V.1 Campagnes en mer et effort d’observation

Les données d’observations proviennent de 2 années de campagnes. Ces observations ont été faites

entre 2010 et 2011.
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Au total, 90 journées en mer pour 939 heures d’observations sur deux ans auront été nécessaires a la
réalisation de cette étude : en 2010, 433 heures d’effort pour 42 jours de mer et en 2011, 506 heures

d’effort pour 48 jours.

IV.1.1 EFFORT DE PROSPECTION

En 2010 au cours des 42 jours, 2 963 km ont été parcourus en effort d’observation. En 2011, au
cours des 48 jours, 4 411 km ont été parcourus en effort d’observation. En 2010 comme en 2011, les
directions prises ont été dictées par les zones ou sont habituellement rencontrés les animaux mais

surtout par les aléas météorologiques.

Tableau 3 : Synthése des distances parcourues en effort d'observation en 2010.

Statut Distance (km) Distance (MN)
Effort d’observation 2010 2963 1600
Juin 2010 727 392
Juillet 2010 470 254
Aodt 2010 1160 627
Septembre 2010 606 327
Effort d’observation 2011 4411 2380
Juin 2011 1130 609,8
Juillet/Aout 2011 2103,8 1135
Septembre 2011 679,1 366,4
Octobre 2011 498,1 268,8

# -
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Transects réalisés au cours de la campagne Cap cétacés 2010 et 2011
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Carte 1 : Effort de prospection réalisé entre juin et septembre 2010 et juin et octobre 2011.

Au total, sur les deux années d’étude, au cours de 90 jours de mer, 7 374 km en effort

d’observation auront été parcourus.

IV.1.2 LES OBSERVATIONS REALISEES EN 2010 ET 2011

Au cours des deux années d’observation, sur 90 jours d’embarquement, 7 espéces différentes de
cétacés ont été observées: 290 observations (2361 individus estimés) de dauphins bleus et blancs
(Stenella coeruleoalba), 145 observations (300 individus estimés) de rorquals communs (Balaenoptera
physalus), 31 observations (93 individus estimés) de cachalots (Physeter macrocephalus), 16
observations (75 individus estimés) de delphinidés non identifiés, 8 observations (73 individus estimés)
de dauphins de Risso (Grampus griseus), 7 observations (165 individus estimés) de globicéphales noirs
(Globicephala melas), une observation (5 individus estimés) de grands dauphins (Tursiops truncatus) et

une observation de baleine de cuvier (Ziphius cavirostris).
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Répartition des observations

W Balaenoptera physalus
B Physeter macrocephalus
u Globicephala melas

H Stenella coeruleoalba

B Grampus griseus

B Tursiops truncatus

W Ziphius cavirostris

H Petit Cétacé Indéterminé

Figure 6 : Répartition des observations de chaque espéce lors des Cap Cétacés 2010 et 2011.

Tableau 4 : Synthése du nombre d'observations et du nombre d'individus estimés au cours de la campagne Cap Cétacés 2010

Espece Juin Juillet Aot Septembre Total Effectifs moyens
Balaenoptera physalus 17 (41) 17 (50) 17 (24) 14 (25) 65 (140) 2,1

Physeter macrocephalus 1(1) 2(2) 6(21) 3(13) 12 (37) 3,2
Globicephala melas 0 (0) 1(15) 1(25) 0(0) 2 (40) 20

Grampus griseus 2 (8) 3 (14) 0 (0) 0 (0) 5(22) 4,4

Stenella coeruleoalba 28 (166) 27 (246) 44 (301) 16 (58) 115 (771) 6,7

Tursiops truncatus 0 (0) 0(0) 0(0) 1(5) 1(5) 5

Petit Cétacé Indéterminé 1(1) 1(2) 0 (0) 1(10) 3(13) 4,3

Total 49 (217) 51 (329) 68 (371) 35(111) 203 (1 028)

Nombre de jours de suivi 9 8 14 11 42

Tableau 5 : Synthése du nombre d'observations et du nombre d'individus estimés en 2011.

Espece Juin Juillet/Aolt  Septembre Octobre Total Effectifs moyens
Balaenoptera physalus 26(53) 45 (89) 2(2) 7 (16) 80 (160) 2

Physeter macrocephalus 1(1) 6 (6) 7 (29) 5 (20) 19(56) 2,9
Globicephala melas 0(0) 3 (58) 1 (60) 1(7) 5(125) 25

Grampus griseus 0(0) 1(1) 1(20) 1(30) 3(51) 17

% -



Partenariat scientifique

Stenella coeruleoalba
Ziphius cavirostris

Petit Cétacé Indéterminé
Total

Nombre de jours de suivi

39 (313)

0(0)

3 (16)

49 (217)
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81 (689)

1(2)

5(27)

51 (329)

21

31(327) 24 (261)
0(0) 0 (0)
1(10) 4 (11)
68 (371) 35 (111)
10 6

175(1590) 9

1(2) 2
13 (64) 4,9
296 (2048)

48

En 2010, au cours des 2 963 km, 203 observations de cétacés ont permis d’identifier pour 1 028 individus.
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Figure 7 : Nombre d'observations de cétacés (barre bleue) en fonction de I'effort de recherche (courbe rouge) en 2010.

Tableau 6 : Synthése du nombre d'observations et d'individus rencontrés pour les espéeces de cétacés en 2010.

Espéce Mois Effort (km) Nombre Taux d'obs Nombre Abondance
d'observations d'individus relative
Balaenoptera physalus Juin 727 17 0,023 41 0,056
Juillet 470 17 0,036 50 0,106
Aolt 1160 17 0,015 24 0,021
Septembre 606 14 0,023 25 0,041
Total 2963 65 0,022 140 0,047
Grampus griseus Juin 727 2 0,003 8 0,011
Juillet 470 3 0,006 14 0,030
28

%
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Aolt 1160 0 0,000 0 0,000
Septembre 606 0 0,000 0 0,000
Total 2963 5 0,002 22 0,007
Globicephala melas Juin 727 0 0,000 0 0,000
Juillet 470 1 0,002 15 0,032
Aolt 1160 1 0,001 25 0,022
Septembre 606 0 0,000 0 0,000
Total 2963 2 0,001 40 0,013
Physeter macrocephalus Juin 727 1 0,001 1 0,001
Juillet 470 2 0,004 2 0,004
Aolt 1160 6 0,005 21 0,018
Septembre 606 3 0,005 13 0,021
Total 2963 12 0,004 37 0,012
Stenella coeruleoalba Juin 727 28 0,039 166 0,228
Juillet 470 27 0,057 246 0,523
Aolt 1160 44 0,038 301 0,259
Septembre 606 16 0,026 58 0,096
Total 2963 115 0,039 771 0,260
Toutes espéces confondues Juin 727 49 0,067 217 0,298
Juillet 470 51 0,109 329 0,700
Aolt 1160 68 0,059 371 0,320
Septembre 606 35 0,058 111 0,183
Total 2963 203 0,069 1028 0,347
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En 2011 au cours des 4 411 km, 296 observations de cétacés ont été réalisées soit 2048 individus
estimés. Comme en 2010 et les années précédentes en général, les mois de juillet et d’aolt sont les plus

favorables avec un taux de rencontre toutes especes confondues nettement supérieur aux autres mois.
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Figure 8 : Nombre d'observations de cétacés (barre bleue) en fonction de I'effort de recherche (courbe rouge) en 2011.

Tableau 7 : Synthése du nombre d'observations et du nombre d'individus estimés au cours de la campagne Cap Cétacés 2011.

Juin 1130,0 26 0,023 53 0,047
Juillet/AoUt 2103,8 45 0,021 89 0,042
Septembre 679,1 2 0,003 2 0,003
Balaenoptera physalus Octobre 498,1 7 0,014 16 0,032
Total 4411,0 80 0,018 160 0,036
Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000
Juillet/AoUt 2103,8 1 0,000 1 0,000
Septembre 679,1 1 0,001 20 0,029
Grampus griseus Octobre 498,1 1 0,002 30 0,060
Total 4411,0 3 0,001 51 0,012
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Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000
Juillet/Ao(t 2103,8 3 0,001 58 0,028
Septembre 679,1 1 0,001 60 0,088
Globicephala melas Octobre 498,1 1 0,002 7 0,014
Total 4411,0 5 0,001 125 0,028
Juin 1130,0 1 0,001 1 0,001
Juillet/Ao(t 2103,8 6 0,003 6 0,003
Septembre 679,1 7 0,010 29 0,043
Physeter macrocephalus Octobre 498,1 5 0,010 20 0,040
Total 4411,0 19 0,004 56 0,013
Juin 1130,0 39 0,035 313 0,277
Juillet/AoUt 2103,8 81 0,039 689 0,328
Septembre 679,1 31 0,046 327 0,482
Stenella coeruleoalba Octobre 498,1 24 0,048 261 0,524
Total 4411,0 175 0,040 1590 0,360
Juin 1130,0 0 0,000 0 0,000
Juillet/AoUt 2103,8 1 0,000 2 0,001
Septembre 679,1 0 0,000 0 0,000
Ziphius cavirostris Octobre 498,1 0 0,000 0 0,000
Total 4411,0 1 0,000 2 0,000
Juin 1130,0 3 0,003 16 0,014
Juillet/Ao(t 2103,8 5 0,002 27 0,013
Septembre 679,1 1 0,001 10 0,015
Cétacés indéterminés Octobre 498,1 4 0,008 11 0,022
Total 4411,0 13 0,003 64 0,015
Toutes espéces confondues  Juin 1130,0 69 0,061 383 0,339
Juillet/Ao(t 2103,8 142 0,067 872 0,414
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Septembre 679,1 43 0,063 448 0,660

Octobre 498,1 42 0,084 345 0,693

Toutes les observations ont été cartographiées. Une premiere carte (Carte 2) permet de visualiser
toutes les observations de tous les cétacés au cours des deux années de campagne puis la Carte 3

permet de visualiser la distribution de I'espéce ciblée : le rorqual commun.
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Carte 2 : Observation des cétacés, toutes especes confondues, réalisées en 2010 et 2011.
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Au cours des campagnes 2010 et 2011, il y a eu 145 observations de rorquals communs (pour 300

individus estimés), distribuées selon la Carte 3 ci-dessous.

N Observations des rorquals communs en 2010 et 2011
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Carte 3 : Distribution des observations de rorquals communs en 2010 et 2011.

IV.1.3 LES BIOPSIES REALISEES EN 2010 ET 2011

Au cours des deux années de campagne, 156 biopsies sur des rorquals communs ont été réalisées.

Sur le nombre d’individus estimés (300), 52% ont été biopsiés.

En 2010 sur les 42 jours de campagnes, 95 biopsies ont été réalisées: 74 sur des rorquals
communs, 5 sur des globicéphales noirs et 16 sur des cachalots. Sur le nombre total d’individus estimés

(217), 44% des individus ont été biopsiés.

En 2011 sur les 48 jours de campagnes, 125 biopsies ont été réalisées: 82 sur des rorquals
communs, 27 sur des globicéphales noirs et 16 sur des cachalots. Au cours de la saison 2011, comme en

2010, en moyenne, la moitié des rorquals communs rencontrés a été biopsiée.
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N Localisation des biopsies réalisées au cours de la campagne Cap cétacés 2010
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Carte 4 : Localisation des biopsies effectuées sur les cachalots, globicéphales noirs et rorquals communs lors de la campagne

Cap Cétacés 2010.
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N Localisation des biopsies réalisées au cours de la campagne Cap Cétacés 2011
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Carte 5 : Localisation des biopsies effectuées sur les cachalots, globicéphales noirs et rorquals communs lors de la campagne

Cap Cétacés 2011.

V.2 Détermination du sexe des individus

IV.2.1 DETERMINATION DU SEXE DES INDIVIDUS PAR ANNEE ET PAR SAISON

Pour I'année 2010, sur les 74 biopsies réalisées, 65 rorquals communs ont été recensés. lls se
répartissent en 35 males et 30 femelles tandis que pour I'année 2011 ce sont 44 males et 29 femelles qui
composent les 73 animaux recensés sur les 82 biopsies réalisées. Si le sex-ratio sur I'ensemble de la
campagne semble encore une fois a I’équilibre en 2010, il est en nette faveur des males (60 %) en 2011.
Pour mémoire, en 2006, le sex-ratio était équilibré; en 2007, le sex-ratio est largement en faveur des

femelles (78 %) tandis qu’en 2008 et en 2009 il était aussi a I’équilibre (Tableau 8).
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Tableau 8 : Résultat du sexage des rorquals communs entre 2006 et 2011 et les tendances du sex-ratio.

saison sexe 2006 2007 2008 2009 2010 2011 WCEUGED - UCICENED

saison saisonniere

Printemps M 8 (62%) 0 (0%) 2067%  12(60%)  10(63%)  12(52%)  44(59%) "
. . aveur
(juin) F 5(38%)  1(100%) 1(33%) 8 (40%) 6 (37%) 9(48%) 30 (41%)

Eté M X 0 (0%) 2 (50%) 5(50%)  20(54%)  26(59%) 53 (53%) el
- . équilibre
(juillet/aodt) ¢ X 1(100%)  2(50%)  5(50%) 17 (46%)  18(41%) 47 (47%)
Automne M 2 (40%) 2 (29%) 1(50%) 2 (22%) 5 (42%) 6(5%)  18(a%) i

aveur
(septembre) ¢ 3 (60%) 5 (71%) 1(50%) 7 (78%) 7 (58%) 2(25%) 25 (58%)
Total 2006 Tendance
-2011  2006-2011
Totalpar M 10 (55%) 2 (22%) 5(55%)  19(49%)  35(54%)  44(60%) 115(54%)
équilibre
campagne
8 (45%) 7 (78%) 4(45%)  20(51%)  30(46%) 29 (40%) 98 (46%)
LRI équilibre  faveurF  équilibre  équilibre  équilibre  faveur M
annuelle
T ——
| e
wn
=
a
=
=
E
o
ar
[
'E Hpales
=
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Figure 9 : Répartition des males et des femelles par années et par saisons.

Pour chacune des biopsies recueillies, le sexage des individus a été réalisé et classifié selon les

Tableaux 9 et 10.
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Tableau 9 : Liste des biopsies de rorquals communs et sexe associé réalisées en 2010.

Code Echantillon Date Sexe
ER1 1 17/06/2010 ™M
ER2 1 17/06/2010 ™M
ER3 1 17/06/2010 F
ER4 1 17/06/2010 ™M
ER5 1 17/06/2010 F
ER6 1 22/06/2010 ™M
ER7 1 22/06/2010 F
ER8 1 22/06/2010 ™M
ER9 1 22/06/2010 ™M
ER10 1 24/06/2010 F
ER11 1 24/06/2010 F
ER12 1 25/06/2010 F
ER14 1 26/06/2010 M
ER15 1 26/06/2010 M
ER16 1 26/06/2010 ™M
ER17 1 26/06/2010 ™M
ER18 1 26/06/2010 M
ER19 1 26/06/2010 F
ER20 1 26/06/2010 ™M
ER21 1 26/06/2010 M
ER22 1 26/06/2010 M
ER23 1 26/06/2010 F
ER24 1 21/07/2010 ™M
ER25 1 21/07/2010 F
ER26 1 21/07/2010 F
ER27 1 22/07/2010 ™M
ER28 1 25/07/2010 F
ER29 1 25/07/2010 F
ER30 1 25/07/2010 ™M
ER31 1 25/07/2010 ™M
ER32 1 25/07/2010 ™M
ER33 1 25/07/2010 ™M
ER34 1 25/07/2010 ™M
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ER35 1 25/07/2010 F
ER36 1 26/07/2010 F
ER37 1 27/07/2010 M
ER38 1 27/07/2010 M
ER39 1 27/07/2010 ™M
ER40 1 27/07/2010 ™M
ER41 1 27/07/2010 M
ER42 1 27/07/2010 ™M
ER43 1 27/07/2010 F
ER44 1 28/07/2010 F
ER45 1 28/07/2010 M
ER46 1 28/07/2010 F
ER47 1 28/07/2010 F
ER48 1 28/07/2010 F
ER49 1 28/07/2010 F
ER50 1 28/07/2010 F
ER51 1 29/07/2010 M
ER52 1 29/07/2010 M
ER53 1 03/08/2010 F
ER54 1 03/08/2010 F
ER55 1 04/08/2010 ™M
ER56 1 04/08/2010 M
ER57 1 09/08/2010 F
ER58 1 10/08/2010 F
ER59 1 11/08/2010 F
ER60 1 12/08/2010 M
ER61 1 12/08/2010 M
ER62 1 20/08/2010 F
ER63 1 20/08/2010 F
ER64 1 10/09/2010 F
ER65 1 10/09/2010 F
ER66 1 10/09/2010 ™
ER67 1 11/09/2010 M
ER68 1 12/09/2010 F
ER69 1 14/09/2010 F
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Tableau 10 : Liste des biopsies de rorquals communs et sexe associé réalisées en 2011.

Code
F-R1
F-R2
F-R3
F-R4
F-R5
F-R6
F-R7
F-R8
F-R9
F-R10
F-R11
F-R12
F-R13
F-R14
F-R15
F-R16
F-R17
F-R18
F-R19
F-R20
F-R21
F-R22
F-R23
F-R24
F-R25

Echantillon

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RB R B R\

Date

06/06/2011
06/06/2011
07/06/2011
07/06/2011
07/06/2011
10/06/2011
10/06/2011
10/06/2011
10/06/2011
10/06/2011
14/06/2011
14/06/2011
14/06/2011
14/06/2011
14/06/2011
14/06/2011
15/06/2011
15/06/2011
16/06/2011
17/06/2011
17/06/2011
17/06/2011
17/06/2011
17/06/2011
18/06/2011
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F-R26 1 18/06/2011 M
F-R27 1 27/07/2011 F
F-R28 1 28/07/2011 M
F-R29 1 28/07/2011 M
F-R30 1 01/08/2011 M
F-R31 1 01/08/2011 M
F-R32 1 01/08/2011 ™M
F-R33 1 01/08/2011 M
F-R34 1 02/08/2011 M
F-R35 1 04/08/2011 ™M
F-R36 1 04/08/2011 F
F-R37 1 04/08/2011 F
F-R38 1 04/08/2011 F
F-R39 1 04/08/2011 F
F-R40 1 04/08/2011 M
F-R41 1 04/08/2011 F
F-R42 1 05/08/2011 ™M
F-R43 1 05/08/2011 ™M
F-R44 1 05/08/2011 M
F-R45 1 05/08/2011 ™M
F-R46 1 10/08/2011 F
F-R47 1 10/08/2011 F
F-R48 1 10/08/2011 F
F-R49 1 11/08/2011 F
F-R50 1 11/08/2011 M
F-R51 1 11/08/2011 F
F-R52 1 13/08/2011 F
F-R53 1 13/08/2011 M
F-R54 1 13/08/2011 M
F-R55 1 13/08/2011 M
F-R56 1 13/08/2011 F
F-R57 1 15/08/2011 M
F-R58 1 15/08/2011 M
F-R59 1 15/08/2011 F
F-R60 1 15/08/2011 M
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F-R61 1 15/08/2011 F
F-R62 1 16/08/2011 F
F-R63 1 18/08/2011 ™M
F-R64 1 18/08/2011 ™M
F-R65 1 19/08/2011 ™M
F-R66 1 19/08/2011 ™M
F-R67 1 19/08/2011 ™M
F-R68 1 19/08/2011 ™M
F-R69 1 19/08/2011 F
F-R70 1 19/08/2011 ™M
F-R71 1 19/08/2011 ™M
F-R72 1 20/08/2011 ™M
F-R73 1 20/08/2011 ™M
F-R74 1 20/08/2011 ™M
F-R75 1 14/09/2011 ™M
F-R76 1 04/10/2011 ™M
F-R77 1 04/10/2011 ™M
F-R78 1 04/10/2011 F
F-R79 1 05/10/2011 ™M
F-R80 1 05/10/2011 F
F-R81 1 05/10/2011 ™M
F-R82 1 08/10/2011 M
IvV.3 Carte d’identité génétique des individus et analyses descriptives de la

diversité génétique.
Les données alléliques de treize locus microsatellites (soient 126 alleles) ont permis de dresser une

carte d’identité génétique pour chaque individu.
IV.3.1 RECHERCHE DE « RECAPTURES » D’ ANIMAUX

a) Recherche des « recaptures » au cours d’'une méme année

Les cartes d’identités des animaux de 2010 et 2011 ont été confrontées entre elles au sein de la

méme année.
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Cette étude a permis de confirmer que sont bien un seul et méme individu :
pour 2010 : e2/e4 ; e3/e5; el0/ell; eld/el6; e20/e21/e22 ; e29/e35; e36/e68 ; e43/e47 et e69/e71
pour 2011 : f3/f4 ; f12/f13 ; f14/f15 ; f25/f26 ; f28/f29 ; f30/f31 ; f50/f57/f60 ; f53/f64 et f54/f55

On notera que les individus e43/47 et e36/68 auront été rencontrés deux fois au cours de I'année

2010, le premier a un jour d’intervalle tandis que le second en juillet et en septembre.

En 2011, les individus f53/64 et f50/57/60 auront été rencontrés 2 et 3 fois respectivement a 4

jours d’intervalle, 6 et 1 jours tous deux au cours du mois d’aout.

b) Recherche des « recaptures » au cours des six années de campagnes

Les cartes d’identités de tous les animaux biopsiés entre 2006 et 2011 ont été confrontées entre

elles année par année.

L'étude génétique a permis de montrer qu’au cours de ces 6 années de campagne, il y a eu 14
animaux recapturés (13 fois 1 recapture et 1 fois 2 recaptures). (Tableau 11). Un individu de 2007 a été
recapturé deux fois, en 2010 et 2011 (surligné en jaune).

Les 14 recaptures se répartissent en 8 femelles et 6 males.

Tableau 11 : Nombre de recaptures réparties par années.

2006 2007 2008 2009 2010 2011

2006 1 1
2007 1 1 2+1
2008 1 1

2009 3 3
2010 1
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c) Estimation de la taille de la population de rorguals communs en Méditerranée nord

occidentale par la méthode « capture-marquage-recapture »

Le meilleur moyen pour connaitre le nombre d’animaux dans un milieu est de les compter un a
un (recensement). Ceci est efficace pour les petits animaux se déplagant peu et ceux vivant en groupe.

Toutefois, dans la plupart des cas, il est impossible de recenser tous les individus.

Il est possible d’approcher la taille d’'une population a I'aide de la méthode de capture-marquage-

recapture et de la formule statistique suivante :

Taille de la population (N) = [(Nt1 +1) (Nt2 +1) / (R+1)] -1

Avec Ntl le nombre d’animaux marqués au cours d’une période t1, Nt2 le nombre d’animaux capturés

au cours d’une période t2 et R le nombre d’animaux recapturés entre les périodes t1 et t2.

La précision de cette estimation (intervalle de confiance a 95 %) est calculée en 2 étapes :
1) Var N = (Nt1 + 1) (Nt2 + 1) (Nt1 —R) (Nt2 —R) / (R + 1) (R+ 2)
2) Intervalle de confiance = N +/- 1,96 V Var N.

La valeur constitue les limites supérieures et inférieures de lintervalle de confiance sur
I’estimation de N.
Les informations recueillies par le recensement 2006/2009, les campagnes 2010/2011 et les recaptures
permettent d’estimer que la taille de la population de rorquals communs sur la zone échantillonnée est

comprise entre 686 et 916 individus (N = 801 +/- 115).

IV.3.2 STRUCTURE DE LA POPULATION

a) Analyses de Neighbor-Joining (NJ)

Des analyses de Neighbor-Joining (NJ) ont été réalisées avec le logiciel DARwin
(http://darwin.cirad.fr/darwin/Home.php). Cette méthode de NJ consiste a calculer des matrices
successives de distances qui prennent en compte les divergences moyennes de chacune des unités

taxonomiques opérationnelles avec les autres.
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Un arbre est alors construit en reliant les plus proches unités taxonomiques opérationnelles par

des nceuds qui représentent un ancétre commun.

L’arbre correspondant a I'intégration des données alléliques de 13 microsatellites provenant des
individus de 2006 a 2011 et des 3 animaux échoués de méditerranée est présenté Figure 10.
La structuration de cet arbre est nette et met en évidence un classement des animaux en trois sous-

groupes.

Les données alléliques de 11 locus microsatellites pour les animaux échoués provenant
d’atlantique ont été intégrées avec celles des animaux biopsiés de méditerranée dans les analyses de

Neighbor-Joining (NJ). Larbre correspondant est présenté Figure 11.

La structuration de cet arbre est nette et met toujours en évidence un classement des animaux
en trois groupes. Les animaux d’atlantique se répartissent dans deux de ces groupes, formant deux sous-

groupes bien marqués (orange et vert).
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Figure 10 : Représentation arborée de I'analyse de Neighbor-Joining basée sur les données de génotypage des individus biopsiés de 2006 a 2011. Les valeurs sur les branches donnent la

force de la relation entre les individus sur la branche (100% pour les individus identiques c'est-a-dire les recaptures).
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Figure 11 : Représentation arborée de I'analyse de Neighbor-Joining basée sur les données de génotypage des individus biopsiés de 2006 a 2011 (en noir) et d’Atlantique (en rouge).
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b) Estimation de Ia taille de |a population et des effectifs efficaces

Dans les populations naturelles, tous les individus ne participent pas forcément au processus
reproductif, si bien qu'en général |'effectif de la population N qui détermine le rythme de la dérive
génétique n'est pas égal a |'effectif (ou taille) de recensement de la population (noté N. pour census size
en anglais est appelée aussi taille réelle de la population). On définit donc I'effectif efficace de la
population (ou taille efficace) comme ['effectif d’'une population idéale pour laquelle on aurait une

fluctuation du polymorphisme équivalent a celle de la population naturelle, noté Ne.

Le ratio entre la taille réelle de la population « N¢ » et la taille efficace « N¢ , représente donc une
mesure de la dynamique de la diversité génétique de la population étudiée par rapport a une population

dite idéale.

Nous avons préféré utiliser la méthode de Waples & Do (2008) qui implémente une méthode
basée sur les déséquilibres de liaisons non biaisée pour les petits échantillons, par rapport a la méthode
de Bartley qui est biaisée quand la taille des échantillons est inférieure a la taille efficace des populations

étudiées.

Qut put From Program LDNe by Robi n Wapl es and Chi Do
Version 1.31 Modi fi ed Decenber 2007

I nput File: BaleineslGenepop.gen

Mati ng Model is random

Lowest Allele Frequency Used = 0. 05000 0. 01000

Har noni ¢ Mean Sanple Size = 68. 6 68. 4

I ndependent Conparisons = 3462 7698

OverAll rnr2 = 0. 01635 0. 01603
Expected r"2 Sanple = 0. 01525 0. 01530
Esti mated Ne® = 301.0 452.8
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95% Cl's for Ne”
* Paranetric 933.3(+/-)173.5 1397.7(+/-)264.2

* JackKni fe on Loci 1625.6(+/-)158.5 1711.4(+/-)254.4

Figure 12 : Résultats selon la méthode de Waples & Do (2008).

Suivant la fréquence allélique utilisée, on obtient pour la taille efficace « N, une valeur de 301 a 453
individus pour une taille de population réelle d’'une valeur de 933 a 1 398 individus dans le cadre d’un
test paramétrique ou d’une valeur de 1 625 a 1 722 dans le cadre d’un test de type statistique dit de

type « jacknife ».

IvV.4 Isotopes

Le rorqual commun Balaenoptera physalus est présent sur une large distribution au travers de
laguelle son régime alimentaire varie (Bentaleb et al, 2011). Dans |I'hémisphére nord, son régime
alimentaire se compose essentiellement de krill Meganyctiphanes norvegica mais d’autres espéces de
crustacés planctoniques ou de poissons (capelan Mallotus villosus, hareng Clupea harengus, maquereau
Scomber scombrus) sont également consommeées (Bentaleb et al.,, 2011). En mer Méditerranée, les
analyses des féces (Relini et al., 1992), des acides gras (Ruchonnet et al., 2006) et des valeurs en 53C et
en 6©°N dans les fanons des baleines (Bentaleb et al., 2011) suggérent que le krill Meganyctiphanes

norvegica serait I'unique espéce consommée.

Les valeurs en 8N obtenues dans les biopsies de peau des rorquals communs échantillonnés en

2010 et 2011 en Méditerranée confirment la faible position trophique de ces animaux (Tableau 12).

Dans ce tableau les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne * écart-type (min-max) et

nombre d’échantillons analysés (n). na: non analysé.

%% 48




Partenariat scientifique GIS3M - Parc national de Port-Cros (Animateur de PELAGOS France)

Tableau 12 : Valeurs en §"°C normalisées et en §°N (%0) analysées dans la peau chez le rorqual commun de Méditerranée
(Balaenoptera physalus), dans des fanons de rorqual commun (Bentaleb et al., 2011) et dans du krill (Bentaleb et al., 2011,

Ferraton, 2007).

Localisation tissus (o "N Référence
Rorqual commun Méditerranée -19,4+0,6 7,8+0,5 Présente étude
Balaenoptera peau (-20,3 /-17,3) (5,9-8,9)
physalus n=113 n=113
Rorqual commun Méditerranée fanon -18,1+0,3 7,6 0,7 Bentaleb et al., 2011
Balaenoptera n=10 n=10
physalus
Méditerranée Entier -19,0+0,4 4,1+0,5 Ferraton 2007
Collectés au n=6 n=6
Krill
printemps
Meganyctiphanes
Entiers -19,7 £ 0,5 4,4 +0,6 Ferraton 2007
norvegica
Collectés en n=6 =6
automne
Atlantique Entier -21,1+0,4 58+0,9 Bentaleb et al., 2003
Krill
Printemps n=6 n=6
Meganyctiphanes
Entier -21,3+0,3 7,4+0,6 Bentaleb et al., 2003
norvegica
Automne n=6 n=6
Sardine Méditerranée muscle na 7,86 £ 0,05 Pinnegar et al., 2003
Sardina pilchardis n=3
Anchois commun Méditerranée muscle na 7,87 £0,29 Pinnegar et al., 2003
Engraulis encrasicolus n=3
Dauphin de Risso Méditerranée peau -16,9+0,8 11,7 +0,7 Praca etal., 2011
Grampus griseus n=4 n=4
Globicéphale noir Méditerranée peau -17,5+0,7 9,8+0,3 Praca etal.,, 2011
Globicephala melas n=5 n=5
Cachalot Méditerranée peau -17,7 +1,3 10,8+ 0,3 Pracaetal., 2011
Physeter n=14 n=14
macrocephalus

Ces valeurs concordent avec les valeurs mesurées dans les fanons de dix rorquals échantillonnés
entre 1975 et 2002 pour lesquels les valeurs en 8'°N s’échelonnaient de 7,0 3 9,4 %o (Bentaleb et al.,

2011) (Figure 13).
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Figure 13 : Valeurs en 5"Ceten "N chezle rorqual commun de Méditerranée (BP,en rouge, ce travail), dans les fanons du
rorqual commun de Méditerranée (Bentaleb et al., 2011), le krill de Méditerranée (Ferraton, 2007), le globicéphale noir
Globicephala melas (Praca et al., 2011), le cachalot Physeter macrocephalus (Praca et al., 2011) et le dauphin de Risso

Grampus griseus (Praca et al., 2011).
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Figure 14 : Corrélation entre les valeurs en 8C et en 6"°N des individus biopsiés en 2010 et 2011.

A la vue de ces résultats, il n’y a pas de ségrégation trophique entre les individus biopsiés en 2010 et

2011. Pour tous les individus les données sont concordantes avec un régime alimentaire principalement

composé de krill.
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Les valeurs en 8°N et en 6 C mesurées dans les biopsies de peau des rorquals sont clairement
inférieures a celles mesurées chez les cétacés teuthophages de Méditerranée (Praca et al., 2011). Les
valeurs en 8N sont également du méme ordre de grandeur que celles mesurées chez plusieurs espéces
de clupéiformes prélevées en Méditerranée Occidentale pour lesquelles des valeurs moyennes de 7,9 %o
ont été décrites (Pinnegar et al., 2003). L’enrichissement moyen de 3,4 %o entre le rorqual commun et le
krill de méditerranée observé dans ce travail corrobore I'enrichissement moyen généralement observé
entre un prédateur et sa proie (Bentaleb et al.,, 2011 ; Pinnegar et al., 2003 ; Post, 2002 ; Zeddies et al.,
2005).

V. DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

Le sex-ratio est a I'équilibre sur I'ensemble des campagnes de prélevement de 2006 a 2010, sauf
pour I'année 2011, ou on observe un déséquilibre en faveur des males difficile a expliquer. Cependant,
ce sex-ratio évolue au cours des saisons. Il s’inverse entre le printemps (66 % en faveur des males) et
I'automne (77 % en faveur des femelles) en passant par un équilibre au cceur de I'été. Ainsi les males
arrivent et repartent du Sanctuaire avant les femelles, qui elles prolongent leur fréquentation au moins
jusqu’a I'automne. Il se confirme ainsi que le Sanctuaire PELAGOS est une zone propice a I'alimentation
des cétacés mais également a la reproduction (Notarbartolo di Sciara, 1994, 2008 ; Beaubrun, 1995).
Une étude comportementale pourrait affiner ces données et apporter des éléments de réponse
complémentaire. En notifiant les structures des groupes observés et en combinant les données
génétiques et hormonales des individus qui les composent, il serait possible de connaitre les associations

préférentielles et de les comprendre.

La carte d’identité génétique de chaque animal biopsié en 2010 et 2011 a pu étre réalisée ce qui
permet de rajouter respectivement 65 et 73 individus supplémentaires a la base de données 2006/2009.
Sur un total de 198 individus indépendants biopsiés entre 2006 et 2011, 14 d’entre eux (8 femelles et 6
males) ont été rencontrées au moins 2 deux fois soit au cours d’'une méme année soit d’une année sur
I'autre. Ces informations de capture - recapture ont permis de réaliser une premiere estimation de la
taille de la population de rorquals communs qui ont séjourné en Méditerranée nord-occidentale entre
2006 et 2011. Elle tourne autour de 801 (+/-) 115 individus. Cette valeur est proche de celle décrite par
Gannier (2006).
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Des analyses de type Neighbor-Joining (NJ) ont permis de mettre en évidence une structuration de
cette population de rorquals communs en trois sous-groupes bien marqués. L'intégration des données
génétiques de rorquals communs échoués sur les cotes francaises d’Atlantique montre que ces

partagent un méme fond génétique avec des animaux « méditerranéens » de deux de ces sous-groupes.

L'objectif de ce travail était aussi d’étudier la position trophique des rorquals communs de
Méditerranée en utilisant les isotopes stables du carbone (6"C) et de I'azote (§*°N) analysés dans les
biopsies de peau prélevées en 2011 et 2012. Nos résultats révélent des valeurs en 6N trés basses,
concordantes avec un régime alimentaire principalement composé de krill, sans distinction apparente

d’alimentation entre les trois sous groupes identifiés.

Enfin a partir des données génétiques une estimation de la taille réelle et la taille efficace de la
population de rorquals communs ont été réalisées. La taille de la population de rorquals communs serait
de 1 625 a 1 722 individus, valeur proche a celle décrite par Notarbartolo-Di-Sciara et al. (2003)
correspondant a la population du bassin nord occidental de la Méditerranée. La taille efficace, c’est-a-

dire le nombre d’individus a potentiel de reproduction, est comprise entre 301 et 453 individus.

Le recensement du nombre total d’individus d’une population ne permet pas de savoir si celle-ci est
suffisamment importante pour éviter I'extinction. Il faut donc au minimum maintenir le nombre des
individus qui sont des reproducteurs actifs, c’est-a-dire « N. », au sein de la population totale et surtout

ne pas descendre au-dessous de la taille minimale viable afin que la population survive.

L’enjeu maintenant est d’évaluer cette taille minimale viable qui tient compte en plus de facteurs sur
le cycle biologique de I'espece, de I'environnement, du climat, de I'accés a la nourriture, de superficie,

de I'action humaine ...

Enfin, le suivi isotopique doit étre maintenu afin de suivre d’éventuels changements de régimes
alimentaires, changements qui pourraient se produire en fonction des modifications climatiques et de la
disparition des especes. Cependant, pour anticiper ce possible phénomene, une surveillance de
I'abondance du krill présent en Méditerranée va étre indispensable pour s’assurer que le rorqual

commun dispose des ressources alimentaires suffisantes pour sa survie.
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