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Introduction

Comprendre la structure des populations et délimiter les unités de conservation (c.-a-d. souvent, mais
pas toujours, les "populations biologiques”) est essentiel pour une bonne conservation et une bonne
gestion. Bien qu'une telle compréhension nécessite l'intégration de résultats provenant d'une série
de types de données et de techniques analytiques, la génétique des populations en est un élément
fondamental. Les Plans de Gestion de Conservation (CMP'") et le Programme de Surveillance a Long
Terme (LTMP) sont deux éléments essentiels de la stratégie de gestion de 'ACCOBAMS.

L'objectif général des CMPs est d'intégrer des informations scientifiques pour permettre la gestion des
activités humaines qui affectent une espece donnée dans une zone donnée afin de maintenir un état
de conservation favorable de cette espéce. Les quatre premiéres ébauches de Plans qui sont en cours
d'élaboration concernent les rorquals communs, les dauphins de Risso, les grands dauphins et les
dauphins communs en mer Méditerranée.

Pour maintenir le statut favorable d'une espece dans l'ensemble de son aire de répartition, il faut
déterminer la structure de la population dans l'aire de répartition (p. ex., la mer Méditerranée) et
déterminer les unités a conserver (ainsi que leurs limites géographiques et temporelles). S'il n'est pas
impossible gu'il n'existe qu'une seule population d'une espéce dans la mer Méditerranée, sans entrée
(ou sortie) géographique ou temporelle, cela est peu probable. Il n'est donc pas surprenant que les
guatre ébauches de CMP incluent des actions hautement prioritaires visant a déterminer quelles sont
ces unités de gestion. Cela permettra ensuite de déterminer le statut de conservation et les menaces
a 'échelle géographique appropriée pour chaque unité de gestion et de faciliter toutes les mesures de
mitigation nécessaires.

Le LTMP est né du succes de '« ACCOBAMS Survey Initiative » en mer Méditerranée en 2018 et d'un
effort similaire en mer Noire en 2019, qui ont permis d'établir pour la premiére fois des estimations
de référence pour 'abondance et la distribution estivales de nombreuses espéces. L'abondance (et
sa tendance) est un parametre clé pour déterminer le statut, mais l'interprétation des résultats des
campagnes en mer nécessite une connaissance de la structure de la population et des déplacements
saisonniers. En bref, supposer qu'une espéece ne se compose que d'une seule population alors qu'elle
est divisée en plusieurs sous-populations peut conduire a des raréfactions locales.

Bien que les études génétiques puissent aborder un grand nombre de questions relatives aux cétacés,
ces Meilleures pratiques se concentrent principalement sur les questions liées a la compréhension de la
structure, de 'abondance et des déplacements des populations, afin que 'TACCOBAMS puisse atteindre
ses objectifs de conservation et de gestion.

"Voir
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01) La conception de I'étude

A) Définir les objectifs/hypothéses de l'étude

La génétigue peut fournir des informations pertinentes pour de nombreux aspects de la conservation et
de la gestion des menaces pour les cétacés. Par exemple, les données génétiques peuvent étre utilisées

pour :
+ Identifier et délimiter les especes, les *  Quantifier la diversité génétigue au sein des
sous-especes et les populations. populations avec des indications sur les proces-

sus démographiques passés.
«  Etudier l'occurrence de ['hybridation.
* Résoudre admixture des populations et as-
» Estimer la taille effective des populations. signer les individus a la population dontils sont le
plus probablement originaires.
« Identifier les individus et suivre leurs dépla-
cements actuels. » Lessciences médico-legales.

» Caractériser les niveaux de connectivité et de
différenciation génétiques entre les populations.

Dans la zone ACCOBAMS, les CMP nécessitent souvent des informations provenant des analyses
génétiques. La définition d'objectifs d'étude clairs déterminera la conception de l'étude en termes
du nombre d'échantillons, des marqueurs génétiques, de la couverture spatio-temporelle et des
collaborations. En définissant leurs attentes avant le début de l'étude, les scientifiques peuvent
planifier un plan d'étude expérimental optimal. L'article de Waples et al. (2018) définit 'approche de
la Commission Baleiniére Internationale (CBI) pour déterminer la structure des stocks, et discute de
['utilisation des seuils de différenciation des populations qui nécessitent une gestion indépendante des
stocks.

L'Annexe 1 présente une revue de la littérature existante sur la génétique des cétacés dans la zone
ACCOBAMS jusqu'en septembre 2022, et identifie les lacunes dans les connaissances. Les futures
études devraient viser a combler ces lacunes et a mettre a jour ces informations.
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En génétique des populations, on étudie la distribution des fréquences des alléles (patrons) dans l'espace
et dans le temps résultant de certaines forces ou processus évolutifs. La caractérisation des fréquences
et des distributions des alléles dans une population donnée permet de déduire les processus (p. ex., la
dérive génétique, les mutations, les flux génétiques et la sélection naturelle) qui ont fagonné les patrons
observés dans cette population. L'analyse génétique des populations consiste a poser des questions
biologiques pertinentes, a échantillonner des individus, a déterminer les fréguences des alleles pour
différents loci et a utiliser des approches statistiques pour déduire les patrons et les processus.

L'une des étapes les plus importantes d'une étude de génétique des populations est le choix des
marqueurs a analyser. Ce choix dépend de plusieurs facteurs, tels que le type de guestions auxquelles
on entend répondre, le budget disponible, le laboratoire ou la capacité technique (ressources humaines
et informatiques) pour l'analyse des résultats (Tableau 1). Certains marqueurs peuvent étre appliqués
directement a des espéces non modéles (p. ex., le séquencage RADseq, ou Restriction-site Associated
DNA sequencing en anglais), tandis que d'autres nécessitent le développement a priori d'amorces
spécifiques a l'espéce (p. ex., les loci microsatellites), bien que, dans certains cas, des amorces
provenant d'espéeces étroitement apparentées puissent étre utilisées. Il convient donc de procéder a une
revue approfondie de la littérature existante afin de déterminer quels marqueurs ont déja été appliqués a
['espéce concernée et/ou s'il est nécessaire de mettre au point de nouveaux marqueurs.

Les marqueurs moléculaires doivent étre choisis de fagon adéquate pour étre neutres/adaptatifs (en
fonction des questions), raisonnablement polymorphes, reproductibles et fournir des informations
a la bonne échelle évolutive. Les marqueurs présentant des taux de mutation éleves, tels que les
microsatellites (répétitions de séquences simples ou SSR en anglais), permettent de mieux comprendre
les divergences récentes, tandis que les loci mitochondriaux, nucléaires ou d'autres séquences
permettent de déduire 'histoire évolutive plus lointaine, compte tenu de leurs taux de mutation plus
lents.

Le nombre minimum de marqueurs a utiliser dans une étude de génétique des populations varie en
fonction de la diversité génétique de la population, de l'échelle de ['étude et du type de marqueur utilisé.
Actuellement, les données génétiques et génomiques peuvent étre utilisées pour estimer la diversité
génétique, la structure de la population et l'histoire démographigue. Les données génomigues
comportant une densité plus élevée de marqueurs a travers le génome peuvent fournir une estimation
plus précise de ces parametres, ce qui entraine parfois des recommandations de conservation différentes
(Supple & Shapiro 2018).

Le co(t du séquengage diminue continuellement ; cependant, la plupart des projets de conservation
ont un budget limité qui ne permet le séquencage a l'échelle du génome que d'un petit nombre
d'échantillons. Le compromis entre le nombre d'échantillons et le nombre de loci séquencés est une
considération essentielle, et la meilleure approche dans chaque cas dépendra de la question posée et
peut souvent étre évaluée grace a des simulations.

Une autre considération essentielle est l'analyse des données, en particulier les ressources et 'expertise
disponibles pour analyser les données génomiques. Par exemple, le génotypage nécessite un génome
de référence, qui peut ne pas encore étre disponible pour certaines espéces de cétacés, et les logiciels
d'analyse ne sont pastoujours faciles a utiliser. De plus, l'analyse des données génomiques nécessite une
puissance informatique et une capacité de stockage de haute résolution (cf. section sur les

). En outre, il est souvent difficile d'interpréter les résultats des analyses faites sur
génome entier et de les traduire en recommandations de conservation.
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Tableau 1. Résume restreint présentant certaines caractéristiques de différents marqueurs génétiques/génomiques.

SINGLE NUCLEOTIDE

POLYMORPHISMS (SNPs)? SENOHECONEESTE

GENE NUCLEAIRE

ADNmt (MITOCHONDRIAL) MICROSATELLITES (SSR)

Effet de la sélection Neutre® Neutre Neutre or Adaptatif® Adaptatif Neutre et adaptatif
Mode d'héritabilité Maternel Biparental Biparental Biparental Biparental
Taux de mutation Faible Elevé Moyen-Elevé Faible-Moyen Faible-Moyen
Echelle temporelle Longue Courte Courte Variable Variable
Couverture génomique Faible Génome complet Génome complet Faible Génome complet
Quantité d’ADN requise Faible Moyenne (20-50 ng) Elevée (=50 ng) Faible Elevée (=50 ng)
Qualité d’ADN requise Faible Moyenne Moyenne Elevée Faible-Moyenne Elevée
Besoins techniques Faibles Faibles Elevés Faibles Elevés
Temps nécessaire Faible Elevé Faible Faible Moyen-Elevé
Colt Faible Moyen-Elevé Moyen-Elevé Faible Elevé

a - Polymorphisme d'un seul nucléotide; b - Considéré sélectivement neutre; c - Peut étre placé a l'intérieur ou a proximité des régions du génome
sous l'emprise de la sélection

Pour plus de détails, les scientifiques sont invité-es a lire les articles suivants: Allendorf et al. 2010, Shafer et al. 2015,
Andrews et al. 2016, Hunter et al. 2018, Cabrera et al. 2021, Willi et al. 2022.
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C) La recherche de collaborateur-rice-s

Pour les études de population portant sur les unités de gestion ou de conservation, deux aspects
sont essentiels en ce qui concerne les échantillons : (1) un nombre suffisant et (2) une répartition
géographique et saisonniere suffisante. Dans une zone aussi vaste que la région ACCOBAMS, il est peu
probable qu'un seul institut/organisation dispose d'échantillons suffisants pour répondre a ces deux
exigences. Il est donc essentiel de développer une approche collaborative dans toute la région le plus
tét possible dans la conception de 'étude. Cette collaboration doit s'étendre a toutes les étapes du
processus, depuis 'obtention, l'archivage et le partage des échantillons jusqu'au choix des marqueurs,
des laboratoires et des analyses, et enfin jusqu'a la publication. Le développement des protocoles pour
chacune de ces étapes permettra d'éviter tout malentendu entre les collaborateur-rices. Il est essentiel
de souligner aupres de tous les collaborateur-rices potentiel-les l'importance de la collaboration par
rapport au travail isolé et le fait que celle-ci renforce considérablement notre capacité a développer des
mesures de conservation et de gestion adéquates.

L'atelier de 'TACCOBAMS sur la Collecte de données sur la génétique des populations de cétacés dans la
zone ACCOBAMS?, qui s'est tenu en septembre 2022, a produit une liste des institutions de recherche
qui collectent et stockent des échantillons dans la zone ACCOBAMS, disponible sur le site internet de
'ACCOBAMS https://accobams.org/fr/population-genetics/. Cette liste comprend le nom de chaque
institution et de la personne de contact correspondante, le type d'échantillons (échouages, biopsies
sur animaux vivants, etc.) et le nombre d'échantillons disponibles par espéce. Il s'agit d'un document
évolutif qui sera réguliérement mis a jour avec de nouvelles informations.

Il est également important d'envisager des collaborations avec des groupes de recherche en dehors
de la zone ACCOBAMS, en particulier pour les especes qui pourraient échanger des individus avec des
zones adjacentes ou lorsque ['expertise pour, par exemple, de nouvelles techniques de laboratoire ou
d'analyse, se trouve en dehors de la région.

2 Voir le rapport ACCOBAMS-MQP8/2022/Inf25 (en anglais) disponible sur https://accobams.org/wp-content/uploads/2022/11/MOPS.

Inf25_Report-of-the-ACCOBAMS-Workshop-on-Data-Collection-on-Cetacean-Population-Genetics.pdf

DERN
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(02) Les permis pour la collecte déchantillons

Le Plan de Conservation (Annexe 2 de ['’Accord) contraint les Parties & :

¢ Développer « des programmes de recherche systématiques portant sur des animaux morts,
échoués, blessés ou malades afin de déterminer les principales interactions avec les activités hu-
maines et d'identifier les menaces réelles ou potentielles » (paragraphe 4.d) ;

» Développer les systemes de collecte de données sur les observations, les prises accidentelles, les
échouages, les épizooties et autres phénomeénes relatifs aux Cétacés (paragraphe 5.a) ;

o Etablir, en tant que de besoin, une base de données sous-régionale ou régionale pour gérer les
informations collectées (paragraphe 5.d).

La collecte d'échantillons sur des individus échoués peut nécessiter un permis de l'autorité nationale
compétente. Suite a la Résolution 1.10 de 'ACCOBAMS sur la Coopération entre les réseaux nationaux
d'échouages de cétacés et création d’une base de données?, les Parties sont encouragées 3 créer un
réseau d'échouage. Suite a la Résolution 3.9 de 'TACCOBAMS sur les Lignes Directrices pour 'établisse-
ment d’une Banque de Tissus dans ['aire ACCOBAMS et Code d'Ethique*, "Leurs activités doivent suivre
les procédures mises en place par les autorités compétentes pour le traitement des animaux vivants ou
morts sous le CITES. Par conséquent, les Banques de Tissus doivent suivre les procédures du CITES
pendant ['acquisition, le traitement et la distribution des fragments de tissus ou les parties du corps”.

De plus, l'Article Il, paragraphe 1, de 'ACCOBAMS interdit tout “prélevement” délibéré de céta-
cés, y compris le "harcelement” et l'Article I, paragraphe 2, de 'ACCOBAMS établit la possibili-
té pour toute Partie d'accorder une dérogation a cette interdiction a des fins de recherche in situ
non-létale visant a maintenir un état de conservation favorable pour les cétacés et aprés avoir ob-
tenu l'avis du Comité Scientifigue. Selon la Résolution 4.18 sur les Lignes Directrices pour [‘octroi
de dérogations a l'Article Il, paragraphe 1, aux fins de recherches in situ non-létales dans la zone de
["Accord® , un permis est requis pour toutes les activités de recherche qui impliquent un harcele-
ment potentiel des cétacés en violation de l'interdiction de prélevement délibéré établie par ['Arti-
cle 111 de ['Accord. Les activités de recherche qui entrent dans cette catégorie comprennent la
collecte d'échantillons par biopsie (ou écouvillonnage). Les autorités nationales compétentes
peuvent accorder les permis en guestion, en se conformant aux Lignes directrices de la Rés. 4.18.
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Lors de l'échantillonnage d'animaux vivants, ['évaluation du projet par un comité de bien-étre animal
peut étre nécessaire avant de demander le permis d'échantillonnage (p. ex., la Directive européenne
2010/63/UE et ses transpositions dans les législations nationales). D'autres permis peuvent également
étre nécessaires, notamment concernant le transport des échantillons depuis le lieu de collecte jusqu’a
l'installation de stockage temporaire ou permanente (y compris les banques de tissus nationales) a
l'intérieur d'un pays et les permis d'armes requis dans certains pays pour ['utilisation d'arbalétes/fusils
pour la collecte de biopsies.

Tous ces permis sont parfois accordés par des autorités compétentes différentes (p. ex., en Espagne,
les autorités régionales sont responsables de ['octroi des permis de collecte d'échantillons pour les
échouages, les autorités nationales pour 'échantillonnage en mer et la "Guardia Civil" - équivalent de la
gendarmerie nationale - réglemente les permis d'armes nécessaires pour utiliser une arbaléte ou un fusil).

Les scientifiques doivent contacter les autorités nationales et régionales compétentes pour
s'assurer le respect de toute la législation en vigueur relative a la collecte d'échantillons de
cétacés dans leur pays.

B) Informer ’TACCOBAMS

Selon la Résolution 4.18 sur les Lignes Directrices pour l'octroi de dérogations a ['Article Il, paragraphe
1, aux fins de recherches in situ non-létales dans la zone de ['Accord, les Parties se doivent d'informer
'ACCOBAMS de toutes les dérogations qu'elles octroient. Ces exceptions seront inclues dans une
nouvelle section dédiée a cette question dans le format du rapport national [voir paragraphe 147 du
rapport final de la MOP8 ACCOBAMS-MOP8/2022/Doc31¢].

8 https://accobams.org/wp-content/uploads/2022/05/MOP8.Doc31 Rapport-Final FR-1.pdf
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03) Collecter les échantillons

% Conditions stériles

La collecte d'échantillons doit toujours étre effectuée dans des conditions propres et stériles afin de
minimiser la possibilité de contamination. Sur le terrain, les sources potentielles de contamination des
échantillons comprennent l'environnement marin, les personnes qui manipulent ['échantillon et le lieu
de traitement, ainsi que la contamination croisée a partir d'autres échantillons collectés simultanément
Van Cise et al. (2022).

Le matériel de collecte d'échantillons, tel que les pointes de biopsie, les pinces/forceps et les scalpels,
doit étre soigneusement nettoyé apres chague usage a l'eau chaude et au détergent afin d'éliminer les
débris visibles, puis étre rincé a l'eau douce. Il est essentiel d'éliminer toute trace de détergent sur le
matériel avant sa réutilisation, car celui-ci peut affecter l'extraction d’ADN et les analyses postérieures.
Ensuite, le matérield'échantillonnage doit étre stérilisé en utilisant parexemple le protocole de nettoyage
a l'eau de Javel et a |'éthanol suivant (Van Cise et al. 2022) :

Immersion pendant 10 minutes dans une solution d'eau de Javel a 10 %.

Rincage a 'eau potable.

Rincage avec de ['éthanol ou de l'isopropanol a 95 %.

Séchage a l'air libre puis stockage dans un récipient stérile inutilisé en vue d'une utilisation
ultérieure.

@) étiquetage

Il est recommandé de porter des gants et de travailler sur des surfaces propres avec du matériel stérile
dans la mesure du possible. Les échantillons doivent étre conservés dans un récipient pré-étiqueté
et pré-rempli avec le tampon de stockage adéquat (si nécessaire). Pour éviter de perdre ['étiquetage
des échantillons, il est recommandé d'étiqueter doublement chaque flacon & ('aide d'un marqueur
permanent et d'éviter les étiquettes fixées avec du ruban adhésif qui risquent de se détacher. Il est
conseillé de commencer par le récipient portant le numéro le plus petit et de suivre strictement
les numéros, de maniere a ce qu'ils refletent l'ordre d'échantillonnage (Tiedemann et al. 2012).
Au moins deux aliqguotes d'échantillons doivent étre prélevés, l'une pour l'analyse en cours et 'autre
pour son archivage dans une banque de tissus.

Métadonnées associées

Au minimum, les métadonnées devraient inclure la date, l'heure, le numéro de l'échantillon, la
latitude et la longitude et l'espéce.

Ensuite, si possible le sexe, la taille, le poids, la classe d'age, les conditions de prélevement : la
position anatomique de prélévement de 'échantillon, la méthode de collecte, le temps écoulé entre
la collecte et la conservation de 'échantillon, les techniques de traitement sur le terrain, la méthode
de stockage sur le terrain et le nombre de cycles de congélation/décongélation avant l'archivage
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(Van Cise et al. 2022). Lors de l'échantillonnage d'animaux échoués ou de carcasses, les scientifiques
doivent estimer le temps qui s'est écoulé depuis la mort selon le document de Meilleures pratiques de
'ACCOBAMS et I'ASCOBANS sur les examens post-mortem ( ), car
la dégradation des tissus peut affecter postérieurement la qualité des données et l'interprétabilité des
résultats obtenus (Van Cise et al. 2022).

BB Maximiser l'utilisation des échantillons

Méme si ces lignes directrices concernent principalement les études génétiques, les échantillons
collectés pourront également étre utilisés pour d'autres types d'analyses. La liste suivante, non
exhaustive, peut aider les scientifiques & optimiser la collecte d'échantillons pour répondre a
différents objectifs de recherche. La maximisation de l'utilisation des échantillons est toujours
souhaitable dans la mesure du possible.

Les échantillons de peau ou muscle peuvent étre subdivisés a plusieurs fins :

o (Génétique/génomique et/ou détermination du sexe (20-50 mg, immédiatement congelés dans
de l'azote liquide, de la neige carbonique ou a -20°C ; ou stockés dans de ['éthanol, du DMSO
ou une solution d'RNAlaterTM).

o Expression génétique/étude transcriptomique (analyse de |'ARN)/analyse des protéines
(20-50mg, immédiatement congelés dans de ['azote liquide ou de la neige carbonique, ou con-
servés dans de ['éthanol ou une solution d'RNAlaterTM).

» Analyse des isotopes stables (20-50 mg, immédiatement congelés dans de ['azote liquide, de
la neige carbonique ou & -20°C).

Les échantillons de lard peuvent étre subdivisés a plusieurs fins :
o Analyse des contaminants (150 mg, immédiatement congelés dans l'azote liquide, la neige
carbonique ou & -20°C).

e conservation dans du papier d'aluminium ou des récipients en verre dans le cas de ['étude
des contaminants organiques persistants (p. ex., les contaminants organochlorés), les addi-
tifs plastiques, les PFAS, etc. pour éviter la contamination du récipient plastique

« conservation dans des flacons en plastique (pas de papier aluminium) pour ['étude des mé-
taux lourds.

o Analyse des hormones ou des acides gras (>100mg immédiatement congelés dans l'azote li-
quide, la neige carbonique ou a -20°C).

L'échantillonnage par biopsie est la méthode la plus courante pour collecter des échantillons de tissus
sur des cétacés vivants et en liberté (Noren et Mocklin 2012), car elle permet d'éviter de capturer
physiguement les animaux ou d'avoir un accés direct a ces derniers. En plus des études sur la
structure génétique des populations (p. ex. Louis et al. 2014, Gaspari et al. 2015, Nykanen et al. 2019),
les mémes échantillons peuvent également étre utilisés pour d'autres analyses telles que l'étude des
contaminants (p. ex. Fossi et al. 2000, Ylitalo et al. 2001, Jepson et al. 2016) et du régime alimentaire
(Kiszka et al. 20104, Kiszka et al. 2014), ou des études pluridisciplinaires (Esteban et al. 2016, Giménez
et al. 2018). Bien que la collecte d'échantillons par biopsie ne suscite généralement que des réactions
comportementales relativement légeres et de courte durée, ne laissant pas de blessures durables, et
qu'il soit donc considéré comme une méthode "stre" (Weller et al. 1997, Gorgone et al. 2008, Kiszka
et al. 2010b, Giménez et al. 2011), il peut potentiellement causer des blessures graves ou la mort dans

7 Meilleures pratiques d'examen post mortem (en anglais: Joint ACCOBAMS and ASCOBANS document on Best practice on cetacean post
mortem investigation and tissue sampling) disponible sur
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certains cas extrémes (Bearzi 2000) et doit donc étre effectué avec le plus grand soin pour garantir la
sécurité des animaux et des étres humains.

&~ Matériel

Les biopsies (épiderme et derme/lard) de cétacés en liberté peuvent étre prélevées a 'aide d'une perche
munie d'une pointe de biopsie pour les animaux nageant a 'étrave (Bilgmann et al. 2007) ou a distance
a l'aide d'une arbaléte ou d'un fusil modifié et de fleches munies de pointes (Kriitzen et al. 2002,
Gorgone et al. 2008, Giménez et al. 2011, Figures 1 et 2).

Figure 1. Matériel de biopsie utilisé pour ['échantillonnage & distance de peau/lard de cétacés. (a) Pointe de biopsie
fixé au bout de la fleche. On voit également le flotteur qui stoppe l'insertion. (b) Pointe de biopsie. (c) vision interne
de la pointe de biopsie montrant les picots qui permettent de retenir l'échantillon (Giménez et al. 2011, reproduction
autorisée)

Le choix du matériel dépendra d'un certain nombre de considérations, notamment le comportement
habituel de 'espéce cible (p. ex., pour les espéces susceptibles de nager a ['étrave le systéme de perche
peut étre utilisg, tandis qu'un systéme a distance pourra étre préférable pour les especes qui approchent
rarement les bateaux), la taille de celle-ci (liée au choix de la puissance de tir et de la taille des pointes),
le navire utilisé, le co(t et la facilité d'obtention des différents types de matériel, ainsi que la législation
locale/nationale relative a l'utilisation d'armes. En général, aprés avoir rebondi sur l'animal échantillonnég,
la fleche flotte dans l'eau et est récupérée a la main ou a 'aide d'une épuisette. Toutefois, dans certaines
conditions, les fleches peuvent étre reliées a l'arbalete/fusil pour faciliter leur récupération.

Figure 2. Echantillonnage par biopsie d’un individu adulte de grand dauphin (Tursiops truncatus) en liberté dans
le golfe de Trieste, au nord de la mer Adriatique, utilisant une arbaléte et une fleche spécialement fabriquée pour
les biopsies (Photographie © Morigenos).
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L'échantillonnage par écouvillonnage peut également étre utilisé pour collecter des tissus épidermiques
sur des animaux qui nagent a 'étrave (cf. section sur ).

T3] Sécurité

La sécurité des personnes est une priorité dans toutes les campagnes sur le terrain, et en particulier lors
de la collecte de biopsies. Cela implique de connaitre son matériel, d'utiliser correctement le mécanisme
de sécurité, d'éviter de pointer l'arbaléte/le fusil vers d'autres personnes et de ne pas laisser les armes
sans surveillance, en particulier lorsqu'elles sont chargées. Les prélévements ne doivent étre effectués
gue sur des animaux d'apparence saine qui ne présentent pas de signes de malnutrition sévere, de
mauvaise santé ou de difficulté a nager. Les petits ou les femelles accompagnées de petits ne doivent
généralement pas étre ciblés, bien que cela puisse dépendre de ['espece et de |'étude. Le comportement
et les mouvements des animaux doivent étre pris en compte, car les mouvements erratiques peuvent
compromettre l'efficacité et la sécurité de 'échantillonnage. Les échantillons de biopsie doivent
idéalement étre prélevés dans la zone située sous la nageoire dorsale (Figure 2) ou sur le flanc entre la
nageoire dorsale et la partie supérieure du pédoncule caudal, bien que la zone cible puisse dépendre de
l'espece. La téte, la cage thoracigue, les nageoires pectorales et la face ventrale doivent étre évitées. Il
convient d'étre particulierement prudent lorsqu'un animal non ciblé est susceptible de faire surface a
coté de l'animal ciblé, ce qui peut entrainer des tirs accidentels dans la téte. Il convient d'approcher les
animaux avec précaution afin de minimiser les perturbations, idéalement sur le c6té, en convergeant vers
la direction de nage des animaux, sans croiser leur route. La vitesse et la distance requises dépendront
du comportement de ['animal et de 'espéce échantillonnée. Comme décrit ci-dessus, pour éviter tout
risque d'infection et de contamination croisée, les pointes d'échantillonnage et le support des pointes
sur les fleches doivent étre soigneusement nettoyés et stérilisés avant chaque utilisation.

ﬁﬁ‘ Stockage des echantillons

Les échantillons de biopsie sont généralement constitués de peau et de lard. L'échantillon complet peut
étre stocké telquelimmédiatement apres avoir été prélevé, ou, de préférence et en fonction de l'analyse(s)
a effectuer, il pourra étre subdivisé en différentes aliquotes immédiatement apres le prélévement afin
d'éviter plusieurs cycles de congélation/décongélation postérieurs (cf. section sur

)
El  Données clés a collecter

Au minimum, les métadonnées mentionnées précedemment doivent étre collectées pour chaque
biopsie. Dans la mesure du possible, des informations supplémentaires doivent également étre notées,
notamment le matériel utilisg, la taille et la composition du groupe cible, le comportement et la réaction
aux biopsies des individus cible et non cible, la distance par rapport a l'animal cible et le fait que
['échantillon ait été obtenu ou non, ainsi que toute autre information supplémentaire. Les informations
sur les réactions au prélevement (a la fois individuelles et collectives) devraient étre aussi détaillées
gue possible et devraient étre collectées indépendamment du fait que la tentative ait été réussie ou
non. Dans la mesure du possible, les animaux échantillonnés devraient étre photographiés pour étre
identifiés individuellement, afin (a) d'empécher ['échantillonnage multiple d'un méme individu @ moins
gu'il n'y ait de solides raisons scientifiques de le faire, (b) d'étre en mesure d'intégrer les informations
provenant des échantillons avec divers parametres d'histoire de vie, démographiques et autres (p.
ex., Ylitalo et al. 2001, Genov et al. 2019) et (c) de faciliter les études de suivi de la cicatrisation par
photo-identification (Giménez et al. 2011). Dans la mesure du possible, les photographies doivent étre
prises au moment de 'impact ou juste apres, pour que l'emplacement exact de la biopsie puisse étre
documentée et retrouvée sur des photographies ultérieures.
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% Formation du personnel
L'échantillonnage par biopsie doit étre effectué uniquement par des personnes formeées, expérimentées
et habilitées (Gales et al. 2009), en possession de(s) permis nécessaires en vigueur (pour l'approche
a distance réduite, les prélévements et éventuellement le port d'arme) délivré(s) par les autorités
compétentes (cf. section sur ). Une expérience suffisante est nécessaire a la
fois pour tirer avec l'arbaléte ou le fusil et pour la conduite du bateau, car 'aptitude de la personne qui
pilote est essentielle pour s'approcher correctement des animaux. Une formation de qualité joue un
role fondamental dans la sécurité et la réussite des préléevements par biopsies a distance. La formation
des personnes inexpérimentées doit étre supervisée par du personnel expérimenté et consiste
généralement en une approche a plusieurs niveaux, avant d'essayer de prélever des échantillons sur
des animaux vivants soi-méme. Cela comprendra des exercices de tir sur des objets inanimés d'abord
a terre puis en mer, ainsi que 'accompagnement en mer de peronnes expérimenté-es effectuant des
prélevements de biopsies pour bénéficier de leur expérience de terrain. Une bonne communication a
bord entre les différentes personnes responsables de tirer, piloter ou de faire des photographies sera la
clé d'une biopsie réussie.

Un examen post-mortem complet est fortement recommandé dans la mesure du possible et en
suivant le document conjoint de 'ACCOBAMS et 'ASCOBANS sur les Meilleures pratiques pour les
examens post-mortem des cétacés et ['échantillonnage des tissus (

). Des échantillons d'animaux échoués morts peuvent étre collectés pour des études de génétiques
et génomiques méme sur des carcasses décomposées, ou des carcasses pour lesquelles un examen
post-mortem complet n'est pas possible (p. ex., acces difficile, impossibilité de transport vers une
installation spécialisée, manque d'équipement/personnel, etc). Dans ces cas particuliers, de petits
échantillons de peau (ou éventuellement de muscle) peuvent étre prélevés a ['aide de matériel basique
(gants, scalpel stérile, récipient stérile congelé a -20°C et/ou conservé dans de l'éthanol). De bons
résultats d'extraction d'ADN ont également été obtenus a partir de peau desséchée provenant de
carcasses en décomposition avancée ou d'échantillons séchés sous étuve (Fontaine et al. 2007, 2014).
En effet, la décomposition bactérienne tend a étre plus lente dans les tissus séchés. Ces échantillons
peuvent ensuite étre conservés congelés a -20°C ou dans de ['éthanaol a 70%. En outre, des échantillons
de fanons, de dents et d'os peuvent étre prélevés en suivant les protocoles appliqués aux spécimens de
musée (cf. section sur ). Pour plus d'informations sur la meilleure fagon de
conserver les échantillons d'échouage a des fins génétiques, voir la section sur

Comme détaillé ci-dessus, l'échantillonnage de base des tissus de la peau/des muscles et du lard sur
les animaux échoués peut servir plusieurs objectifs de recherche et devrait étre encouragé chaque fois
gue cela est possible.

Lorsqgu'un examen post-mortem plus détaillé peut étre réalisé sur des animaux frais, les procédures
détaillées dans les Meilleures pratiques de 'ACCOBAMS doivent étre suivies (

).

L'ADN environnemental (ADNe, ou eDNA en anglais), 'ADN pouvant étre extrait & partir d'échantillons
environnementaux (eau, sol, féces), est une approche intéressante pour caractériser et surveiller
la diversité du milieu marin. L'un des principaux avantages de cette méthode non invasive
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est la possibilité d'utiliser des traces d'’ADN pour étudier les organismes marins, ce qui réduit
'impact potentiel de ['échantillonnage direct d'organismes sensibles et augmente la capacité
de détection précoce et de surveillance des espéces rares ou invasives (Goldberg et al. 2016).
Les progrés en matiére d'échantillonnage, de génération de données au moyen des technologies de
séguencage et d'analyse des données sont a l'origine du succés des études de surveillance basées
sur l'ADN environnemental, comme le montre 'augmentation exponentielle du nombre de publications
sur le sujet. Cependant, dans toute étude, il est essentiel de prendre en compte au moins les trois
principaux processus qui affectent la détection et la caractérisation correcte de 'ADNe: (1) la production
d'ADNe en fonction de la taille, de l'état de santé, du sexe et de la densité des organismes étudiés ; (2) les
effets du transport, des taux de diffusion et des courants sur 'ADNe dans l'eau ; et (3) la dégradation de
'ADNe, qui affecte la persistance et la quantité d'ADN présente dans l'environnement, principalement
causée par la température, le pH et la lumiére (Goldberg et al. 2015). Par conséquent, il est essentiel
de concevoir une stratégie d'échantillonnage adéquate pour reproduire une image représentative de
la communauté étudiée et minimiser les probabilités de contamination. Le protocole devra inclure le
prélevement de contréles négatifs sur le terrain, la décontamination du matériel de prélévement avant
chaque utilisation (p. ex., gréce a une solution commerciale d'eau de Javel a 10 %) et un stock suffisant
de matériel a usage unique pour la collecte de ['ADNe. Si le matériel doit étre utilisé plus d'une fois, il
devra étre nettoyé a 'eau de Javel et soigneusement rincé avant chaque utilisation (Goldberg et al. 2016).

Dans la zone ACCOBAMS, les études d'ADNe appliquées aux cétacés en sont a leurs débuts, seules
quelgues études ont exploré le potentiel de cette méthodologie a ce jour (p. ex., Valsecchi et al. 2021,
2020). Cependant, les recherches menées ailleurs peuvent fournir des exemples utiles pour la collecte et
le traitement des échantillons. En général, pour étudier 'ADNe la procédure opérationnelle comprendra
: (1) la collecte d'échantillons environnementauy, (2) le traitement et la conservation des échantillons
et l'extraction de l'ADN, suivis par (3) la préparation de la bibliothéque de séquencage de 'ADNe, le
séguencage a haut débit et ['analyse des données de séquencage.

Il existe diverses méthodes de collecte d'échantillons d'eau. Par exemple, Valsecchi et al. (2021) ont
utilisé des ferries comme plateforme opportuniste, en collectant des échantillons d'eau dans la salle
des machines du ferry via un tuyau de dérivation interceptant l'eau de mer du circuit de refroidissement
en amont du moteur. Il est également possible de collecter de 'eau dans des bouteilles Niskin ou
Nansen déployées a différentes profondeurs pour analyser la stratification verticale (Closek et al. 2019).
D'autres études ont utilisé des pompes a eau pendant ou aprés |'observation de cétacés (Parsons et al.
2018, Székely et al. 2021). Les études existantes rapportent différents nombre de répétitions (de 2 & 5)
et volume d'eau collecté (de 1 a 4 litres par échantillon) (Hunter et al. 2018, Juhel et al. 2021, Ma et al.
2016, Parsons et al. 2018).

Ilestrecommandé defiltrer les échantillons d'eau dés que possible aprés leur collecte afin de maximiser la
rétention de 'ADNe et de prévenir la dégradation de 'ADN. Toutefois, si cela n'est pas possible, certaines
études ont déterminé qu'un délai de 1a 2 semaines entre la collecte et la filtration est acceptable, sous
condition de conserver ['échantillon d'eau au froid et a l'abri de la lumiere, une option adéquate pouvant
étre l'utilisation de récipients stériles en plastique laminé (cf. Figure 3 pour une procédure opérationnelle
standard). Il convient d'étre particulierement vigilant, car 'ADN contenu dans les échantillons d'eau se
dégrade facilement et risquerait de ne plus étre détectable. En outre, un effort particulier est requis
afin d'éviter toute contamination croisée, car cela affecterait grandement le processus et la validité des
résultats et des conclusions obtenus (Goldberg et al. 2016). Il existe différentes méthodes de filtration
qui peuvent étre réalisées directement sur le lieu de collecte des échantillons ou postérieurement dans
une station de filtration. LADNe peut étre efficacement collecté grace a des filtres @ membrane en
nitrate de cellulose, fibre de verre, polycarbonate, nylon, polyéthersulfone (PES) ou acétate de cellulose
(Djurhuus et al. 2017, Goldberg et al. 2016, Spens et al. 2017).
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SOMMAIRE

BOX 1. Standard Operational Procedure (SOP) for Commercial Vessel Transect eDNA
Sampling.

« (1) VOLUME OF SAMPLED WATER. It would be good practice to filter large volumes
of marine waters (up to membrane saturation), in order to retain as much eDNA as
possible. Such a volume is however variable, depending on filter characteristics and
on water density (e.g., day-time samples saturate the filters quickly, being rich in
phytoplankton). According to our experience, from his study and in the analysis carried
out in controlled environment (Valsecchi et al. 2020), we suggest the processing of
4-5 litres of marine water per filter.

« (2) FILTER POROSITY. We did not find any significant difference between the three
tested NC (nitrocellulose) filter types with porosity 0.22, 0.45, 0.8 pm. However,
we suggest to exclude the 0.22 um pore-size membrane, as filtration is very slow,
and saturation is reached after 2-3 litres, without providing a better quantity/quality
eDNA. Between the two remaining filter types, we recommend the use of 0.45 um
pore-size membranes, in order to retain the smallest biological particles, consistentl
with findings by Li et al. (2018).

« (3) NUMBER OF REPLICATES sample replicates are necessary for both a) increase
the total amount of eDNA retrieved from each single sampling station (useful for
future analyses) and b) to reduce the false positive and negative rate inbuilt in the
metabarcoding technique (Ficetola et al., 2015). Thus, a minimum of three replicas
per station is advisable (meaning a total of 12-13 litres collected from each sampling
station).

* (4) SAMPLE CONTAINER. The Bag in the Box Sampling System (BiBSS) presents
many advantages for the collection/preservation/storage of marine water samples for
eDNA surveys (see Box 2).

* (5) SAMPLING STATION DESIGN. The selection of the geographic positions to
locate fixed sampling stations (FSS) invariable over cruises, should aim to: (1) sample

spots of biological interest based on previous observational/literature data; (2)
prioritize points on bathymetric maps indicating habitat changes (e.g., edge
of continental shelf); (3) select roughly equidistant sampling sites (about 35-45
nautical miles apart) along the designated shipping lanes, to cover the whole route
and (contingent on vessel schedule) allow the FSSs to be sampled during both day
and night time. For the same reason, in order to sample adjacent points at different
time of the day, it is recommendable to number the stations following the sampling
chronological order, meaning that on the map they will not appear in a consecutive
order. For example, if six fix sampling stations are selected, and three will be sampled
on the outward journey and three on the return journey, the order along the route,
on the map, will be: PortA-FSS6- FSS 1-FSS 5-FSS 2-FSS 4-FSS 3-PortB, with the
three underscored sampling stations surveyed in the return journey.

« (6) TIME BEFORE FILTRATION. Preferably the water contained in the BiB bags
should be filtered immediately after collection to maximise eDNA retention, and
to simplify sample transportation, by avoiding transfer of bulky water samples.
However, if this is not possible, sample storage times of 1-2 weeks between collection
and filtering is well tolerated, provided that the BiBs are kept at 4 degrees and away
from exposure to the sun during transport. It is important to note that water samples
should never be frozen to avoid breaking of cellular components that would result in
the release of extracellular DNA which is more easily lost in filtration.

« (7) TIME BEFORE EXTRACTION. After filtration filters should be frozen a.s.a.p.
The time before extraction does not seem to have a negative effect within the tested
time interval, although it is advisable to perform DNA extraction a.s.a.p. after filtration.

+(8) IMPORTANCETO COMBINE MOLECULARTO VISUAL/TAXONOMIC CENSUS.
eDNA methods do not have perfect taxon detection and resolution. Therefore it
is important to incorporate visual observations to monitor detection efficacy and
support the molecular identification of new species (followed by the sequencing of
their mitogenome in order to fill reference sequences gaps in molecular databases).

Figure 3. Procédure opérationnelle standard (Valsecchi et al. 2021, reproduction autorisée)
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Une autre méthode d'échantillonnage alternative qui ne nécessite pas de perforer la peau est
['écouvillonnage de la peau (Harlin et al.1999, Gales et al. 2002). Cette procédure n'est possible que pour
les especes de cétacés qui ont tendance a s'approcher des bateaux (Farro et al. 2008), généralement
les delphinidés. Un élément important & prendre en compte lors de la décision d'utiliser cette méthode
est que la quantité de peau collectée peut étre trop faible pour certaines analyses.

Cette méthode consiste a attacher un petit tampon & récurer en fibres synthétiques a l'extrémité de
longues tiges (Harlin et al. 1999). Les échantillons sont collectés en frottant le tampon contre le flanc
d'un dauphin qui s'approche du bateau (en général a 'étrave) afin de prélever et de retenir les cellules
épidermigues exfoliées. Parfois, bien que l'échantillon ne soit pas visible sur le tampon, il est présent et
les analyse génétiques peuvent étre réalisées. En laboratoire, la peau sera séparée du tampon et 'ADN
sera extrait selon un protocole standard similaire a celui des biopsies de peau.

Il est essentiel de pouvoir reconnaitre les individus ayant déja fait ['objet d'un échantillonnage, afin
d'éviter les doublons.

Certains individus réagissent au contact du tampon a récurer (Harlin et al. 1999). Dans ces cas-|a,
ils augmentent leur vitesse de nage, sautent ou plongent apres avoir été touchés mais, en général,
ils reviennent a l'étrave relativement rapidement. Cela suggére que la procédure échantillonnage par
écouvillonnage de la peau ne cause généralement des perturbations qu'a tres court terme.

Une autre méthode non invasive a envisager est la collecte et 'analyse d'échantillons de matieres
fécales de cétacés. Cependant, la consistance des féces de cétacés varie considérablement, allant de
dépots flottants mous et bien formés a des panaches plus fluides et dispersés (p. ex., Hermosilla et
al. 2015, 2018). Les échantillons de féces ne peuvent étre collectés a la surface de l'eau que pendant
un temps limité, avant qu'ils ne coulent. Dans les quelgues secondes (ou minutes) qui suivent la
défécation des animaux, les échantillons remontent a la surface et flottent et peuvent alors étre collectés
manuellement a 'aide d'un filet a mailles fines en nylon. Pour les feces plus fluides, d'autres récipients
tels que des sacs en plastique ou des seaux peuvent étre utilisés pour le prélévement, en fonction de la
consistance de 'échantillon. Les échantillons collectés peuvent étre conservés séparément dans des
flacons en plastique, tels que des tubes Falcon ou de grands tubes eppendorfs, ou directement dans
des contenants en plastique. Aprés le prélevement, les échantillons doivent étre congelés a -20°C ou
fixés dans de 'éthanol & 70 ou 96% (pour plus d'informations, voir la section sur

).

La collecte d'échantillons dans des collections des musées permet également d'effectuer des
recherches sur 'ADN (Nakahama, 2021). Il est essentiel d'éviter la contamination, la dégradation
thermique (traitement & la chaleur, a 'ébullition ou a la vapeur chaude), l'utilisation de réactifs pouvant
endommager 'ADN (p. ex., détergents, vapeur de benzene, etc), et de faire attention aux procédures
de rincage et de lavage et aux conditions de stockage. Il est préférable de collecter et de conserver les
échantillons de tissus durs non lavés (si possible), dans un endroit sec, frais (sauf s'ils sont congelés) et
bien isolé. Les traitements thermiques ne sont pas souhaitables.

Parmi les échantillons d'os et de dents, les structures les plus denses sont préférables (p. ex., les dents,
la bulle tympanique, 'os pétreux). Toutefois, la masse de l'échantillon est également importante et peut

19

SOMMAIRE Meilleures Pratiques de 'TACCOBAMS Sur La Génétique Des Populations De Cétacés. Version 2, Novembre 2023



étre cruciale, c'est pourquoi les gros os (p. ex., les vertebres entiéres) et les fanons doivent également
étre prélevés. Les échantillons de peau séche peuvent étre intéressants, mais ils sont souvent sujets a
de la contamination microbienne. En outre, toutes sortes de préparations a base d'éthanol pur peuvent
convenir a 'échantillonnage. D'autres solutions liquides et les échantillons imprégnés en paraffine
peuvent étre envisagés dans certaines conditions (plus de détails dans Straube et al. 2021).

Le prélevement d'échantillons sur des spécimens d'os, de dents et de fanons est un échantillonnage
destructif et doit &tre effectué en limitant au maximum les dommages sur les spécimens, en particulier
ceux qui ont une importance historique (Freedman et al. 2018). Pour choisir la structure a échantillonner,
il faut effectuer un examen externe du spécimen, et parfois un examen par tomodensitométrie (aussi
appelé TDM ou CT-Scan). Avant de décider d'entreprendre un échantillonnage destructif, il est
recommandé de réaliser des photographies, une photogrammeétrie, un scan de surface en 3D et/ou une
tomodensitométrie du spécimen. Pour extraire la poudre d'os, il est préférable de percer de petits trous a
faible vitesse afin d'éviter tout dommage externe et 'échauffement de 'échantillon. Si elles existent, on
choisira en priorité les zones ou le spécimen déja subi des dommages antérieurs, par exemple au cours
de la collecte (McDonough et al. 2018). La masse minimale de la poudre d'os dépendra de ['4ge et de la
conservation du spécimen.

Fulton et Shapiro (2019) ont rassemblé des recommandations pour la création d'un laboratoire
d'ADN ancien (ADNa) pour l'extraction d'’ADN de spécimens datant de plusieurs milliers d'années
(potentiellement jusqu'a 100 000 ou 1 000 000 ans). En effet, les limites de la survie de 'ADN, la
dégradation post mortem et la contamination posent un défi accru aux praticiens des laboratoires.

Par exemple, Fulton et Shapiro (2019) déclarent que :

"La complication majeure de la recherche sur 'ADNa découle de la faible proportion de copies survi-
vantes de 'ADN endogéne dans un extrait, par rapport a la nature omniprésente de ['ADN dans l'envi-
ronnement. La grande sensibilité de la PCR permet de procéder a ['amplification a partir d'une seule ou
de quelgues copies de départ de la séquence cible, mais elle permet aussi souvent d'amplifier de 'ADN
non désiré. Méme lorsque le niveau de contamination est extrémement faible, la PCR amplifie plus fa-
cilement 'ADN moderne par rapport aux molécules anciennes endommagées. Les copies du fragment
ciblé peuvent contenir des lésions bloguantes, par exemple, qui affectent le processus de réplication de
la polymérase, ou peuvent simplement étre présentes en faible abondance, de sorte que la PCR n'entre
dans la phase exponentielle que de nombreux cycles aprés le début de la réaction. Si seules quelgues
molécules contaminantes sont présentes et amplifiées au cours des premiers cycles de la PCR, elles
seront rapidement plus nombreuses (et 'emporteront sur 'amplification de 'ADN ancien authentique).

La contamination peut se produire a tous les stades du traitement d'un échantillon d'’ADNa. L'échantillon
lui-méme peut étre contaminé. Par exemple, les os et les dents sont poreux et la contamination peut
se produire par l'adhésion ou l'absorption d'’ADN exogéne provenant de micro-organismes présents
dans l'environnement de dépdt. La contamination peut également se produire lors de la collecte ; c'est
particulierement problématique pour les études d’ADN d'origine humaine ou microbienne, lorsque la
source de contamination est génétiguement similaire a 'ADN cible. La contamination peut également
étre introduite au cours des processus expérimentaux en aval, notamment ['extraction de I'ADN, la
préparation de la bibliotheque de séquencage ou la préparation de la PCR. Le personnel peut introduire
dans le laboratoire son propre ADN ou tout autre ADN transporté, sur des chaussures ou des vétements
par exemple, les réactifs peuvent étre contaminés par de 'ADN humain ou animal, et des particules
en suspension dans l'air peuvent pénétrer par le biais de systemes de ventilation du batiment. LADN
précédemment amplifié encore présent dans l'environnement du laboratoire est une autre source
potentielle de contamination. Méme la minuscule quantité d'’ADN qui est aérosolisée a l'ouverture
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d'un eppendorf est susceptible de contenir plus d'un million de copies dans un volume aussi petit que
0,005 pl. Cela représente potentiellement des milliers de fois le nombre de copies d'ADN conservées
dans un échantillon ancien. Pour éviter ce probleme, il est essentiel de maintenir une séparation stricte
entre le laboratoire dans lequel les échantillons anciens sont préparés et tous les laboratoires ou les
échantillons sont traités aprés amplification.”

Lignes directrices pour la recherche sur 'ADN ancien (Fulton et Shapiro 2019) :

Isolement physique du laboratoire pré-PCR d'ADN ancien et maintien strict d'un mouvement “a
sens unique” suivant le gradient de concentration.
Contréles négatifs durant l'extraction et la PCR.
Choix moléculaire approprié (majorité de fragments d'ADN courts).
Reproductibilité (multiples répétitions du processus d'extraction et de séquencage).
Clonage (sauvegarde).
Réplication indépendante.
Conservation biochimique.
Quantification du matériel de départ.
ADN provenant de restes associés (en particulier pour la recherche microbienne).
Utilisation d'un "ADN porteur” négatif dans les essais basés sur la PCR.
Modéle de dommages de I'ADN et diversité des séquences en fonction du temps ou de la con-
servation.
Evaluation critique des résultats (sens phylogénétique ou autres résultats raisonnables).

Il est également possible d'obtenir des échantillons d'ADN de cétacés en liberté par la collecte de
sqguames ou fragments de peaux mortes. Cette méthode consiste en la collecte de squames flottant
dans le sillage des cétacés soit a l'aide d'une épuisette a partir d'une embarcation, soit en plongeant en
apnée. Les squames sont ensuite retirés de ['épuisette a 'aide de pinces stériles en acier inoxydable et
conservés dans du DMSO ou de l'éthanol. L'avantage de cette méthode non invasive est que le matériel
d'échantillonnage requis est minime et que peu de compétences ou de formation sont nécessaires.

L'inconvénient de cette méthode est que les sqguames coulent rapidement, ce qui laisse peu de temps
pour collecter ['échantillon. L'origine de 'échantillon peut donc généralement étre attribuée a des
individus se trouvant a proximité immédiate du site de collecte. Cependant, il est difficile d'attribuer un
fragment de peau morte a l'individu effectivement échantillonné lorsque plusieurs individus se trouvent
a proximité immédiate ou ont été en contact physique les uns avec les autres récemment (Whitehead
et al. 1990). C'est la raison pour laquelle les échantillons de squames ne peuvent pas toujours étre
attribués a unindividu donnég, ce qui pose probleme pour de nombreuses applications. LADN de squame
est souvent dégradé et sa qualité et sa quantité sont trés variables (Amos et al. 1992). Par exemple,
pour extraire 'ADN d'un cachalot, il faut 40 mg de squames (Drouot et al. 2004). De plus, le nombre
d'échantillons dupligués peut étre élevé, ce qui augmente le temps et le co(t des analyses génétiques.
La fréquence et les conditions d'occurrence des squames varient considérablement selon les espéces
et les individus, et selon les zones d'étude. La méthode de collecte des squames est utilisée pour
les grands cétacés, notamment les cachalots (Amos et al. 1992), les baleines a bosse (Valsecchi et
al. 1998) et les rorquals communs. La plupart des échantillons de squames ont été analysés avec
succes, confirmant que les échantillons contiennent suffisamment d'’ADN pour effectuer des analyses
génétiques (p. ex., Hoelzel et Donovan 1991, Neveceralova et al. 2022). Les squames sont plus efficaces
pour déterminer le sexe que pour étudier la structure de la population. Cependant, la collecte de
sguames peut constituer une alternative viable pour certaines études ou l'échantillonnage par biopsie
n'est pas autorisé ou considéré comme indésirable. Cette méthode est également plus appropriée que
['échantillonnage direct pour les plateformes d'opportunité (p. ex., pour les bateaux de whale watching).
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04) Conserver les échantillons

A) Recommandations générales

Les méthodes de conservation des échantillons influencent grandement la qualité et la quantité du
matériel génétique disponible pour l'analyse. Leur objectif est de limiter la dégradation de 'ADN et
de I'ARN, afin de minimiser les erreurs en aval et de maximiser la valeur scientifique des échantillons
biologiques. Pour garantir une dégradation minimale des échantillons, ceux-ci doivent étre conserveés
dans des milieux adéquats deés leur collecte sur le terrain.

La méthode de conservation des échantillons la plus appropriée dépend d'un certain nombre de
facteurs liés a la conception de ['étude, a la logistique, a la disponibilité et au budget. La « norme
d'excellence » pour la conservation des échantillons n'est pas toujours réalisable ni souhaitable compte
tenu de certaines contraintes, et il peut étre nécessaire de faire des compromis. Par exemple, toutes les
approches de génotypage ne nécessitent pas un ADN de tres haute qualité et peuvent donner de bons
résultats a partir d'échantillons partiellement dégradés. Van Cise et ses collegues (2022) ont passé en
revue les meilleures pratiques de conservation des échantillons biologiques de mammiferes marins en
relation avec les différentes technologies 'omiques’ (p. ex., génomigue, métagénomique, metabarcoding,
transcriptomique). Le tableau 2 présente une comparaison des méthodes de conservation en fonction
du type d'échantillon biologique et des analyses possibles.

DERN
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Tableau 2. Comparaison des conservateurs et fixateurs habituellement utilisés pour la conservation d'échantillons
biologiques pour les méthodes d’analyses ‘omiques (et autres) (Van Cise et al. 2022, reproduction autorisée).

Biospecimen Type and Storage Methods

SKIN/BLUBBER/ORGANS =~ FECES/GASTROINTESTINAL BLOW/CHUFF BIOFLUIDS (E.G. BLOOD)
CONTENT
o
o
ol . —
T B s £
5 S & S o & o & o
o o =X v o \ o \ o
o o B — © = © — ©
R Lo g L Q L . Q L
5 (@) (@]
=S < S < S = SR = S
- 8 % ¢ |g 8 % ¢|g S § ¢
L = O O = 2 ‘i’ o o - ‘i’ o o o 5 o
5 8 2327|2282 1|2 5 8 T2 5 8 7
g L 2 |2 2 29 52 9 2 3 510 9 B 205
S 9 2 52|85 9 2 K 2l 2 2 5 25 8 2 5 ¢
(e 1 [a e o | eV} | o (o)} | al | o (®)] | al I o Ll —
Genetics*® 1 2 1 2 3 2 2 2 2 3 1 2 2 2 3 - 2 1 1 3
Genomics** 1 2 1 1 3 0 1 2 1 3 - 2 ? 1 3 - 2 1 1 3
Microbiomics*** 0o 2 1 1 3 o 1 2 1 3 0 1 2 1 3 - 1 2 1 3
Transcriptomics 0O O 2 0 3 0 0 2 0 3 0 0 2 0 3 0 2 - 3
Proteomics 0 O ? 0 3 0 0 ? 0 3 0 0 ? 0 3 - 0 ? - 3
Metabolomics 0 1 o0 0 3 0 1 0 0 3 0 1 0 0 3 - 1 0 2 3
Epigenetics 1T 2 ? 2 3 - - - - - ? ? ? ? ? - 2 ? 1 3
Stable Isotopes 1 1 o 0 3 ? 1 0 0 3 ? 1 - - 3 - 1 - - 3
PQOPs 0 1 o 0 3 0o 1 o 1 3 ? ? ? ? ? - 1 0 - 3
Steroid Hormones 0 1 o 0 3 0 1 0 0 3 0 1 0 0 3 - 1 0 ? 3
Microplastics 2 3 2?2 2 3|2 3 2 2 3 |[7?7 3 2 2 3 /- 3 ? - 3

Key: - analysis inappropriate for this tissue type; O unsuitable; 1 good, 2 better; 3 best; ? unknown

* Sanger sequencing, multilocus genotyping, genetic sex
**2nd generation sequencing
***amplicon sequencing, metagenomics

DENN
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La meilleure option de conservation consiste a stocker les échantillons biologiques dés leur collecte
dans un récipient a sec portable contenant de l'azote liquide, jusqu'a ce qu'ils puissent étre transférés
vers un lieu de stockage a long terme a une température égale ou inférieure a -80°C. Ce type de
cryoconservation arréte tous les processus chimiques et biologigues de dégradation, notamment en
inactivant les enzymes telles que les DNases, les RNases ou les protéinases. Si la surgélation dans
['azote liquide n'est pas possible, une deuxieme option consiste a conserver les échantillons sur de la
glace ou dans un congélateur a -20°C jusqu'a ce qu'ils puissent étre transférés vers un lieu de stockage
a long terme. Enfin, le stockage dans des conservateurs liguides, notamment de ['éthanol de qualité
de laboratoire, des solutions de DMSO ou du RNAlater, peut constituer une méthode alternative sans
congélation immédiate pour certains types d'études. Cependant, lors de l'utilisation de conservateurs
liquides, il est important de prendre en compte les effets potentiels en aval de ces produits chimiques
sur les analyses ultérieures, comme détaillé dans Van Cise et al. (2022).

Les recommandations supplémentaires de Van Cise et al. (2022) comprennent :

o Les conditions idéales pour le stockage a long terme des échantillons biologiques sont au sec
et ultra-froides (-80°C ou moins).

o Engénéral, les molécules extraites (p. ex., 'ADN, 'ARN, les protéines) stockées dans un tampon
spécifigue a cette molécule a -80°C sont stables pendant de plus longues périodes que celles
stockées dans les tissus.

o Lesconservateurs d’/ARN/ADN & haute teneur en sel ne pénétrent pas dans les tissus congelés,
a moins d'étre spécifiguement formulés pour les tissus congelés.

o |'effet déshydratant de l'éthancl peut entrainer la libération de ['eau contenue dans 'échantillon
de tissu, diluant ainsi le conservateur ; il est donc recommandé de le remplacer par de ['éthanol
frais un a deux jours apres la conservation initiale.

e La qualité de I'ADN est inversement corrélée au nombre de fois qu'un échantillon est
décongelé ; il est donc essentiel de limiter le nombre de fois qu'un échantillon est décongelé
apres le prélevement, par exemple en divisant ['échantillon en petites aliquotes.

e En ce qui concerne le rapport entre l'échantillon et le conservateur, la conservation de
['échantillon doit permettre un volume d’au moins cing fois celui du fixateur pour le tissu.

§ L’ADN environnemental

En ce qui concerne l'ADN environnemental, la méthode la plus courante pour conserver les échantillons
est sous la forme d'ADNe sur des filtres. Aprés la filtration a travers une membrane poreuse, 'ADNe
concentré sur le filtre peut étre conservé soit congelg, soit stocké dans un liquide de conservation ou
séché a l'aide de billes de silice (Kumar et al. 2019). La filtration immédiate in situ présente 'avantage
que les échantillons peuvent étre immédiatement stockés dans un milieu de conservation approprié.
Sous cette forme, 'ADNe conservé sur filtres peut étre suffisamment stable pendant des mois voire des
années (Kumar et al. 2019).

& Les échantillons de matiéres fécales

Les échantillons de matieres fécales sont mieux conservés en les stockant a -80°C, mais -20°C peut
étre envisagé comme une option alternative. De plus, les échantillons peuvent également étre fixés dans
de 'éthanol de 70 a 96 %.
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() Le papier filtre

Le papier FTA® est un produit commercial (Whatman®) composé de papier filtre imprégné d'un mélange
de produits chimiques exclusif qui permet de lyser les cellules, d'empécher la croissance bactérienne et
de protéger 'ADN de ['échantillon. Le principe de base de la purification de 'ADN a l'aide du papier FTA®
est simple : les échantillons biologiques sont appliqués sur le papier FTA® et séchés a l'air. Un petit
disque de papier FTA® est ensuite prélevé et lavé pour éliminer tout matériau a part 'ADN (I'ADN reste
piégé dans le papier). L'analyse peut ensuite étre effectuée sur 'ADN encore attaché au papier, ou 'ADN
peut étre élué avant utilisation. Le sang, les caillots de sang et les tissus ont pu étre échantillonnés avec
succes par cette méthode (Smith & Burgoyne, 2004). La stabilité a long terme de ['ADN aprés avoir été
élué du papier FTA® n'a pas encore été étudiée, c'est pourquoi il est préférable de traiter les échantillons
uniguement au moment nécessaire.

Pourmaximiserladisponibilité destissus et des extraits d'ADN pour les études futures, ilestrecommandé
de créer et de conserver des échantillons dans une banque de tissus. La création d'une banque de tissus
standardisée pour chaque réseau facilite l'identification et la récupération des échantillons, et peut
simplifier l'accréditation CITES pour faciliter les échanges d'échantillons entre les réseaux. L'archivage
standardisé d'échantillons est essentiel pour les espéces rares, car il pourra falloir plusieurs années
pour constituer un nombre d'échantillons suffisant pour produire des conclusions statistiqguement
robustes. L'acces a une gamme d'échantillons provenant de plusieurs individus et espéces stockés au
méme endroit facilite grandement les études a long terme de pathologie, écologie et de dynamique des
populations ( ).

Une fois que toutes les analyses diagnostiques et autres analyses de routine ont été effectuées, les
échantillons devront étre stockés pour une conservation longue durée. Il est nécessaire de bien
étiqueter les échantillons avec des informations détaillées sur la collecte/le terrain et les permis de
collecte/exportation. Si nécessaire, les échantillons seront doublement identifiés avec des étiquettes de
longue durée. L'étiquette devra contenir un numéro unique ou un identifiant qui facilite la recherche des
métadonnées pertinentes de 'échantillon, par exemple dans la base de données de la banque de tissus.
Idéalement, une base de données a jour devrait étre disponible en ligne, contenant des informations sur
['animal et les tissus disponibles.

Les échantillons de référence consistent en des échantillons bien caractérisés pour lesquels une
conservation longue durée et une tragabilité sont nécessaires avec un nombre d'accés réduit (maximum
3/4 fois par an). Pour ces échantillons, des flacons spécifiques pré-marqués et étiquetés pourront étre
utilisés, ce qui permettra une tragabilité appropriée grace a un systeme de numeérisation dédié et a un
logiciel gérant les informations pertinentes. La conservation doit se faire & -80 °C pour les échantillons
congelés. Ces échantillons devraient étre considérés comme des références pour des recherches futures
comme témoin, échantillon négatif ou positif, ou ayant des valeurs trés rares, ou a partir desquels il est
possible d'obtenir des cultures cellulaires.

Pour les petits échantillons (y compris les biopsieset les écouvillons), un protocole devrait étre développé
pour s'assurer que 'échantillon entier n'est pas consommé dans une seule analyse et qu'il est toujours
disponible pour des analyses futures (et potentiellement plus puissantes).
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https://accobams.org/wp-content/uploads/2019/04/MOP7.Doc33_Best-practices-on-cetacean-post-mortem-investigation.pdf
http://www.whatman.co.uk/

La Banque de Tissus des Mammiféres Marins de la Méditerranée®

Cette banque collecte et préserve du matériel biologique collecté sur des mammiferes marins échoués
le long des cbtes italiennes de la mer Méditerranée, en collaboration avec ['Université de Padoue, le
Ministere italien de ['Environnement, les Instituts de Santé Animale et plusieurs autres organisations
italiennes & but non lucratif dédiées a la recherche sur les mammiferes marins. Elle fait partie du circuit
de la Banque Internationale d'Echantillons Environnementaux ( 1) et dispose d'un permis CITES
permanent pour l'échange d'échantillons (ITO20).

La Banque de Tissus des Mammiféres Marins de la Méditerranée collecte, catalogue, conserve et
distribue des tissus gratuitement, sur demande justifiée.

La Bangue propose également d'autres services, notamment : - pathologie diagnostique - autopsie
de spécimens complets - détermination de 'd4ge - identification des parasites - histochimie et
immunohistochimie - dosage des hormones dans le sang, l'urine et les féces - informations générales
et littérature spécialisée sur les mammiféres marins.

La Banque Nationale Ukrainienne d’Echantillons de Cétacés

Cette banque a été créée en 2019 a Kiev et est la premiére institution de stockage d'échantillons de
mammiferes marins dans le bassin de la mer Noire. Le principal lieu de stockage, établi a l'Institut de
Zoologie Schmalhausen de I'Académie Nationale des Sciences d'Ukraine, comprend un congélateur de
750 litres (-80 °C) ainsi qu'un congélateur supplémentaire a -20 °C, ainsi que des espaces de stockage
pour les matériaux secs et humides. Des guides de bonnes pratiques pour l'acquisition, le stockage et
['échange d'échantillons ont été développés et mis en place, et un contact avec la Banque de Tissus des
Mammiferes Marins de la Méditerranée existante a été établi. Un accord a été signé pour le transfert
d'échantillons provenant d'autres institutions ukrainiennes (UkrSCES). Actuellement, des échantillons
de cétacés de la mer Noire et des collections historiques provenant d'autres régions sont stockés dans
cette banque d'échantillons.

Le réseau national échouage (RNE) francais

Il s'agit d'un programme scientifique structuré et participatif créé en 1970 chargé de la surveillance
des mammiferes marins échoués le long des cotes frangaises. Pour chaque échouage, des données
et des échantillons sont prélevés selon des protocoles standardisés basés sur le document conjoint
de 'ACCOBAMS et 'ASCOBANS sur les Meilleures pratiques pour les examens post-mortem des
cétacés et l'échantillonnage des tissus ( ). Les échantillons sont
ensuite conditionnés et conservés en fonction des analyses qui seront effectuées ultérieurement (p. ex.,
congelés, dans du formol, de ['éthanol).

La coordination scientifigue du RNE revient a ['Observatoire Pelagis", placé sous la supervision du
Ministere frangais de ['Ecologie. Les membres du RNE recgoivent une formation scientifique sur le
protocole standard de collecte de données et un cadrejuridique (la « carte verte », c.-a-d. une autorisation
de collecte et de transport d'échantillons). La gouvernance du RNE est assurée par un comité de pilotage
composé d'environ 20 membres représentant la diversité des parties prenantes du RNE. Le role de
ce comité est d'évaluer et de valider les protocoles, les demandes d'utilisation d'échantillons et les
nouvelles demandes d'autorisation de collecte d'échantillons.

9 The Mediterranean Marine Mammal Tissue Bank

' The International Environmental Specimen Bank

" Observatoire Pelagis

26

SOMMAIRE Meilleures Pratiques de 'TACCOBAMS Sur La Génétique Des Populations De Cétacés. Version 2, Novembre 2023
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05) Echanger des échantillons

Avant d'échanger des échantillons, il sera trés utile de rédiger un protocole d'accord ou mémorandum
d’entente qui abordera différents aspects de la collaboration entre chercheurs et/ou institutions. L'accord
peut prendre la forme d'un document contractuel signé par les parties concernées (ce document peut
également étre utile a fournir au Point Focal National ABS pour obtenir un consentement préalable
éclairé en vertu du Protocole de Nagoya, voir la section sur ). Alternativement,
ces points de discussion peuvent également étre abordés de maniére moins formelle par e-mail.

Les éléments qui doivent étre pris en compte comprennent :

e Propriété des échantillons : ['organisme expéditeur conserve-t-il la propriété et le cas échéant
le matériel non utilisé sera-t-il restitué a l'expéditeur ou stocké par le receveur apres 'utilisation
initiale ?

e Quelles métadonnées sont nécessaires a l'analyse ?

+ Utilisation des échantillons : dans quelle(s) étude(s) les échantillons fournis seront-ils utilisés ?

¢ Co-autorat dans les publications scientifiques : les organismes fournisseurs des échantillons
seront-t-ilinclus en tant que coauteurs dans tous les rapports et documents scientifiques incluant
leurs échantillons (et concrétement quelles personnes seront coauteurs parmi les fournisseurs
d'échantillons) ?

¢ Documentation : qui demandera les permis CITES/Nagoya pertinents et informera les Points
Focaux Nationaux/SC de 'ACCOBAMS de l'échange ?

¢ Codts d'envoi des échantillons/permis : qui couvrira les co(ts des permis/échanges/laboratoire
associés a l'échange d'échantillons ?

¢ Retour d'informations sur les résultats : quel type de données/informations sera renvoyé au
fournisseur d'échantillons ?

¢ Confidentialité

e Calendrier prévu : quand le fournisseur d'échantillons peut-il s'attendre a recevoir des résultats
exploitables ?

Un exemple d'accord de transfert d’échantillons biologiques est présenté en . Ce document
n'est pas censé étre un modele universel, mais plutét une base pouvant étre adaptée a chaque
collaboration spécifigue si nécessaire.

La Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages menacées
d'extinction (CITES) réglemente 'échange d'échantillons biologiques entre ses pays membres. Nous
considérons ici l'échange d'échantillons de cétacés a des fins scientifigues et non commerciales, y
compris les tissus prélevés sur des cétacés en liberté (biopsies de peau et de lard, souffle, squames,
etc.), les parties du corps de cétacés échoués (tissus et squelettes) ou les produits d'extraction de 'ADN.

Toutes les espéces de cétacés observées régulierement dans la zone ACCOBAMS appartiennent a
'Annexe | oull de la CITES (et a l'Annexe A dans la législation de l'UE). Selon la CITES, en régle générale :

e ['Annexe | (ou UE-A) contient des espéces menacées d'extinction pour lesquelles la CITES interdit
le commerce international sauf a des fins non commerciales, y compris des fins de recherche
scientifique. Pour l'échange d'échantillons provenant de ces espéces, les scientifigues devront
demander des permis d'importation et d'exportation (ou un certificat de réexportation) aux
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organes nationaux de gestion de la CITES.

¢ L'Annexe Il contient des espéces qui nécessitent un commerce contrélé pour lequel la CITES
pourrait autoriser le commerce international s'il ne nuira pas a la survie de ['espéce dans la nature.
Pour l'échange d'échantillons provenant de ces espéces, les scientifigues devront demander un
permis d'exportation (ou un certificat de réexportation) aux organes nationaux de gestion de la
CITES, mais aucun permis d'importation n'est nécessaire.

¢ Pourdélivrer les permis d'exportation, les organes de gestion pourront exiger une preuve de l'origine
licite des échantillons, notamment concernant leur acquisition et possession (voir le paragraphe sur
les " Permis nationaux").

Certaines dérogations peuvent s'appliquer aux procédures générales de la CITES.
+ Dérogation relative aux échanges scientifiques (DES):

Le de la Convention comprend une dérogation appelée « dérogation
relative aux échanges scientifiques» (c.-a-d. les préts, donations et échanges a des fins scientifiques
non commerciales) permettant aux scientifiques ou institutions scientifiques enregistré-es
d'échanger des échantillons ou spécimens CITES d'animaux non vivants sans appliquer les exigences
des Articles Ill, IV ou V2. Aucun permis ou certificat CITES ne sera alors requis, mais les échantillons
devront porter une étiquette "Echantillons biologiques CITES" délivrée ou approuvée par un organe de
gestion de U'Etat qui a enregistré Uinstitution. Les conditions de la dérogation sont détaillées dans la
13, Les scientifiques, les institutions scientifiques et les instituts de
recherche en criminalistique doivent étre inscrit-es dans le registre du Secrétariat CITES (
) par un organe de gestion de leur Etat d'accueil conformément & certaines normes et doivent
faire rapport chaque année sur ['utilisation de la dérogation.

Cette dérogation pourrait étre utilisée pour 'échange d'échantillons de cétacés a des fins d'études de
génétigue de population dans la zone ACCOBAMS. Toutefois, certaines lois nationales ne reconnaissent
pas cette dérogation (p. ex., Portugal, Géorgie) et certaines Parties n'ont aucune Institution officiellement
enregistrée a la CITES (p. ex., Géorgie, Tiirkiye). Dans ces cas, la dérogation décrite ci-dessus ne pourra
pas étre utilisée.

* Procédure simplifiée (PS) pour les échantillons biologiques :

Contrairement a la DES, la procédure simplifiée n'est pas une dérogation, c'est un moyen simplifié
d'appliquer les exigences normales de la CITES lorsque 'échange n'a aucun effet ou un effet négligeable
sur la conservation de l'espece concernée. La procédure est définie dans la

5, section XllI, paragraphe 22. La procédure simplifiée permet a l'organe de gestion de mettre a
disposition des personnes et organismes de bonne foi des permis et certificats partiellement remplis,
et donc de « préautoriser » I'échange sous certaines conditions. Cette procédure peut étre appliquée
a l'échange d'échantillons biologiques, tels que des tissus/morceaux de tissus de 5-25 mm?3 (détaillé
dans l'annexe 4 de la résolution Conf. 12.3 (Rev. CoP19)). La personne ou organisme bénéficiaire devra
informer ['organe de gestion des permis et certificats utilisés et non utilisés pendant leur période de
validité. De méme, l'article 18 du '8 prévoit la délivrance préalable de permis

12

3 Préts, dons, ou échanges de spécimens de musées, d'herbiers et de recherche a des fins de diagnostic et de criminalistique
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et de certificats pour certains échanges d'échantillons biologiques de spécimens d'especes inscrites
aux annexes ou aux appendices de la CITES. Le type d'échantillons couverts par les permis et certificats
pré-délivrés et leur utilisation sont spécifiés a ['annexe XI.

La procédure simplifiée pourrait donc étre utilisée pour 'échange d'échantillons de cétacés a des fins
d'études de génétique de population. Toutefois, certaines lois nationales ne reconnaissent pas cette
procédure simplifiée. Dans ces cas, elle ne pourra pas étre utilisée.

¢ Introduction en provenance de la mer (IPM):

Lors de la collecte d'échantillons en haute mer (zones situées au-dela des juridictions nationales), une
procédure spéciale de la CITES peut s'appliquer. En effet, de
spécimens d'espéces inscrites a lAnnexe | ou a 'Annexe Il est réglementée par la Convention”. L'IPM est
défini a l'Article 1 de la Convention comme le transport, dans un Etat de spécimens d'espéces qui ont été
pris dans l'environnement marin n'étant pas sous la juridiction d'un Etat. La Conférence des Parties a
adopté des orientations supplémentaires concernant la mise en ceuvre pratique de ces dispositions dans
la résolution 8. |l s'agit notamment des conditions de délivrance des certificats
IPM et des permis d'importation/exportation si le spécimen/échantillon est prélevé par un navire, est
enregistré dans un Etat et est transporté vers un autre Etat. Ceci pourrait étre particulierement pertinent
pour les espéces pélagigues de cétacés dont la distribution s'étend dans les zones off-shore au-dela de
la zone Atlantique adjacente de 'TACCOBAMS.

¢ Cas particulier : a U'intérieur des frontieres de l'UE :

Conformément a la législation de l'UE™, aucun permis n'est nécessaire pour échanger des échantillons
de cétacés a des fins de recherche non commerciale entre deux pays membres de ['UE.

Cependant, certains pays exigent ['émission d'un certificat intra-communautaire (CIC) (ex : Portugal), et/
ou une preuve de l'origine licite des échantillons, notamment concernant leur acquisition et possession
(voir Paragraphe sur les Permis nationaux).

En raison de la disparité entre les législations nationales, les scientifiques devraient contacter

20 du pays exportateur et importateur pour s'assurer le respect de la
procédure appropriée. Les Parties de 'ACCOBAMS devraient faciliter les échanges d'échantillons
pour la génétique des populations et les objectifs de diagnostic en engageant la CITES avec la
CBI pour une procédure claire et bien définie.
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Le Protocole de Nagoya sur 'Accés aux Ressources Génétiques et le Partage Juste et Equitable des
Avantages Découlant de leur Utilisation a été adopté par la Conférence des Parties a la Convention sur
la Diversité Biologique lors de sa dixieme réunion a Nagoya (Japon) en octobre 2010. Elle est entrée en
vigueur le 12 octobre 2014 et comptait 131 parties en juillet 2021.

L'acces et le partage des avantages (APA) désignent la maniére dont on peut obtenir l'accés aux
ressources geneétiques et comment les avantages résultant de leur utilisation seront partagés entre
les personnes ou les pays qui utilisent les ressources (utilisateurs) et les personnes ou les pays qui les
fournissent (fournisseurs).

Le Protocole de Nagoya sur 'APA établit un cadre juridique international basé sur trois sections :

¢ L'accés aux ressources génétiques et aux connaissances traditionnelles qui leur sont
associées en vue de leur utilisation : Les Etats peuvent décider de soumettre cet accés a leur
consentement préalable en connaissance de cause (ou consentement éclairé préalable) ou au
consentement des communautés autochtones et locales concernées.

¢ Le partage des avantages : les avantages doivent étre partagés de maniere juste et équitable,
selon des conditions établies d'un commun accord entre ['utilisateur et le pays fournisseur ou les
communautés autochtones et locales concernées.

* Conformité : les Parties doivent adopter des mesures pour garantir que 'accés aux ressources
génetiques et aux connaissances traditionnelles associées utilisées sous leur juridiction est
conforme aux réglementations internes des pays fournisseurs en matiere d'acces et de partage des
avantages.

Ce protocole a été négocié afin d'assurer une plus grande certitude juridique et davantage de
transparence, tant pour les fournisseurs que pour les utilisateurs de ressources génétiques, en:

¢ Créant des conditions plus prévisibles pour l'accés aux ressources génétiques.
¢ Contribuant a assurer un partage des avantages, lorsque des ressources génétiques quittent une
Partie contractante fournissant des ressources génétiques.

Pour obtenir l'acces, les utilisateurs doivent d'abord obtenir 'autorisation (=CPCC) du pays fournisseur.
De plus, le fournisseur et |'utilisateur doivent négocier un accord (=CCCA) pour partager équitablement
les avantages qui en découlent.

* Les Points Focaux Nationaux (PFN-APA): Les PFN-APA sont chargés de fournirdes informations
sur 'APA aux utilisateurs, notamment sur les correspondants nationaux (CN-APA) & contacter
et sur les exigences et processus en vigueur dans les pays fournisseurs pour obtenir l'acces aux
ressources genétiques

* Les Autorités Nationales Compétentes (ANC) : Les ANC sont des organismes établis par les
gouvernements et sont chargés d'octroyer 'accés aux utilisateurs de leurs ressources génétiques
et de représenter les fournisseurs au niveau local ou national. Les mesures nationales de mise en
ceuvre établissent le mode de fonctionnement des ANC dans un pays donné.
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» Consentement Préalable en Connaissance de Cause (CPCC) (en anglais : Prior Informed
Consent - PIC): Autorisation donnée par le CNA d'un pays fournisseur a un utilisateur (individu
ou institution) avant 'acces aux ressources génétiques, conformément & un cadre juridique et
institutionnel approprié.

« Conditions Convenues d'un Commun Accord (CCCA) (en anglais : Mutually Agreed Terms -
MAT): Un accord conclu entre les fournisseurs de ressources génétiques et les utilisateurs sur les
conditions d'accés et d'utilisation des ressources, ainsi que sur les avantages a partager entre les
deux parties. Il doit inclure :

¢ Letypeetlaquantité deressources génétiques, etlazone géographique/écologique de l'activité.
Toute limitation des possibilités d'utilisation du matériel.

Si les ressources génétiques peuvent étre transférées a des tiers et dans guelles conditions.
e Lareconnaissance des droits souverains du pays d'origine.

Le renforcement des capacités dans divers domaines a identifier dans 'accord.

« Certificat de conformité reconnu internationalement (CCRI) : délivrés par les ANC du pays
fournisseur, comme preuve que les ressources génétiques couvertes par le certificat ont été utilisées
conformément au CPCC et que des CCCA ont été établies conformément aux exigences d’APA du
pays fournisseur. Il sera notifié au 2,

Les informations concernant les Points Focaux Nationaux APA, les Autorités Nationales Compétentes,
les mesures |égislatives, administratives ou politiques, les procédures APA, les clauses contractuelles
nationales types, les certificats de conformité reconnus internationalement, les sites web ou bases de
données nationaux et les points de controle de chaque partie sont disponibles sur les

22

Apercu des étapes que les utilisateurs potentiels de ressources génétiques devraient suivre pour se
conformer aux exigences en matiere d'APA (d'aprés Davis et Borisenko 2017) :

21
22

SOMMAIRE

L'utilisateur potentiel se renseigne sur les procédures APA du pays fournisseur, via le Centre
d'échange APA et le PFN.

L'utilisateur potentiel suit le processus de CPCC et d'autres autorisations et négocie des CCCA
avec 'ANC du pays fournisseur ou un autre organisme autorisé.

L'ANC accorde le CPCC ou délivre la preuve que le CPCC a été accordé par d'autres autorités/
communautés: L'ANC délivre "un permis ou son équivalent” = permis d'acces national = L'utilisateur
peut désormais accéder aux ressources génétiques et commencer a partager les avantages comme
convenu dans les CCCA.

L'’ANC soumet un permis national au Centre d'échange sur 'APA. Le Centre d'échange 'APA
génere un CCRI avec un numéro d'identification unique.

L'utilisateur obtient et conserve le numeéro CCRI lié¢ aux ressources génétiques, aux dérivés et aux
données couverts parle CPCC et les CCCA ; l'utilisateur fournit le numéro CCRI a d'autres utilisateurs
si les ressources génétiques sont transférées (et autorisées par les CPCC/CCCA) ; de nouveaux
CPCC/CCCA peuvent étre nécessaires dans le cas de nouvelles utilisations/de nouveaux utilisateurs.
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L'utilisateur soumet des informations, y compris numéro CCRI, aux Points de Contrdle du pays
utilisateur aux étapes clés de ['utilisation, conformément aux regles du pays utilisateur.

Le Point de Controle du pays utilisateur soumet les informations au Centre d'échange APA. Le
Centre d'échange APA publie un Communiqué du Point de Contréle qui est envoyé au PFN et a
['ANC du pays fournisseur.

Le protocole de Nagoya peut également s'appliquer a l'intérieur d'un pays et entre les membres de ['UE.
En raison de la disparité des législations nationales, les scientifiques doivent contacter le Point

Focal National APA du pays fournisseur pour comprendre quelles sont les procédures a suivre
pour obtenir 'accés aux ressources génétiques.

D) Informer le Point Focal National de 'ACCOBAMS

Les PFN de 'ACCOBAMS?® seront informés de tout échange d'échantillons afin de mettre a jour la base
de données d'échantillons de 'ACCOBAMS.

23 | jste actualisée des Points Focaux Nationaux de 'TACCOBAMS https://accobams.org/fr/apropos/parties et etats riverains/
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06) Traitement des échantillons

Avec ['avénement de technologies de séquencage plus abordables, un nombre croissant de scientifiques
utilisent la génétigue et la génomique comme partie intégrante de leur recherche. Avant cela, il est
essentiel que les scientifiques reconnaissent l'importance d'un matériel génétique (extraction) de haute
qualité, en particulier dans le cas du séquencage a haut débit (Cammen et al. 2016). Indépendamment de
l'objectif spécifique de l'étude, que ce soit dans le cadre de la génétique (p. ex., ADNmt, microsatellites)
ou méme de la génomique (p. ex., séquencage du génome entier), la premiere étape en laboratoire vers
la génération de données est ['extraction de I'ADN (ou, dans le cas de la transcriptomique, ['extraction
de 'ARN), qui peut varier selon le type d'échantillon (p. ex., sang, muscle).

La lyse du tissu est une condition préalable a l'extraction du matériel génétique. Celle-ci peut étre
obtenue, par exemple, par l'incubation de ['échantillon dans une solution de protéinase K/ SDS (Strauss
1998).

L'extraction de l'ADN peut étre réalisée a l'aide de l'un des kits disponibles, tels que le kit DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen) ou le kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel, Allemagne), par une extraction
au phénol-chloroforme (Sambrook & Russell 2008) ou une procédure de salage (Miller et al. 1988).
Morin et al. (2015) détaille plusieurs méthodes d'extraction courantes & partir de biopsies cutanées.
Les formulations internes pour les extractions d'’ADN ont 'avantage d'étre considérablement moins
colteuses (<0,5 € par échantillon) que les kits commerciaux (p. ex., & € par échantillon pour le kit
DNeasy Blood and Tissue de Qiagen). Toutefois, la méthode d'extraction au phénol-chloroforme, en
particulier, fait appel a des produits chimigues extrémement toxiques et le protocole peut prendre plus
de temps. En revanche, la méthode de précipitation a 'acétate d'ammonium utilise des réactifs non
toxiques et facilement disponibles. présente deux protocoles d'extraction de 'ADN.

UE Echantillons d’ADN environnemental

Pour les échantillons d'’ADN environnemental, une étape préalable a l'extraction de I'ADN doit étre
envisagée en fonction du type de filtre utilisé lors de la collecte et de la préparation de ['échantillon.
Tests comparatifs des méthodes d'extraction en fonction du type de filtre utilisé (Deiner et al. 2015,
Liang & Keeley 2013, Spens et al. 2017, Turner et al. 2014). Les "filtres ouverts" nécessitent une
manipulation, gréce a un entonnoir a filtre et une pompe a vide, tandis que les “filtres fermés” réduisent
les manipulations inutiles et l'extraction de 'ADN en aval a lieu a l'intérieur de la capsule du filtre, ce qui
réduit considérablement les voies d’entrée de contamination potentielles. Les techniques de capture de
['ADNe a partir de "filtres ouverts” ont été testées de maniére comparative par Liang & Keeley (2013),
Turner et al. (2014) et Deiner et al. (2015), et a partir de "filtres fermés” par Spens et al. (2017).

% Echantillons de matiéres fécales

L'isolement/extraction de 'ADN a partir d'échantillons de matiéres fécales de cétacés peut étre réalisé
a l'aide de kits spécialisés pour les feces ou le sol (p. ex., le kit Maxwell RSC Faecal Microbiome DNA
de Promega, le kit QlAamp PowerFecal Pro DNA de Qiagen, le kit DNeasy PowerSoil Pro de Qiagen),
et une étape initiale comprenant des billes peut aider a décomposer les particules les plus grosses. Si
le laboratoire en possede, les échantillons peuvent également étre prétraités a l'aide d'un appareil &
ultrasons pour la sonication (ou similaire).
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L'extraction de 'ARN est la base de la recherche sur le transcriptome, qui porte sur ['expression des
genes. Plusieurs kits commerciaux sont disponibles. Les kits RNeasy micro ou mini (Qiagen) pourront
étre utilisés sur 'échantillon en fonction du rendement attendu en ARN. Le kit Aurum™ Total RNA Fatty
and Fibrous Tissue (Bio-Rad) est une alternative valable pour les biopsies cutanées de cétacés.

Dans les deux types d'extraction, le matériel génétique est lié a la membrane de silice dans les colonnes
d'essorage par l'ajout de sels chaotropiques et d'éthanol, et les molécules contaminantes sont éliminées
par lavage avec différents tampons. Le nettoyage et le rendement des extraits purs sont obtenus par un
traitement a la RNase dans le cas de 'ADN, et dans le cas de 'ARN par une DNase (Cammen et al. 2016).

La concentration et l'intégrité de 'ADN (ou de ['ARN) sont ensuite vérifiées soit au spectrophotometre
nanodrop (Desjardins & Conklin 2010) soit au bioanalyseur Agilent par exemple (Krupp 2005).

Dans le cas d'études génétiques, la PCR (Polymerase Chain Reaction en anglais, c.-a-d. la relation en
chaine de la polymérase) est nécessaire pour amplifier le matériel génétique suffisamment pour qu'il
puisse étre séquencé de maniére fiable (p. ex., Sanger). Les protocoles de PCR varient, mais impliquent
généralement un extrait d'ADN, un prémélange/mastermix (p. ex., le PPP Master Mix de Top-Bio s.r.o.
ou le GoTaq G2 Green Mastermix de Promega, Madison, WI, USA), des amorces (primers en anglais)
directes et inverses et de l'eau. A la place de ce "mastermix”, on peut également utiliser un ensemble de
Taqg ADN polymérase, de dNTPR, de MgCl2 et de tampons de réaction. La matrice de la PCR doit ensuite
étre exposée a des cycles thermiques, par exemple grace a un systeme a 96 puits Mastercycler Gradient
(Eppendorf, Hambourg, Allemagne). Un exemple de cycles thermigues de réaction PCR consisterait en
une dénaturation initiale & 94°C (30s), suivie de 30 cycles de 94°C (30s), 80°C (30s), et 72°C (30s), et
d'une étape finale d'extension a 72°C (10min) (Rosel et al. 2005). Afin de mieux réussir a amplifier le
mateériel génétique, il est possible de modifier le profil d'amplification en ajustant la durée de chaque
étape, le nombre d'étapes ou la température exacte d'hybridation. Pour une vue d'ensemble, voir Metzker
& Caskey (2009).

Pour confirmer ['amplification, les produits PCR peuvent étre séparés par électrophorese sur gel
d'agarose a 1ou 2 % (Foote et al. 2019).

L'ADN extrait et amplifié peut ensuite étre purifié par exemple a l'aide du kit PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Allemagne) ou du ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent (Applied Biosystems,
Etats-Unis), et séquencé en interne sur un analyseur, comme le ABI Prism 3100x! Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), avec le kit BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems) (Mulholland et al. 2015), ou bien le séquencage peut étre sous-traité commercialement (p.
ex., Macrogen, USA ; GATC Biotech, Allemagne).

Lorsque l'on s'intéresse aux analyses de tout le génome ou transcriptome, ['ADN (ou ['ARN) extrait
sera ensuite préparé pour le séquencage de nouvelle génération (NGS) sur une plateforme Illumina, par
exemple. Pour ce faire, la préparation de la bibliotheque est une étape clef. Pour donner un exemple,
les librairies de séquencage de 'ARN (RNAseq en anglais) peuvent étre créées en interne a 'aide du
kit de préparation de librairies pour llumina comprenant le NEBNext Ultra Il Directional RNA Library
Prep, des amorces NEBNext Multiplex Oligos et du module NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation
Module de New England Biolabs (Morey et al. 2022). La préparation des bibliotheques peut également
étre sous-traitée (p. ex., chez Novogene, Singapour). Comme alternative au séquencage de 'ARN, on
peut aussi utiliser la gPCR (PCR gquantitative ou en temps réel) ; cependant, celle-ci ne peut détecter
que des séquences connues (les avantages et inconvénients liés au co(t sont discutés dans Nonis et
al. 2014). Voir Cammen et al. (2016) pour une vue d'ensemble des avancées plus générales en matiere
de séquencage a haut débit, et Foote et al. (2019) pour une méthodologie plus détaillée concernant la
création de bibliotheques pour les analyses du génome.
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Le Comité scientifique de la CBI a compilé des lignes directrices pour le contréle de la qualité des
données ADN et ['estimation du taux d'erreur, pour les études génétiques pertinentes pour les conseils
de gestion de la CBI (Tiedemann et al. 2012). Ces lignes directrices traitent principalement de la prise
de conscience, de la minimisation et du contrdle des erreurs de typage de 'ADN. Elles soulignent
l'importance de signaler les taux d'erreur de génotypage (ou les incohérences dans les jeux de données).
Les erreurs peuvent subvenir a différents stades d'une étude d'ADN (Figure 4) et les lignes directrices
proposent des mesures visant a minimiser ces erreurs ; les facteurs les plus importants qui contribuent
aux erreurs sont probablement les échantillons mal étiquetés, les erreurs de saisie des données, etc. -
parfois appelées "erreurs de manipulation”. En revanche, les "erreurs systématiques” sont associées a
la tendance de certains marqueurs génétiques et/ou types d'échantillons a étre susceptibles d'erreurs
en raison de leurs caractéristiques inhérentes.

Tiedemann et al. (2012) recommandent de prendre des mesures pour réduire le taux d'erreur global
a environ 1 % pour les études de population utilisant des microsatellites et @ moins de 1 % pour les
études utilisant des SNP (Bonin et al. 2004, Broquet & Petit 2004, Morin et al. 2009), voire a des taux
inférieurs pour les études de parenté et de marquage-recapture génétique afin de réduire le nombre
de faux positifs (Bonin et al. 2004, Hoffman & Amos 2005, Waits et al. 2001). Dans tous les cas, les
scientifiques doivent rapporter les taux d'erreur de génotype détectés au cours des contrdles de qualité
(idéalement, les taux d'erreur spécifiques a un locus et les taux d'erreur globaux).

Contamination Mislabel Transport
S l Labelled mislabel
Individual il Samp[e
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Ib
DNA-contamination Problems:
Pipetting errors Calling alleles (in Microsats)
Laboratory Genotyping
Il Il
PCR-problems- Data entry errors
errors
Problematic indivi- |dentification of extreme
duals Outliers individuals
Central
Data set
v Database
Duplicate samples 4
Related individuals
Outlier markers
File conversion
Data
analyses
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Figure 4. Organigramme des procédures d'analyse de ['"ADN et des sources d'erreur potentielles (Tiedemann et
al. 2012, reproduit avec l'autorisation de ['auteur).
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C) Laboratoires génétiques adaptés

Les analyses génétiques requiérent une quantité considérable de traitements de laboratoire nécessitant
un équipement spécifique (p. ex., centrifugeuse, thermocycleur PCR, séquenceur, congélateurs). Il
peut donc étre nécessaire de rechercher des collaborations avec des laboratoires qui peuvent fournir
les installations et 'expertise requises. Certaines institutions se sont spécialisées dans des types
d'analyses particuliers et peuvent traiter des échantillons contre rétribution, tandis que d'autres sont
ouvertes a des projets de collaboration. Par souci de cohérence et dans la mesure du possible, tous les
échantillons devraient étre traités dans le méme laborataire, en suivant le méme protocole. Si plusieurs
laboratoires doivent étre utilisés, un étalonnage approprié doit étre effectué, en fonction des marqueurs.

Une base de données de laboratoires génétiques adaptés est disponible en Annexe 2. Cette liste a été
créée sur la base des informations regues des PFN de 'ACCOBAMS et des participants a l'atelier de
septembre 2022. Elle a ensuite été actualisée en novembre 2023. Il convient de noter que la liste n'est
pas exhaustive et que d'autres laboratoires peuvent également disposer d'installations appropriées.

DERN
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07) Analyse de données

Fournir des lignes directrices détaillées sur tous les types d'analyses de données génétiques/omiques
dépasse la portée de ces Meilleures pratiques et les outils existants sont fréiquemment modifiés ou de
nouveaux ajoutés. Le Comité scientifique de la CBI a compilé des documents détaillés sur différents
aspects des analyses de données pertinentes pour les avis de gestion de la CBI (Waples et al. 2018) et
ces documents sont en cours d'actualisation. Waples et al. (2018) abordent les aspects clés de ['analyse
de données comprenant :

Identifier/délimiter les especes, les sous-especes et les populations.

Fournir des estimations de la taille de la population de recensement (N) et de la taille effective
de la population (Ne).

Suivre les mouvements contemporains des individus.

Estimer les niveaux de connectivité a long terme entre les populations.

Quantifier la diversité génétique et fournir des informations sur les évenements démographiques
passés, goulets d'étranglement et expansions de population.

Résoudre les mélanges d'individus provenant de différentes populations reproductrices.

Ils abordent également certaines considérations analytiques importantes concernant les difficultés a
identifier les seuils appropriés de différenciation des populations et d'indépendance démographique et
l'interprétation des résultats génétiques. La définition d'une population dans un contexte de gestion est
complexe et peut s'étendre sur un continuum allant de l'isolement a la panmixie. En définitive, du paint
devuede laconservation, il estimportant que les mesures de gestion soient robustes face a l'incertitude
de la structure de la population. On parle d'indépendance démographique lorsque les taux de migration
sont suffisamment faibles pour que les processus dynamiques de la population soient principalement
déterminés parlestauxlocaux de natalité et de mortalité. Ces unités démographiquementindépendantes
nécessiteront des mesures de gestion distinctes.

Plusieurs principes fondamentaux se dégagent :

Clarifier les buts et les objectifs, quantifier les attentes avant le début de 'étude et déterminer un
ou plusieurs marqueurs appropriés.

Suivre des mesures appropriées de controle de la qualité des données.

Vérifier si les population(s) sont a ['équilibre de Hardy-Weinberg, c.-a-d. Fis.

Envisager plusieurs indices de diversité génétique.

Les tests statistiques constituent un point de départ utile, mais une valeur significative de p ne
fournit aucune information autre que le rejet de 'hypothése nulle. Utiliser diverses approches et
intégrer les résultats (voir le Tableau 3 ci-dessous).

Ne pas surinterpréter les estimations ponctuelles.

'absence de preuve de structure n'est pas une preuve d'absence de structure - essayer d'estimer
la puissance des tests utilisés (ce qui n'est pas toujours facile).

Il est important d'examiner les hypothéses et les biais possibles (p. ex., le biais de détermination,
l'influence des tests multiples, l'influence de la sélection).

Tenir compte de la distinction entre les résultats scientifiques, les conclusions et les recomman-
dations.

Les effetsde liaisons entre locisontimportants a prendre en compte dans les études génomiques.
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Compte tenu de ['évolution constante des méthodes d'analyse, il convient de toujours consulter la
littérature originale ainsi que les comptes rendus effectués par des organismes tels que la CBI. Il est
souhaitable que les scientifiques publient leurs données et leurs scripts annotés afin de garantir la
reproductibilité des résultats et d'améliorer la transparence des approches analytiques.

Tableau 3. Résumé de certains des outils d'analyse les plus courants utilisés en génétique des populations
pour étudier les unités de gestion/unités & conserver (d'aprés CBI 2019) qui n'incluent pas les approches plus
traditionnelles de test d'hypothéses ou les populations putatives sont définies a priori. Il convient de noter qu'une
étude approfondie visant a identifier les unités de gestion utilisera plusieurs approches et intégrera les résultats et
les déductions qui en découlent, ainsi que des analyses non génétiques.

Le programme STRUCTURE?* regroupe les individus de maniére & minimiser les écarts par rapport
a léquilibre de Hardy-Weinberg (HWE) au sein des groupes. Jusqu'a récemment, STRUCTURE était la
méthode la plus utilisée d'assignation sans hypothése basée sur la génétique pour étudier la structure des
populations. Les études de simulation ont montré que le programme a une puissance relativement faible
(il ne trouve généralement une structure que lorsque les FST sont supérieurs a environ 0,02). Alors que le
nombre de groupes génétiques présents dans les données (k) est un paramétre d'entrée (sous la forme
d'une gamme de valeurs possibles), STRUCTURE fournit une probabilité pour chaque valeur donnée de k.
Si STRUCTURE peut identifier un certain nombre de groupes génétiques avec une probabilité élevée, cela
ne signifie pas nécessairement que les groupes identifiés ne peuvent pas avoir d'autres sous-structures.
Dans des scénarios de superposition spatiale dans la distribution des stocks, STRUCTURE pourrait détecter
la présence d'hétérogénéité, mais ne permettra pas l'assignation de spécimens individuels a des stocks
"supplémentaires” putatifs.

GENELAND? est un programme de génétique du paysage exécuté en R qui regroupe les échantillons en
populations putatives homogenes en supposant un équilibre approximatif de Hardy Weinberg et de liaison
entre loci, et en incorporant des données spatiales spécifiques aux individus. Bien que l'approche soit
similaire a celle de STRUCTURE, la composante spatialement explicite offre généralement une plus grande
puissance (tant que les stocks ne sont pas mélangés de maniére aléatoire).

TESS2 incorpore des informations spatiales et effectue un regroupement bayésien a ['aide de la tessellation
ou découpage (division des échantillons en polygones les mieux adaptés), et fournit ainsi une méthode de
génétique du paysage distincte de celle de GENELAND ou de STRUCTURE. L'utilisation de fractales dans
TESS signifie que certains éléments de structure fine peuvent étre manqués ou identifiés au mauvais endroit.

BAPS? utilise des méthodes bayésiennes pour identifier la structure génétique des populations en décrivant
la variation moléculaire dans chaque sous-population a 'aide d'une distribution de probabilité conjointe
distincte pour chacun des loci observés. Cette méthode est basée surdes distributions de fréquences d'alleles
plutdt que sur des attentes d'équilibre, et peut donc ne pas avoir la puissance nécessaire pour détecter des
populations ayant divergé trés récemment.

L'approche sPCA (Analyse en Composantes Principales spatiales)®® repose sur deux éléments
clés : une autocorrélation spatiale, mise en ceuvre a l'aide du | de Moran, et une évaluation de la variance
de la fréquence des alléles a l'échelle mondiale et locale. Bien qu'elle s'appuie sur des données spatiales
(qui sont incorporées dans une structure en réseau), elle n'utilise pas directement les coordonnées
spatiales. La présence de plusieurs populations échantillonnées dans une méme zone pourrait exagérer
la variance locale, ce qui risquerait de masquer la structure a grande échelle. C'est pourquoi les modéles
spatialement explicites utilisant des tests d'équilibre (tels qu'ils sont mis en ceuvre dans GENELAND)
peuvent étre plus efficaces pour extraire la structure a 'échelle locale d'un assemblage mixte de populations.
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https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/structure.html
https://i-pri.org/special/Biostatistics/Software/Geneland/
http://membres-timc.imag.fr/Olivier.Francois/tess.html
https://www.helsinki.fi/en/researchgroups/network-pharmacology-for-precision-medicine/
https://www.nature.com/articles/hdy200834

Dans toute étude, le choix des techniques d'analyse des données doit étre guidé par la question
scientifique a résoudre. Pour les échantillons d'eau contenant de 'ADNe, les méthodes non-PCR (p. ex.,
la métagénomique) peuvent ne pas étre la meilleure approche pour étudier spécifiquement les taxons
sélectionnés. En revanche, la PCR traditionnelle & partir de modeles mixtes (p. ex., le métabarcoding)
permet d'amplifier et d'analyser spécifiguement une sélection de marqueurs moléculaires. Une
limitation importante dans la sélection des marqueurs moléculaires est la quantité de séquences
de référence disponibles avec lesquelles 'échantillon étudié pourra étre comparé. Actuellement, les
ARNr mitochondriaux 12S et 16S ont été largement utilisés comme séquences de référence pour les
évaluations de la biodiversité des cétacés (p. ex., Valsecchi et al. 2021, 2020). Par ailleurs, des méthodes
quantitatives (QPCR) ont également été utilisées pour quantifier et comparer des techniques a l'aide
de marqueurs génétiques spécifiques aux taxons étudiés et pour étudier la structure génétique des
populations de cétacés (p. ex., Parsons et al. 2018, Pinfield et al. 2019).

Des approches similaires peuvent étre utilisées pour les échantillons de féces de cétacés. Cependant,
dans ce cas, une approche métagénomique peut également étre utile, a condition que des séquences
de référence de bonne qualité soient disponibles, pour 'évaluation de la biodiversité et la caractérisation
simultanée de différentes composantes écologiques (p. ex., le régime alimentaire, les relations
hotes-parasites). De méme, le métabarcoding et ['analyse gPCR peuvent étre utiles pour analyser ce
type de données.

La détermination de ['approche (génétiqgue ou génomique) la mieux adaptée a un cas particulier dépend
de nombreux facteurs, notamment des ressources disponibles et des données requises pour répondre
a une question scientifique spécifique. L'utilisation de techniques plus récentes présente 'avantage
d'accroitre la puissance statistique et la résolution a l'aide d'un plus grand nombre de marqueurs
et, dans de nombreux cas, d'améliorer ['efficacité et le rapport co(t-efficacité. Ces derniéres années,
le séquencage de nouvelle génération (NGS du sigle en anglais) utilisé pour produire des données
génomiques a révolutionné et continue de révolutionner le domaine de 'écologie moléculaire en nous
permettant de mieux comprendre (avec une résolution plus élevée) ['histoire évolutive des populations
et des especes, de délimiter les populations, de détecter la structure cryptique des populations et de
détecter les régions génomiques qui pourraient faire ['objet de sélection. Cependant, les ressources
économiques et informatiques nécessaires entrainent un compromis entre le nombre de loci
qui peuvent étre obtenus et le nombre de populations ou d'individus qui peuvent étre séquencés
(Aguirre-Liguori et al. 2020).

Le NGS produit de grandes quantités de données, générant habituellement 100 gigaoctets de données
par génome, ce qui nécessitera une capacité élevée en termes de puissance de calcul, de stockage
et de traitement bio-informatique, ce qui peut représenter un défi économique pour de nombreuses
institutions. L'informatique en réseau est une option pour les scientifiqgues qui ne disposent pas
actuellement des outils nécessaires pour exploiter pleinement ce type de données et représente un
moyen valable (mais non gratuit) pour analyser relativement rapidement de grands jeux de données
sans avoir a entretenir et & mettre a niveau ses propres serveurs.

Ilest important de reconnaitre que de nombreux pipelines bio-informatiques et analyses de génomique
des populations nécessitent des compétences informatiques et de programmation assez avanceées,
en plus de la compréhension des concepts de génétique des populations. De plus, les pipelines
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bio-informatiques et les lignes directrices relatives aux meilleures pratiques dans ce domaine n'ont
pas encore été standardisés. Ces derniéres années, des progres significatifs ont été réalisés dans le
développement de programmes plus faciles d'utilisation et de lignes directrices claires pour la collecte
et l'application de la génomique a la biologie et a la gestion de la faune sauvage (Gomez-Sanchez &
Schlctterer 2018, Gruber et al. 2018, Ravindran et al. 2019).

Quelgues informations a prendre en compte :

* La taille des données d'un génome entier pour un individu est comprise entre 20 et 60 Go en
fonction de la couverture et de l'espéce (la taille des génomes de cétacés varie entre ~2,3 Gb-3 Gh).
» La taille des données originales (données brutes) pour ~100 individus séquencés avec ddRAD-seq
(avec une couverture de 20-30X) est d'environ 220 Go.

« Les analyses initiales générent généralement X fois (entre 2 et 10 fois) la taille des données brutes
avant d'obtenir le fichier "final" utilisable.

« Pour effectuer des analyses de population (sélection, histoire démographique, etc.), de nouveaux
fichiers seront générés.
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08) Dissémination des résultats

Ladiffusion des résultats adaptée au public cible estimportante pour les scientifiques, les organisations,
les communautés et les décideurs politiqgues. Une diffusion efficace peut également favoriser la
collaboration entre les partenaires et est essentielle a ['élaboration et a la mise en ceuvre de mesures de
conservation et de gestion efficaces.

Le Comité Scientifigue de 'TACCOBAMS est le principal organe scientifique conseillant TACCOBAMS
pour lui permettre de développer des recommandations de conservation et de gestion efficaces. Il est
conseillé, dans la mesure du possible, de soumettre les études de génétique des populations proposées
a ce comité pour recevoir ses commentaires et conseils. Il est particulierement important de soumettre
les résultats des études de génétique des populations au Comité Scientifique dés que possible (c.-a-d.
avant la publication formelle dans une revue a comité de lecture) car cela permettra d'incorporer les
résultats dans les conseils de gestion dans les meilleurs délais.

La publication en acces libre et les prépublications rendent les résultats de la recherche visibles et
augmentent le nombre de citations. De plus, au-dela des publications académiques traditionnelles
(articles de revues scientifiques, livres et présentations lors de conférences), la diffusion numérique
peut permettre une adoption et une compréhension plus larges de la recherche. L'utilisation des
réseaux sociaux, d'identifiants de scientifiques, de réseaux sociaux académiques (p. ex., Academia.edu,
ResearchGate, LinkedIn, Google Scholar) et de wikis comme une forme spécifique de " Open-notebook
science” peuvent augmenter la visibilité vers des millions d'utilisateurs.

Les principaux résultats doivent étre résumés dans le rapport national. En attendant ['adoption par la
MOPS8, les rapports nationaux doivent également inclure tout échange d'échantillons, les échantillons
collectés pour alimenter la base de données d'échantillons de 'ACCOBAMS, les laboratoires génétiques
potentiels pour 'analyse des cétacés et la liste des publications scientifiques. Les chercheurs doivent
doncinformer leur tous les trois ans de toute mise & jour de leur collecte/échange
d'échantillons.

Des contacts réguliers et continus avec les partenaires peuvent favoriser la diffusion des connaissances.
Dans le cadre de TACCOBAMS, les informations peuvent étre partagées par le biais de la plateforme
"NETCCOBAMS", ol des informations actualisées et les principaux résultats sont continuellement mis
en ligne. Les scientifiqgues doivent également s'efforcer d'informer les parties prenantes concernées par
le biais de canaux appropriés.

Les résultats des recherches présentés dans un jargon complexe et technigue doivent étre traduits dans
un langage non technique que le grand public comprendra plus facilement. Cette approche inclut la
communication sous forme de magazines, d'émissions de télévision ou radio de divulgation scientifique
ou de communiqués de presse. Les technologies numériques offrent de nouveaux formats en ligne pour
l'interaction avec le grand public et pour atteindre une partie de la population qui resteraient autrement
hors de portée des méthodes de communication traditionnelles. Ces approches comprennent
notamment les conférences TED diffusées sur YouTube et les blogs qui recoivent souvent des millions
de vues.
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https://accobams.org/fr/a_propos/parties_et_etats_riverains/

09) L’archivage des données et la
compilation de données provenant
d'études précédentes

Afin de contribuer a une science ouverte et transparente et de garantir la reproductibilité, il est
recommandé gue toutes les données brutes et traitées soient accessibles aprés leur publication ou
pendant le processus de révision. Ces procédures permettront de disposer d'un vaste jeu de données
pour des études et des examens futurs. Actuellement, diverses plateformes sont disponibles pour le
stockage des données (p. ex., EMBO, GenBank, Dryad, Obis) qui peuvent étre reliées entre elles pour
favoriser un lien entre ['utilisation des données et les publications.
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10) Science médico-legale

Selon le document "Taking of Cetaceans, Dolphinaria and Quasi-Dolphinaria : A Legal Analysis Relating
to Accobams Parties” ( ), le Comité Scientifique de 'ACCOBAMS a
exprimé ses préoccupations concernant la question de la capture de cétacés et des delphinariums en
remarquant “l'illégalité des prélevements de cétacés vivants dans la Mer Noire" et a appelant a "un
inventaire et une évaluation approfondie de l'identité individuelle de tous les grands dauphins maintenus
en captivité au moyen de méthodes génétiques, morphologiques et d'identification photographique”,
ainsi qu'a la mise en place de "mesures administratives appropriées afin d'empécher la substitution
des dauphins morts en captivité par des animaux capturés dans la nature" (Recommandation 8.2).
Suite aux recommandations du Comité Scientifique, la Cinquieme Réunion des Parties de TACCOBAMS
a adopté la , sur les Prélevements délibérés de Grands dauphins vivants de mer Noire
(Tursiops truncatus).

Lors de sa 17éme réunion, la Conférence des Parties a la CITES (Johannesburg, 2016) s'est penchée
sur l'espéce susmentionnée (Recommandations 17.299-301). Les Parties sont désormais encouragées
a utiliser 'analyse génétique pour confirmer l'origine des animaux avant la délivrance des permis
d'exportation. De plus, les Parties sont encouragées a établir des banques de données nationales
ou régionales ou les données d'identification génétique pertinentes sont stockées et a les rendre
accessibles en ligne, ainsi qu'a rapporter les exportations de Tursiops truncatus ponticus et leur origine
au Comité pour les animaux de la CITES.

Un modele de passeport génétique pour différentes espéces de cétacés gardées en captivité est en
cours d'élaboration, en collaboration avec le Comité Consultatif de TACCOBAMS sur les questions liées
a la captivité.

De plus, la science médico-légale génétique est en passe d'étre reconnue comme une discipline a part
entiére pourla protectiondelafaune. Lesdentsde cachalot Physeter macrocephalus (AnnexeldelaCITES)
ou d'orque Orcinus orca (Annexe |l de la CITES) peuvent faire l'objet d'un commerce illégal a ['échelle
mondiale (Baker et al. 2020). Ils peuvent faire l'objet de gravures ou étre superficiellement sculptés,
conservant ainsi leurs formes originales en tant qu'objets morphologiquement reconnaissables. Mais
pour les pieces dépourvues de caracteres morphologiques permettant de diagnostiquer l'espéce, les
analyses génétiques peuvent s'avérer de puissants outils d'identification. Dans ces cas, les protocoles
d'étude de U'ADN ancien ou des spécimens de musées pourront étre applicables (voir sections
correspondantes). L'extraction a base de silice de faibles volumes (0,01-0,02 g) de poudre de dentine-
ciment de dents de cachalot et de gravures, qui peut étre obtenue sans endommager de maniére
significative le spécimen, peut fournir suffisamment d'’ADN pour le séquencgage des loci mitochondriaux
(Pichler et al. 2001).
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11) Glossaire des termes

Le glossaire a été adapté a partir de Waples et al. (2018). Lorsqu'il est différent, le terme en anglais est
indiqué en italigue entre parentheses pour faciliter la compréhension des publications scientifiques en
anglais.

adaptation : le processus par lequel la fréquence des alléles qui améliorent la survie et/ou le succés
reproductif (c.-a-d. la fitness) des individus dans un environnement donné augmente au fil du temps.

admixture : le résultat de croisements et de flux génétiques entre des populations génétiguement
différentes.

allele (allele): 'une des deux ou plus formes alternatives d'un géne ou d'une séquence de nucléotides
a un locus donné.

fréquence allélique (allele frequency): proportion de tous les alléles a un locus donné qui sont d'un
type spécifique au sein du groupe échantillonné.

test d'assignation (assignment test): méthode statistique utilisant des génotypes multilocus pour
assigner des individus a la population dont ils sont le plus probablement originaires.

autosome : chromosome qui n'est pas un chromosome sexuel.

sélection équilibrante (balancing selection): forme de sélection naturelle qui agit pour maintenir le
polymorphisme a un locus au sein d'une population.

connectivité (connectivity): niveaux d'échanges entre deux ou plusieurs groupes ou populations.
La connectivité peut étre démographique, auquel cas elle se rapporte a la mesure dans laquelle la
croissance de la population et les taux vitaux sont affectés par la dispersion ; ou génétique, auquel cas
elle se réfere a l'échange de genes (c.-a-d. au flux génétique).

démographique (demographic): se rapporte aux processus qui affectent la taille d'une population (p.
ex., la naissance, la mort, la fécondité, la dispersion des individus).

dérive génétique (genetic drift): changement aléatoire de la fréquence allélique d'une génération a
l'autre. La dérive est censée avoir un effet plus important lorsque la taille effective de la population
diminue.

différenciation génétique (genetic differentiation): accumulation de différences génétiques (fréquences
alléliques ou substitutions de séquences) entre les groupes. La différenciation génétique peut étre due
a un flux génétique limité ainsi qu'a la sélection naturelle des genes non neutres dans les groupes
sympatriques.
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diploide (diploid): qui possede deux séries de chromosomes. Dans les populations a reproduction
sexuée, un jeu est hérité de la mere et l'autre du pere. Pour un locus diploide donné, un individu peut avoir
deux alléles différents (hétérozygote) ou deux alléles identiques (homozygote). Les [oci a transmission
autosomique sont diploides (voir haploide).

dispersion: déplacement d'un individu hors de sa population d'origine vers une autre population. Telle
gu'elle est utilisée dans le présent document, la dispersion implique généralement que 'individu qui se
disperse se reproduise par la suite avec des membres de la nouvelle population, ce qui entraine un flux
génétique ; cependant, ce n'est pas toujours le cas. Chez de nombreuses espéeces, mais pas chez les
cétaceés, la dispersion passive des gametes ou des larves est courante.

diversité génétique (genetic diversity): variation génétique au sein des individus, des populations et
entre les populations.

équilibre de Hardy-Weinberg HWE (Hardy-Weinberg equilibrium): état idéalisé dans lequel les
fréquences génotypiques dans une population sont de simples produits des fréquences alléliques. En
théorie, l'équilibre de Hardy-Weinberg est atteint dans des populations de taille infinie qui s'accouplent
au hasard et qui ne subissent ni migration, ni sélection naturelle, ni mutation.

taille efficace de la population Ne (effective population size): taille d'une population "idéale" qui
subirait le méme taux de dérive génétique que la population étudiée. Dans une population idéale
(également appelée population de Wright-Fisher), les générations sont discretes, 'accouplement est
aléatoire et chaque individu a une probabilité égale de contribuer aux genes de la génération suivante,
auguel cas Ne = N. Chez la plupart des espéces, y compris les cétacés, Ne est généralement inférieur au
nombre d'individus recensés dans une population (voir taille de la population).

F . : mesure de la compatibilité des fréquences génotypiques observées dans un échantillon avec celles
attendues dans le cadre de l'équilibre de Hardy-Weinberg. Des valeurs positives de F indiquent un
déficit d'hétérozygotes par rapport a 'équilibre de Hardy-Weinberg, tandis que des valeurs négatives
indiguent un déficit d"homozygotes par rapport a l'équilibre de Hardy-Weinberg.

Fs; : mesure de la diminution de ['hetérozygotie, par rapport a celle attendue dans le cadre d'un
accouplement aléatoire, qui résulte de la structure de la population. De faibles valeurs de F indiquent
gue les fréguences alléliques sont similaires parmi les groupes comparés, tandis que des valeurs plus

élevées indiquent une plus grande différenciation génétique entre les groupes.

flux génétique ou flux de génes (gene flow): échange de génes entre populations ou groupes. Le flux
génétigue peut résulter du déplacement d'un individu vers une nouvelle population/un nouveau groupe
et de sa reproduction réussie avec les membres de ce groupe, ou du croisement entre des individus de
populations ou de groupes différents sans qu'il y ait de mouvement permanent d'individus (seulement
de gametes) entre les groupes.

génotype (genotype): composition génétique (composition allélique) d'un individu, soit de l'ensemble
de son génome, soit, plus couramment, d'un certain locus ou d'un ensemble de loci (voir phénotype).

haploide (haploid): qui posséde un seul jeu de chromosomes, de sorte qu'il n'existe qu'une seule copie
d'unalléle ou d'une séqguence a un locus donné. Chez les cétacés, 'ADNmt est un exemple de marqueur
haploide, car il n'est hérité que de la mere. Les marqueurs spécifiques des chromosomes sexuels, tels
gue les r?arqueurs du chromosome Y, présentent également un schéma de transmission haploide (voir
diploide).

haplotype : combinaison d'alleles & des loci qui se trouvent sur un seul chromosome ou une seule
molécule d'ADN et qui ont donc tendance a étre hérités ensemble. Chez les cétacés, ['haplotype
fait généralement référence a la séquence d’ADN mitochondrial détenue par un individu. Les alléles
nucléaires en phase, par exemple les variants de PSN (SNP) physiquement situées sur le méme
chromosome, constituent également un haplotype.

hétérogénéité (heterogeneity): présence de plusieurs groupes génétiqguement ou démographiguement
distincts au sein d'un ensemble d'échantillons.

hétérozygote (heterozygous): qui posséde deux alléles différents au locus d'un géne (p. ex., Aa).

homogénéité (homogeneity): absence de groupes génétiqguement ou démographiguement distincts au
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sein d'un ensemble d'échantillons.
homozygote (homozygous): qui posséde deux copies du méme allele a un locus génétique (p. ex., AA).

hybridation (hybridisation): accouplement entre des individus issus de deux populations ou espéces
génétiguement distinctes.

consanguinité (inbreeding): accouplement entre des individus qui sont plus étroitement liés que par le
seul hasard. La consanguinité est censée accroitre ['homozygotie car il y a une plus grande probabilité
que le génotype d'un individu consanguin contienne des alléles identiques par filiation (hérités d'un
ancétre commun).

liaison (linkage): mesure du degré auquel les alléles de deux loci ne sont pas assortis de maniere
indépendante. Deux loci proches sur un chromosome ont une probabilité plus élevée d'étre hérités
ensemble que deux loci plus éloignés et sont donc dits liés. Des associations non aléatoires d'alleles
a différents loci peuvent également résulter de la sélection naturelle, de la migration ou de la dérive
génétique sans lien physique.

déséquilibre de liaison DL (linkage disequilibrium LD): association non aléatoire d'alleles entre des
loci, souvent parce que les loci sont situés a proximité les uns des autres sur le méme fragment d'ADN.
Egalement connu sous le nom de déséquilibre gamétique. Le DL aléatoire se produit également dans
toutes les populations en raison de la dérive génétique, et son ampleur est inversement proportionnelle
a la taille effective de la population.

locus (pluriel loci) : fragment d'ADN situé a un endroit précis d'un chromosome donné ; souvent utilisé
pour désigner un gene.

microsatellite: marqueurgénétiqgue composé de courtes unités de séquences d'ADN répétées plusieurs
fois (p. ex., ATATATATAT). Bien que les microsatellites puissent se trouver sur les chromosomes sexuels
et dans I'ADN mitochondrial, ['utilisation de ce terme dans la génétique des populations de cétacés
se réfere généralement a des loci hérités par les deux parents et d'origine nucléaire. Les alleles des
microsatellites sont généralement rapportés comme le nombre d'unités répétées (et donc de la taille)
contenues dans un alléle donné, au lieu d'étre directement séquencés.

migration : ce terme est couramment utilisé de deux maniéres différentes pour désigner : (a) les
mouvements saisonniers entre deux zones géographiques qui sont liés au cycle de reproduction de la
population, aux changements dans leur environnement physique (p. ex., formation de glace) et/ou a la
disponibilité des proies ; et (b) les mouvements d'individus entre groupes ou populations, qui peuvent
ou non aboutir a une reproduction réussie et a un flux de genes. Sauf indication contraire, le terme
“migration”, tel qu'il est utilisé dans le présent document, implique a la fois les mouvements entre les
populations et les flux génétique.

ADN mitochondrial ADNmt (mitochondrial DNA mtDNA): petite molécule d'ADN circulaire (chez les
animaux, d'une longueur de ~16-20 kbp) qui se trouve dans les mitochondries (c.-a-d. a l'extérieur du
noyau) d'une cellule. Chez les cétacés, 'ADNmt est hérité uniquement de la mere et constitue donc un
exemple d'hérédité haploide.

mutation : modification du matériel génétique d'une cellule. Les mutations peuvent inclure des
substitutions d'un seul nucléotide, des délétions et des insertions, ainsi que des duplications, des
pertes, des inversions et des translocations de segments de séquences d'ADN.

sélection naturelle (natural selection): contribution différentielle des génotypes a la génération suivante
en raison de différences dans la survie et/ou la reproduction.

ADN nucléaire ADNn (nuclear DNA nDNA): ADN présent dans le noyau d'une cellule. Chez les cétacés,
['ADN nucléaire autosomique est hérité de fagon biparentale, de sorte que le génotype d'un individu a
un locus donné contient un allele hérité de sa mére et un autre alléle hérité de son péere. LADN nucléaire
comprend également 'ADN présent sur les chromosomes sexuels.

diversité nucléotidique (nucleotide diversity): mesure de la variation génétique calculée a partir de
données de séquences d'ADN, qui mesure la proportion moyenne des différences entre toutes les
séquences d'ADN (c.-a-d. la différence moyenne entre deux séquences prises au hasard) au sein d'un
groupe.
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neutre (neutral): non influencé par la sélection naturelle.

espéce non modele (non-model species): espéce qui n'a pas fait 'objet de recherches approfondies et
pour laguelle des marqueurs ou des génomes de référence peuvent ne pas étre disponibles.

phylogénétique (phylogenetic): terme utilisé pour décrire les relations évolutives entre les taxons.

phylogéographie (phylogeography): étude de la répartition des lignées génétiques d'un taxon dans le
paysage, afin de mieux comprendre son histoire évolutive (son origine et sa propagation).

polymorphe/ique (polymorphic): qui possede plus d'un alléle a un locus. Ce terme est généralement
utilisé pour désigner un groupe/une population plutdét qu'un individu, celui-ci étant plutot considéré
comme hétérozygote si plus d'un allele est présent.

population : groupe d'individus qui coexistent dans 'espace et dans le temps et qui se reproduisent
librement. Les termes souvent utilisés comme synonymes de “"population” comprennent "sous-
populations” et "stocks", bien que ceux-ci puissent également se référer a des unités d'intérét pour la
gestion et qui n'impliquent pas de croisement.

taille de la population N (population size): le nombre d'individus dans une population, souvent appelé
taille de recensement (Nc). Couramment utilisée pour désigner soit tous les individus, soit uniqguement
les adultes (voir taille effective de la population).

amorce (primer): courte séquence spécifique d'un locus (oligonucléotides) qui est complémentaire des
régions flanquant le motif microsatellite ou la portion de gene cible.

séquencage de 'ADN associé a un site de restriction RAD (Restriction site Associated DNA (RAD)
sequencing): séquencage de librairies d'ADN comprenant des régions adjacentes a des sites de
restriction.

polymorphisme d'un seul nucléotide PSN ou polymorphisme nucléotidique PN (single nucleotide
polymorphism SNP): variation de la séquence d'ADN qui se produit lorsqu'un seul nucléotide (A, T, C
ou G) diff;‘are sur un site spécifique entre les individus ou a l'intérieur d'un individu (pour les marqueurs
diploides).

stérile (sterile): exempt de bactéries ou d'autres micro-organismes vivants susceptibles de provoguer
une contamination.

DERN
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Les informations présentées ci-dessous sont basées sur la littérature scientifigue disponible en
septembre 2022. Cette étude couvre lazone ACCOBAMS et l'extension proposée aux Zones Economiques
Exclusives de ['Espagne continentale et du Portugal continental (Rés. A/4.12°), ci-apres dénommeée zone
d’extension ACCOBAMS.

Le petit rorqual est une espéce cosmopolite, largement répandue dans ['hémisphére nord et
occasionnellement observée dans toute la mer Méditerranée (plus fréguemment dans sa partie
occidentale), avec un seul registre historique en mer Noire. Des baleineaux sont régulierement rapportés
parmi les animaux échoués, qui pourrait suggeérer ['existence d'une aire de mise bas dans la région. Au
moins deux individus ont fait l'objet d'une analyse génétique : grace a la région de contréle de 'TADNmt
(343 et 500 pb) (Pastene et al. 2007, Maio et al. 2016). L'haplotype du premier échantillon collecté en
Méditerranée était identique a ['haplotype le plus commun dans 'Atlantique Nord (Pastene et al. 2007),
et ['haplotype de ['autre individu était identique a un autre haplotype présent en Atlantique Nord (Maio
et al. 2016).

Espece non prioritaire - espéce non-réguliere dans la zone ACCOBAMS.

Le rorgual commun est présent dans ['Atlantique Nord, en Méditerranée centrale et occidentale et est
rare dans ses parties méridionale et orientale (Cooke 2018). Son occurrence est variable selon la saison
et la zone (Notarbartolo-di-Sciara et al. 2003). La plupart des études existantes se sont concentrées
sur la différenciation génétique entre les populations de la mer Méditerranée et de ['Atlantique
Nord. Elles ont utilisé des séquences de la région de controle d’ADNmt (200-400 pb) et des loci de
microsatellites (6-29 loci) pour évaluer la structure génétique de la population, avec des échantillons
provenant d'animaux en liberté et d'animaux échoués. La taille des échantillons variait entre 10 et 500,
provenant principalement de la Méditerranée occidentale. Grace a ces analyses de 'ADN mitochondrial
et nucléaire, ces premiéres études suggerent que la petite population méditerranéenne de rorquals
communs (<1700 individus ; Tardy et al. 2023, ACCOBAMS 2021, Notarbartolo-di-Sciara et al. 2003)
est probablement résidente et génétiquement distincte des individus de ['Atlantique (Bérubé et al. 1998,
Notarbartolo-di-Sciara et al. 2003). Un flux génétique limité et le déplacement de certains individus ont
été identifiés entre la mer Méditerranée et ['Atlantique (Palsbell et al. 2004, Bentaleb et al. 2011, Gauffier
et al. 2018). Dans la population méditerranéenne, la diversité nucléotidique globale est deux fois plus
faible que celle rapportée pour les populations de rorqguals communs dans d'autres océans. La présence
de deux haplotypes privés en Méditerranée confirme ['hypothése de l'isolement génétique (Gauffier
2020, Tardy 2021). L'histoire démographique suggere que les rorquals communs de ['Atlantique Nord
ont connu une expansion démographique post-glaciaire alors que la population de rorquals communs
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de la mer Méditerranée a décliné pendant cette période (Schleimer 2021, Tardy 2021). Malgré la petite
taille de la population méditerranéenne et son habitat particulier, la population ne semble pas souffrir
de dépression de consanguinité (Tardy 2021). A lintérieur de la mer Méditerranée, la population ne
présente pas de structure régionale (Tardy 2021). En outre, l'aire de répartition des rorquals communs
de la mer Méditerranée comprend le détroit de Gibraltar (Gauffier 2020, Schleimer 2021).

Les résultats génétiques soulignent que tous les individus contribuent plus ou moins également au
maintien de la diversité génétique de la population méditerranéenne de rorquals communs (Tardy
2021), ce qui est conforme au comportement solitaire du rorqual commun (Notarbartolo-di-Sciara et
al. 2003). Dans la population de rorquals communs de Méditerranée, des vrais freres et sceurs ont été
identifiés. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre la stratégie de
reproduction de cette population, et pour quantifier le flux de génes entre les populations de 'Atlantique
et de la Méditerranée.

« Quantifier le flux génétique entre les populations de '‘Atlantique et de la Méditerranée.

« Délimiter 'aire de répartition de la population méditerranéenne.

« Intégrer les données génétiques et non génétiques.

» Augmenter 'effort d'échantillonnage en hiver et dans le centre et l'est de la mer Méditerranée et
dans la zone adjacente de 'Atlantique Nord.

» Augmenter le nombre d'échantillons en intégrant les données provenant d'os/fanons.

»  Voir également le CMP sur les rorquals communs de Méditerranée®.

Le dauphin commun présente une large distribution qui inclut une série de sous-populations
géographiquement séparées reflétant une certaine structure de population (Jefferson & Van Waerebeek
2002, Amaral et al. 2007, Mirimin et al. 2009, Stockin et al. 2014), probablement due a la distribution
des proies et ses préférences d'habitat (Amaral et al. 2012). Peu d'études ont été réalisées sur la structure
de la population de dauphins communs en Méditerranée (Amaral et al. 2007, Natoli et al. 2008, Moura
et al. 2013). La plupart des études ont utilisé les séquences de la région de controle de 'ADNmt et de
cytochrome b (400-121bp) et les loci de microsatellites (3-15 loci) pour évaluer la structure génétique
de la population, avec des échantillons (provenant de peau et de dents) d'animaux en liberté, capturés et
échoués. Lataille des échantillons varie entre 10 et 500, provenant principalement de la zone d'extension
ACCOBAMS, certains du détroit de Gibraltar et de la mer Méditerranée occidentale. En mer Méditerranée,
le front thermohalin Almeria-Oran a été identifié comme une frontiere environnementale qui entraine
une différenciation génétique entre la population méditerranéenne de dauphins communs se trouvant
a l'est du front et une population de ['Atlantique Nord-Est qui utilise les eaux méditerranéennes de la
mer d'Alboran (Natoli et al. 2008, Moura et al. 2013). Les dauphins communs présents a ['est du front
Almeria-Oréan different génétiqguement de ceux présents a ['ouest du front (Natoli et al. 2008, Moura et
al. 2013). Des études supplémentaires sont nécessaires incluant plus d'échantillons et de marqueurs
pour obtenir plus de détails sur la sous-structure de la population de cette espéce dans la région.

* Augmenter le nombre de marqueurs pour affiner la structure génétique des populations,
identifier les populations locales/régionales.

«  Evaluer comment le déclin de l'abondance affecte la diversité génétique.

»  Voirégalement le CMP sur les dauphins communs de Méditerranée.

30Une fois adoptés, tous les CMPs seront disponibles sur
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Il existe peu de littérature sur la génétique du globicéphale noir couvrant l'ensemble de sa distribution
dans la zone ACCOBAMS. Une étude a utilisé des séquences d'ADN de la région de contrble
mitochondriale (800bp) et 11 loci microsatellites sur des échantillons d'animaux en liberté et échoués de
la Méditerranée occidentale (80), du détroit de Gibraltar (90) et de la zone d'extension ACCOBAMS (50)
(Verborgh et al. 2016, en prép.). Une forte différenciation génétique entre ces zones a été constatée avec
les deux marqueurs. Les résultats suggerent également une possible sous-structure en Méditerranée
occidentale, entre la mer d'Alboran et la mer de Ligure/le golfe du Lion, bien que le nombre d'échantillons
soitfaible dansle golfe (15). Ladiversité génétique était plus faible dans les échantillons de la Méditerranée
et du détroit de Gibraltar, et ces derniers présentaient des niveaux plus élevés de consanguinité. Une
autre étude a comparé les individus échoués dans la zone d'extension ACCOBAMS avec le reste de
['Atlantique Nord en utilisant 'ADN mitochondrial (400 pb) (Monteiro et al. 2015). Ces auteurs ont
constaté des niveaux élevés et significatifs de différenciation entre la zone d'extension ACCOBAMS
et le reste de ['‘Atlantiqgue Nord-Est. La diversité des haplotypes est tres faible chez cette espéce,
puisque seuls 7 haplotypes ont été décrits dans 'ensemble de l'océan Atlantique Nord et 15 dans
le monde entier (Kraft et 2020), dont un propre a la mer Méditerranée et a Gibraltar, trois provenant
de la zone d'extension et un partagé entre les 2 (Verborgh et al. 2016, en prép., Monteiro et al. 2015).
Bien que les analyses génétiques n'atteignent pas le seuil de la sous-espece, la divergence entre les
populations des deux hémisphéres suggere qu'elles devraient étre considérées comme des Populations
démographiguementindépendantes(Kraftetal.2020).Uneautreétudeautilisélesmémeséchantillonsque
Monteiro et al. (2015) mais a examiné la diversité génétique adaptative et les processus sélectifs avec
deux loci adaptatifs du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH DRA et DQB) (Monteiro et al. 2016).
La diversité globale des nucléotides était relativement faible pour les loci du CMH dans ['Atlantique
Nord, mais comparable a celle d'autres populations. Des différences significatives ont été observées
dans les fréquences alléliques au sein de ['Atlantique Nord. Les schémas de diversité et de divergence
sont cohérents avec les effets a long terme de la sélection équilibrante opérant sur les loci du CMH,
potentiellement médiatisés par les effets de la coévolution hdte-parasite. Les recherches futures
devraient inclure de nouveaux échantillons provenant de Méditerranée nord occidentale afin de
confirmer une éventuelle sous-structure au sein de la mer Méditerranée. En raison de la faible diversité
globale, il pourrait également étre nécessaire d'augmenter le nombre de microsatellites ou d'utiliser des
techniques NGS.

«  Evaluer la sous-structure au sein de la mer Méditerranée.
. Ipclure des échantillons de Méditerranée nord occidentale.
*  Evaluer comment le déclin de l'abondance affecte la diversité génétique.

Les données disponibles sur la génétigue et la structure de la population du dauphin de Risso dans la
zone ACCOBAMS sont limitées et se concentrent principalement sur les données d'ADN nucléaire et
mitochondrial. Enconséquence, le dauphin de Risso de Méditerranée est une population bien différenciée
de celles des eaux du Royaume-Uni, sur la base de huit loci de microsatellites (F, = 0,0296 p<0,05) et
de la région de controle de 'TADNmt (F_, = 0,260 p<0,001; Gaspari 2004, Gaspari et al. 2007). Parmi les
analyses effectuées, la diversité des microsatellites a été mesurée par le niveau de polymorphisme, les
tests de déséquilibre de liaison et les écarts par rapport aux fréquences génotypiques de HW attendues.
En outre, 619 pb de la région de contréle de 'ADNmt ont été analysés dans le cadre de structuration
génétique par la génétique du paysage en mesurant la diversité des nucléotides, en testant la neutralité
et en effectuant des analyses phylogénétiques. Des échantillons de dauphins en liberté (n= 24) de la
mer Ligure ont permis d'analyser les relations de parenté, suggérant une tendance a la philopatrie
des femelles et a la dispersion des maéles (Gaspari 2004). La diversité nucléotidique de I'ADNr 16S
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mitochondrial a montré qu'il pouvait étre considéré comme un possible marqueur moléculaire adapté a
['étude de la structure et de la différenciation génétique individuelle parmi les populations de dauphins
de Risso (S6nmez et al. 2012). Un échantillonnage plus poussé dans toute l'aire de distribution de
l'espece en mer Méditerranée et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour clarifier la
structure interne des populations.

» Collecter des échantillons dans toute l'aire de répartition de l'espéce afin d'acquérir une
compréhension plus approfondie de la sous-structure de population.

« Intégrer les échantillons existants.

»  \Voirégalement le CMP sur les dauphins de Risso.

La recherche génétique sur les orques de la zone ACCOBAMS a été effectuée pour la sous-population
habitant les eaux autour du détroit de Gibraltar (SoG) dans le but d'évaluer la différenciation génétique
entre le SoG et |'Atlantique Nord (Foote et al. 2011, Esteban et al. 2016), ou a une échelle plus globale
(Foote et al. 2019). Les études existentes ont utilisé la région de contréle de 'ADNmt (389 pb),
des mitogénomes complets (~16 390 pb) et partiels (12 814-14 689 pb), et jusqu'a 19 marqueurs
microsatellites pour évaluer la structure génétique des populations, avec des échantillons obtenus
principalement a partir d'animaux en liberté, mais aussi d'un individu échoué (Foote et al. 2011, Esteban
et al. 2016). La littérature montre des haplotypes spécifiques aux pods correspondant & la structure
sociale matrifocale observée chez les orques (Esteban et al. 2016), un faible flux génétique et aucun lien
de parenté étroit entre les sous-populations du SoG et des iles Canaries (Cl) (Esteban et al. 2016). A plus
grande échelle (Atlantique Nord-Est), une différenciation génétique et écologique a été observée entre
la "population C" (qui comprend les orques du SoG et de Cl) et les populations de latitude plus élevée, A
et B (Foote et al. 2011). Foote et al. (2019) ont également fourni un génome d'orque du SoG de référence,
gu'ils ont inclus dans leur ensemble de données mondiales de génomes dans le but d'examiner la
structure de la population mondiale d'orques. Dans l'ensemble, il a été démontré que les orques du SoG
représentent une sous-population génétiguement et écologiquement distincte qui devrait étre traitée
comme une unité de gestion séparée afin de préserver la diversité génétique, culturelle et écologique au
sein de cette sous-population d'orques (Esteban et al. 2016).

«  Evaluer les niveaux de consanguinité.

«  Evaluer leffet du stress/de la pollution sur l'expression des génes (transcriptomique), en
comparaison avec d'autres populations d'orques par exemple.

« Délimiter les schémas de répartition de la population (dans 'espace et dans le temps).

Les marsouins communs de la zone ACCOBAMS comprennent deux unités : a 'Est la (les) population(s)
isolée(s) de la mer Noire et des eaux adjacentes également reconnue(s) comme une sous-espece
distincte (P p. relicta ; voir ci-dessous). A [Ouest, les marsouins sont principalement absents de la
mer Mediterranée, bien que des individus errants provenant probablement des cotes atlantiques de
la Péninsule ibérigue et de l'Afrique du Nord-Ouest s'aventurent le long des cotes méditerranéennes
de ['Espagne. Les marsouins de la Péninsule ibérique et de Mauritanie atteignent de plus grandes
tailles que ceux provenant de régions plus au nord de |'Europe ou de la Mer Noire (p. ex., Smeenk
et al. 1992, Donovan & Bjerge 1995, Sequeira 1996, Ldpez Ferndndez 2003, Lépez-Ferndndez &
Martinez-Cedeira 2011). Au fur et a mesure que les informations génétiques ont été accumulées a l'aide
de données microsatellites et mitochondriales, il est devenu clair que les marsouins ibériques forment
une population morphologiguement et génétiquement distincte, largement isolée (Fontaine et al. 2007,
2010, 2014) et étroitement liée a la population d'Afrique du Nord-Ouest (Fontaine et al. 2014). Fontaine
et al. (2014 ; voir aussi la revue de Fontaine 2016) ont proposé que les marsouins ibériques et d'Afrique
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du Nord-QOuest représentent ensemble un écotype distinct adapté aux systemes de remontées d'eau le
long de ces cotes. Compte tenu de leur divergence phylogénétique avec les sous-especes décrites dans
['Atlantique Nord (R p. phocoena) et dans la mer Noire (P, p. relicta), de leur distribution allopatrique et
de leurs particularités morphologiques et écologiques, il a été proposé d'élever cet écotype distinct au
rang de sous-espéce séparée sous le nom de R p. meridionalis (Fontaine et al. 2014, Fontaine 2016, Ben
Chehida et al. 2021a, b). La diversité génétique des marqueurs microsatellites nucléaires et de
'ADNmt de la population ibérigue est plus faible que celle de toutes les autres populations de marsouins
communs documentées, a l'exception de celle de la mer Noire. Les analyses phylogéographiques et
la modélisation des paléo-habitats suggerent que 'écotype remontée d’eau du marsouin commun
présent dans la péninsule ibérique et en Mauritanie descendrait d'une paléo-population aujourd'hui
éteinte qui vivait dans la Méditerranée occidentale pendant le dernier maximum glaciaire (~20 000 ans
avant le présent ; Fontaine et al. 2014, Ben Chehida et al. 2021a,b). Ces marsouins sont probablement
entrés dans la mer Méditerranée a partir des populations de ['Atlantique Nord-Est et se sont séparés de
celles-ciau cours des 30 000 dernieres années. Les marsouins ont ensuite disparu de la Méditerranée
pendant la période de réchauffement postglaciaire, mais ces lignées ont donné naissance aux groupes
de la mer Noire et de la remontée d’eau, il y a environ 15 000 ans, ce dernier groupe donnant naissance
aux groupes ibériques et d'Afrigue du Nord-Ouest. Le séquencage d'un quart du mitogénome d'individus
collectés sur une période de 30 ans (1990-2020) a révélé une baisse spectaculaire de la diversité,
mais a également permis d'identifier des haplotypes distincts des mitotypes ibériques typiques. Ces
haplotypes sont plus étroitement liés au clade mauritanien, mais en sont toujours distincts (Ben
Chehida et al. 2021b). Cela suggere que des populations cryptiques génétiqguement distinctes pourraient
exister parmi les populations ibéro-mauritaniennes. D'autres études améliorant l'échantillonnage et la
quantité de margueurs génétiques (génomes entiers et séquencage d'amplicons, Morin et al. 2021) sont
nécessaires pour faire la lumiére sur ces groupes énigmatiques existant pres du détroit de Gibraltar,
mais aussi pour évaluer 'ampleur de l'adaptation locale de ces populations, ainsi que leurs tendances
démographiques.

« Augmenter 'échantillonnage le long de la cote nord-ouest de 'Afrique et de la cote sud de
la Péninsule ibérique pour étendre la couverture géographigue, mais aussi inclure des séries
chronologigues pour évaluer les tendances de la population.

« Deévelopperdes enquétes génomiques pour repérer la structure génétique cryptigue, évaluer les
niveaux du flux génétique et de 'adaptation locale dans les populations de marsouins communs,
gvaluer les tendances démographigues.

»  Séquencer le génome entier d'échantillons modernes et anciens.

La littérature existante sur la génétigue du cachalot dans la zone ACCOBAMS s'est principalement
concentrée sur la différenciation génétique entre les populations de la mer Méditerranée et de ['Atlantique
Nord. La plupart des études ont utilisé des séquences de la région de contréle d'’ADNmt (200-400 pb)
et des loci de microsatellites (3-16 loci) pour évaluer la structure génétique des populations, avec des
échantillons provenant d'animaux en liberté et échoués (Drouot et al. 2004, Engelhaupt et al. 2009).
La taille des échantillons varie entre 4 et 116, provenant principalement de la Méditerranée occidentale.
La sex-ratio femelles/maéles est de 0,5:1, ce qui est significativement différent du ratio attendu de 1:1
(Engelhaupt et al. 2009). Au niveau mondial, la diversité de 'ADNmt est trés faible chez les cachalots
par rapport a d'autres cétacés, ce qui est cohérent avec une expansion récente de la population
(Alexander et al. 2016, Morin et al. 2018). En mer Méditerranée, tous les individus échantillonnés portent
le méme haplotype mitochondrial, ce qui exclut toute analyse plus poussée de la diversité mitochondriale
(Drouot et al. 2004, Engelhaupt et al. 2009, Alexander et al. 2016). Morin et al. (2018) ont rapporté
deux haplotypes mitogénomiques pour leurs quatre échantillons méditerranéens. Dans l'ensembile,
les niveaux de différenciation nucléaire sont inférieurs a la différenciation mitochondriale, dont on a
supposé qu'elle résultait de la philopatrie des femelles et de la dispersion des males. Violi et al. (2023)
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ont utilisé 5 000 a 10 000 loci SNP issus du séguencage RAD pour évaluer la structure génétique
de la population a l'intérieur de la mer Méditerranée (ouest contre est). Leurs résultats suggérent une
différenciation significative entre les cachalots de l'est et de ['ouest de la Méditerranée. La dispersion
entre les cachalots de la Méditerranée et de 'Atlantigue Nord n'a pas été quantifiée et l'indépendance
démographique de la population méditerranéenne n'a pas été confirmée. Compte tenu de l'influence
des groupes sociaux sur la différenciation génétique dans d'autres océans, les études futures devraient
également évaluer si une structuration génétique a fine échelle existe au sein de la mer Méditerranée.

» Augmenter la couverture des échantillons dans les zones orientales/sud de la Méditerranée et
dans les zones adjacentes de ['Atlantique Nord.

«  Délimiter l'aire de répartition de la population méditerranéenne.

+ Quantifier le flux génétigue entre les populations de ['Atlantique Nord et de la mer Méditerranée.
« Se concentrer sur la sous-structuration locale (en relation avec les groupes sociaux/clans
vocaux par exemple).

La majorité des études existantes se concentrent sur des échantillons méditerranéens (principalement
dans la partie occidentale du bassin), par rapport aux échantillons de ['Atlantique Nord et du Pacifique.
La recherche se focalise principalement sur : (1) la diversité génétique et la structure de la population
de dauphins bleu et blanc en Méditerranée (Bourret et al. 2007, Gaspari et al. 2007) ; (2) les relations
sociales (Gasparietal.2007) ; (3) les modeles spatio-temporels de la diversité génétique en Méditerranée
(également liés aux épidémies) (Gaspari et al. 2019) ; (4) la biogéographie et ['évolution temporelle de
la population de dauphins bleu et blanc (Méditerranée contre Atlantique) (Gkafas et al. 2017). La plupart
des études ont utilisé des microsatellites (de 5 a 15 [oci) et la région de contréle de 'ADNmt. Des études
récentes suggeérent l'existence d'une sous-population distincte dans le golfe de Tarente (ltalie, mer
lonienne, Ciccarese et al. 2019). Des lacunes subsistent principalement pour étudier la population de la
Méditerranée orientale, pour concentrer les études sur les implications possibles des foyers d'épizootie
et d'autres facteurs de stress potentiels dans la diversité génétique et la résilience de la population. Les
études génomiques font défaut jusqu'a présent.

« Augmenter l'effort d'échantillonnage en Méditerranée orientale.

» Utiliser des marqueurs génomiques pour résoudre la structure a fine échelle.

« Se concentrer sur les implications possibles des épizooties et d'autres facteurs de stress
potentiels sur la diversité génétique et la résilience des populations (transcriptomique).

Lesinformations surle sténo en Méditerranée sont trés limitées, en particulieren ce quiconcerne l'origine
génétique et la structure de la population. Sur la base d'un nombre réduit d'échantillons (3 d'Israél et
un de la mer Egée, Gréce) et de l'analyse des séquences d'’ADNmt, les échantillons méditerranéens
semblent se regrouper fortement avec ceux de 'Atlantique. Les principales lacunes en matiére de
données concernent les informations générales sur la distribution et l'abondance de 'espéce, ainsi que
le mangue d'échantillons dans ['ensemble de la zone ACCOBAMS.

»  Collecter plus d'échantillons, augmenter la couverture
»  Confirmer l'origine de la population
»  Générer des informations de référence pour l'échantillonnage non invasif.
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Les grands dauphins de 'Atlantiqgue Nord-Est et de la Méditerranée vivent dans une large gamme
d'habitats sur 'ensemble de leur aire de répartition. Plusieurs études génétiques ont identifié dans ces
zones une structuration claire de la population basée sur des microsatellites mitochondriaux (région
de contréle), nucléaires (3-25 loci) et des polymorphismes de nucléotides simples (~26 000 SNP)
avec des échelles géographiques variables (p. ex., Natoli et al. 2005, Louis et al. 2014a, Nykanen et
al. 2019, Moura et al. 2020). Les populations ségrégent typiguement entre les lignées habitant les
environnements pélagiques et cotiers (Louis et al. 2014b, Gaspari et al. 2015, Nykanen et al. 2019),
la divergence estimée entre ces deux écotypes s'est probablement produite entre le Dernier Maxima
Glaciaire et la période post-glaciaire (~10 320 ans AP ; Louis et al. 2014b). Les dauphins pélagiques de
['Atlantique et de la Méditerranée ont probablement divergé pendant une période de forte productivité
en mer Méditerranée (Louis et al. 2014a). Dans les environnements cétiers, les populations de grands
dauphins sont généralement constituées de communautés sociales distinctes qui présentent une
différenciation comportementale a petite échelle, résultant d'adaptations localisées a de petites échelles
spatiales qui se traduisent par une structuration génétique a petite échelle (Natoli et al. 2005, Fernandez
et al. 2011, Louis et al. 2014a, Nykanen et al. 2019). La structure de sa population semble étre en forte
corrélation avec les différences environnementales (Natoli et al. 2005, Louis et al. 2014a, b). Les données
montrent des preuves d'une structure de population a fine échelle dans le bassin méditerranéen, avec
une division claire de la population au sein de la mer Adriatique et de la mer Levantine (Gaspari et al.
2013, Gaspari et al. 2015).

* Inclure des échantillons de la zone ibérique et un échantillonnage hivernal.
* Intégrer des données génétiques et non génétiques.
»  Voir également le CMP sur les grands dauphins.

Les baleines abec de Cuviersontdes cétacés pélagiques plongeanta grande profondeur. On les rencontre
dans toute la mer Méditerranée, et elles sont confinées aux régions plus profondes du talus continental.
Bien que les paramétres de ['histoire de vie des baleines a bec de Cuvier soient encaore mal connus,
des informations sur le comportement de plongée, les préférences d'habitat et la distribution en mer
Méditerranée sont disponibles. Une grande partie des connaissances provient des données d'échouage
etde l'initiative Ziphius entreprise dans le cadre de 'TACCOBAMS. L'espéce est classée comme vulnérable
en Méditerranée et compte moins de 10 000 individus matures. Trés peu d'analyses génétiques sont
disponibles, et les analyses de 'ADNmt (300 pb) ontindiqué un degré élevé de différenciation par rapport
a la population de ['Atlantique et un faible flux de génes maternels entre les bassins océaniques. Il a été
suggéré que les baleines a bec de Cuvier de la mer Méditerranée devraient étre considérées comme
une unité évolutivement significative distincte (ESU) des autres populations du monde. Le nombre
d'échantillons en Méditerranée était trés faible (n=12 Gréce + 5 de la mer Levantine et de la mer Egée) et
les individus étaient caractérisés par seulement deux haplotypes ADNmt privés T3 et T4 (Dalebout et al.
2005, Tonay et al. 2019). De nouveaux marqueurs tels que le ddRAD sont testés pour évaluer la structure
de la population de cette espece (Carroll et al. 2016). Une nouvelle étude incluant des échantillons
utilisant des SNP ddRAD nucléaires (n=33) et des mitogénomes complets (n=3) a trouvé que les
échantillons de la mer Méditerranée ont les niveaux de diversité les plus bas, indiquent une contraction
de la population et ont divergé de 'Atlantique Nord il y a approximativement 0,5 millions d'années
(Onoufriou etal. 2022). Les auteurs ont également identifié une sous-structure entre les bassins oriental
(a l'est de la Sicile) et occidental (mer Ligure) qu'ils considérent comme 2 ESU (Onoufriou et al. 2022).

» Augmenter la taille de ['échantillon et la couverture pour mieux comprendre la structure de la
population au sein de la mer Méditerranée.
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Les marsouins communs de la mer Noire sont fréguemment observés dans les mers d'Azov et mer
Noire et dans les Détroits turcs (TSS d'aprés le sigle en anglais, qui comprennent la mer de Marmara et
les détroits du Bosphore et des Dardanelles) et sont rarement observés dans la mer Egée. Les marsouins
communs de la mer Noire se différencient morphologiquement et génétiquement de ceux de l'Atlantique.
On estime que les marsouins communs de la mer Noire et de ['Atlantique Nord ont divergé ily a 7000
ans et ont suivi des voies évolutives indépendantes (Fontaine et al. 2010, 2014). La divergence entre les
populations occidentales et orientales de la mer Méditerranée s'est probablement produite vers environ
14 000 ans AP (Fontaine et al. 2014). La plupart des études ont été réalisées en utilisant des séquences
de la région de contréle d'’ADNmt (344-5085 pb) et des loci de microsatellites (10-13 loci) pour évaluer
la structure génétique de la population, avec des échantillons provenant d'animaux échoués et capturés
(Rosel et al. 1995, 2003, Viaud-Martinez et al. 2007, Fontaine et al. 2007, 2010, 2012, 2014, Tonay et
al. 2012, 2017, Llavona et al. 2014, Lah et al. 2016, Uzun et al. 2017, 2018, Ben Chehida et al. 2020).
En outre, des méthodes de séquencage RAD a double digestion ont été utilisées pour analyser 'ADN
nucléaire (2872-4924 SNP) des marsouins de la mer Noire, avec des tailles d'échantillons allant de 3 a
102 (Lah et al. 2016, Uzun et al. 2018). La mer Noire est la source des marsouins de la mer Egée (Rosel
et al. 2003, Viaud-Martinez et al. 2007, Fontaine et al. 2012, Tonay et al. 2017). Malgré |'hétérogénéité
morphologique, I'homogénéité génétique trouvée dans la mer Noire et les eaux adjacentes indigue
une population unigue (Ben Chehida et al. 2020). Cependant, l'existence possible de populations de
marsouins communs isolées localement dans les TSS ou dans la mer d'Azov a également été suggérée
(Tonay et al. 2017, Uzun et al. 2017, 2018) et pourrait étre associée a des processus sélectifs impliqués
dans l'adaptation locale (Ben Chehida et al. 2020). Fontaine et al. (2012) ont révélé une forte réduction
de la population (~90%) qui s'est produite au cours des 50 derniéres décennies, en raison des tueries
massives et des prises accidentelles dans les engins de péche. A cela s'ajoute une autre étude sur
les performances de plusieurs méthodes biomoléculaires pour l'identification des espéces dans des
échantillons d'os d'odontocétes vieux de 800 a 1600 ans (Biard et al. 2017).

«  Augmenter la couverture génomique car la diversité génétique est faible.

«  Evaluer les pressions de sélection/adaptation.

»  Séquencer le génome entier d'échantillons modernes et anciens.

* Analyser des séries temporelles génétiques pour étudier les changements démographiques et
sélectifs.

«  Evaluer limpact du conflit ukrainien sur la population de marsouins communs en mer Noire.

Les dauphins communs de la mer Noire sont fréguemment observés dans la mer Noire et dans les
Détroits turcs (TSS d'aprés le sigle en anglais, qui comprennent la mer de Marmara et les détroits du
Bosphore et des Dardanelles). Plusieurs études sur le dauphin commun de la mer Noire dans la région
ACCOBAMS sont actuellement disponibles et se concentrent sur les différences génétiques entre les
populations de ['Atlantique, de la Méditerranée et de la mer Noire. Ces études ont utilisé des séquences
de la région de controle d'’ADNmt (404-428 pb), du cytochrome b (360 pb) et des [oci de microsatellites
(9 loci) pour évaluer la structure génétique de la population, a partir d'échantillons d'animaux échoués
(Rosel et al. 1994, Natoli et al. 2008, Tonay et al. 2020). Le nombre d'échantillons varie entre 4 et 37.
Rosel et al. (1994) et Natoli et al. (2008) ont suggéré qu'il existe des différences entre les dauphins
communs de la mer Noire et ceux de la Méditerranée, bien que la différenciation ne soit pas significative
en raison du nombre réduit d'échantillons. Cependant, une telle différenciation n'a pas été observée
par les analyses de 'ADN mitochondrial comparant les échantillons de la mer Méditerranée, des TSS
et de la mer Noire (Tonay et al. 2020). Par rapport a 'océan Atlantique, les valeurs de diversité des
haplotypes et des nucléotides étaient plus faibles dans la mer Noirg, les TSS et la mer Méditerranée
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occidentale, ce qui suggére la migration des populations atlantiques vers ces deux mers (Tonay et al.
2020). La protection des mers ouvertes et des détroits étroits pour améliorer la connectivité peut étre
cruciale pour les dauphins communs, qui ont un potentiel de dispersion élevé (Tonay et al. 2020).
Il sera nécessaire de mener des recherches génétigues sur 'ADN nucléaire et mitochondrial avec un
plus grand nombre d'échantillons afin de mieux comprendre la phylogénie et la connectivité génétique
entre les sous-populations de cette espéce.

» Augmenter le nombre d'échantillons pour réévaluer la différenciation entre la mer Noire et la
mer Méditerranée.

« Intégrer les échantillons existants (provenant de collections de musées par exemple) pour
augmenter le nombre d'échantillons.

»  Ajouter des analyses/couverture génomiques, y compris un génome de référence.

»  Voirégalement le CMP sur les dauphins communs.

Le grand dauphin de la mer Noire habite la majeure partie de la mer Noire et du systeme des détroits turcs
(TSS, qui comprend la mer de Marmara et les détroits du Bosphore et des Dardanelles) et est observé de
maniére saisonniere dans la mer d'Azov. Les grands dauphins de la mer Noire sont morphologiquement
différents des dauphins de la Méditerranée. Ils appartiennent a au moins deux lignées génétiques
différentes originaires de la mer Méditerranée (Natoli et al. 2005, Viaud-Martinez et al. 2008, Moura
et al. 2013) et ces groupes se sont séparés des clades méditerranéens il y a environ 10 000 ans, ce qui
pourrait témoigner de deux événements de colonisation et d'un effet fondateur (Moura et al. 2013). En
outre, la présence de ces deux lignées a été démontrée dans des échantillons d'os anciens datant de
800 a 1600 ans (Biard et al. 2017). Plusieurs études ont été réalisées en utilisant des séquences de la
région de controle d'’ADNmt (404-630 pb), des mitogénomes complets et des loci de microsatellites (9
loci) pour évaluer la structure génétique des populations, a partir d'échantillons d'animaux échoués et
captifs (Rosel etal. 1994, Natoli et al. 2005, Viaud-Martinez et al. 2008), d'animaux échoués uniqguement
(Tonay etal. 2018) et d'ADNa (Biard et al. 2017). La diversité génétique est faible et il semblerait qu'il existe
une structure a lintérieur de la mer Noire (Moura et al. 2013, Tonay et al. 2018), ainsi qu'une dispersion
des femelles et un flux génétique a partir de |'habitat marginal (Natoli et al. 2005, Moura et al. 2013).
Dans l'ensemble, la différenciation de la population de grands dauphins de la mer Noire par rapport aux
populations adjacentes et les faibles niveaux de diversité génétique sont cause de préoccupation en
matiere de conservation (Tonay et al. 2018).

« Augmenter l'échantillonnage dans l'ensemble du bassin de la mer Noire, en mettant ['accent
sur les populations locales.

» Réaliser des analyses génomiques pour évaluer ['histoire démographique, 'origine et la relation
avec les populations méditerranéennes.

»  Délimiter les schémas de répartition par rapport aux zones adjacentes et le flux génétique entre
les populations.

» ldentifier l'origine des grands dauphins en captivité, leur relation avec les populations sauvages
et élaborer des lignes directrices sur les marqueurs adaptés a l'identification individuelle.

»  Voir également le CMP sur les grands dauphins.
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2) Tableau résumé de la littérature scientifique existante

ESPECE

REFERENCE

REGION

OBJECTIF

. TYPE
D'ECHANTILLON

. *%k NB
D’ECHANTILLONS

MARQUEUR(S)

PRINCIPAUX RESULTATS

Balaenoptera
physalus

Mer Méditerranée,

Tissus provenant

région de controle

Existence de plusieurs populations ayant
réecemment divergé dans 'Amérique du Nord

Berube etal Atlantique Nord, Structure gengthue d'animaux échoués 74 o ADNmt.288 pb et la Méditerranée.
1998 des populations o B locide . N )
mer de Cortez ou biopsiés ) : Flux génétiques limités entre certaines
microsatellites
zones.
Distinguer entre flux A Soutient un modele de flux génétique
. ) . , Réutilise les L . ,
Palsball et al. Mer Méditerranée, | génétique récurrent échantillons de 72 région de controle | récurrent.
2004 Atlantique Nord et divergence o d’ADNmt Taux de migration de 2 femelles par
, Bérubé et al. 1998 o
récente génération.
Tardy et al. L . Caractérisation de T'S.SUS proyenanf 39 locide 25 nouveaux microsatellites.
Mer Méditerranée | nouveaux marqueurs | d'animaux échoués 50 : : e PSR
2020 ) : o microsatellites Amplification croisée réussie.
microsatellites ou biopsiés
Connectivité  contemporaine entre la
Méditerranée et ['Atlantique Nord.
['aire de répartition des rorquals communs
) région de controle | de la mer Méditerranée comprend le détroit
. L ) o Tissus provenant ) .
Schleimeretal. | Mer Méditerranée, = Structure génétique d'animaux &chouds MED: 154 d’ADNmt 450 pb | de Gibraltar.
2021 Atlantique Nord des populations o biopsiés GIB: 53 20 locide Les rorquals communs de l'Atlantique Nord
P microsatellites ont connu une expansion démographique
post-glaciaire, tandis que la population de
rorquals communs de la mer Méditerranée a
décliné au cours de cette période.
Taille de la population : 1300 individus.
. 29 locide Taille effective de la population : 400-500
Structure génétique Tissus provenant microsatellites individus
Tardy 2021 Mer Méditerranée d'animaux échoués 495 i

des populations

ou biopsiés

région de contréble
d’ADNmt 465pb

Population composée de nombreuses
familles.
Pas de dépression de consanguinité.
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TYPE

** NB

ESPECE REFERENCE REGION OBJECTIF D’ECHANTILLON D’ECHANTILLONS MARQUEUR(S) PRINCIPAUX RESULTATS
Identifier lorigine région de contréle | L'haplotype était identique a un haplotype de
Maio et al. 2016 | Mer Méditerranée d unlspemtnen Animal échoué 1 FADNmt343 pb  I'Atlantique Nord.
échoué
Balaenoptera
acutorostrata L'haplotype de l'unique échantillon prélevé
Pastene et al. Mer Méditerrande Structure génétique Animal échoué 1 région de controle | dans la mer Méditerranée est identique a
2007 des populations d’ADNmt 500 pb | 'haplotype le plus commun de ['Atlantique
Nord.
Structure gen.et|qt‘Je Tissus et dents ’55 zone ADNmt (630 pb Preuve d'une strL,Jcture .de population basée
Amaral et al. : des populations; d'extension - R sur le sexe dans l'Atlantique NE.
Atlantique NE L X provenant région de controle, o
2007 phylogénie au sein d'animaux échoués ACCOBAMS +13 1121 pb eyt b) Quelques groupes trés divergents dans la
du genre Delphinus Atlantique NE pocy Péninsule ibérique.
Faible différenciation de la population entre
Structure génétique l'est et l'ouest de la Méditerranée.
des populations en Tissus brovenant S3MED + 5 9 locide La direction des flux génétiques suggere
Natoli et al. Mer Méditerranée mer Méditerranée d’animaEx échouds mer Noire + 47 microsatellites + | des mouvements de femelles hors de la
2008 et Atlantique ENE. et flux génétiques o biopsiés zone d'extension région de controle | Méditerranée.
avec les populations P ACCOBAMS d’ADNmt (428pb) | Possible isolement de la population de la mer
Atlantique. Noire par rapport a celle de la Méditerranée
) (nombre d'échantillons limité).
Delphinus
delphis , - T|ssgs provenant 515 (253 z0ne N o -
Eaux européennes | Structure génétique d'animaux ) i . Panmixie dans la majorité de l'aire de
Moura et al. ) , e d’extension 15 locide PR L . .
et mer des populations en échoués, biopsiés : ) répartition. La mer Méditerranée orientale
2013 . ) ACCOBAMS, 17 microsatellites A e -
Méditerranée Europe ou de captures . (Grece) est différenciée du reste.
. Gibraltar, 26 MED)
accidentelles
. Des groupes de proches parents ont été
Ball et al. 2017 Portugal SFructure des . | Animaux biopsiés 204 Portugal .15 loci d? trouvés dans la méme zone, ce qui suggere
realtions de parenté microsatellites : . s
un certain degré de fidélité locale.
Rgppgrte e Tissus provenant 16386 pb d’ADNmt | La phylogénie multigénique a révélé que
mitogenome o .
Lee etal. 2018 - : de captures 1 (mitogénome D. delphis est le parent le plus proche de S.
complet du dauphin :
accidentelles complet) coeruleoalba.
commun
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ESPECE

REFERENCE

REGION

OBJECTIF

 TYPE
D'ECHANTILLON

> *k NB
D’ECHANTILLONS

MARQUEUR(S)

PRINCIPAUX RESULTATS

Globicephala
melas

Miralles et al.

Hybridation
interspécifique chez

Tissus provenant
d'animaux échoués,

7 zone d'extension

8 locide
microsatellites +

L'hybridation introgressive, les
augmentations de température actuelles et

2013 Global les alobicéphales biopsiés et de ACCOBAMS + 50 réaion de controle la faible variation génétique chez G. melas
¢ P spécimens de AtLNE ,g suggerent que cette espece pourrait étre
spp. . d’ADNmt (703 pb) . ) L
musées menacée au nord de son aire de répartition.
32 zone réaion de contrble Niveaux de différenciation élevés et
Monteiro et &l Différentiation de Peau provenant d'extension d'AgDNmt (400 pb) significatifs dans  ['Atlantique NE. 3
5015 ' Atlantique Nord populations dans d'animaux &chouds ACCOBAMS (+ (+ acides aras et haplotypes dans la zone d'extension
['Atlantique Nord 134 de 'Atlantique ) g ACCOBAMS (6 au total dans [Atlantique
Nord) isotopes stable) Nord).

119 de 'Atlantique

genes du

Monteiro et al Différentiation de Peau provenant Nord, dont Complexe Maieur Différenciation significative entre zone
‘ Atlantique Nord populations dans - P ) ) 26 de la zone ey P IPUT  dlextension ACCOBAMS et le reste de
2016 , ) d'animaux échoués , : d'Histocompatibilité | |, .
['Atlantique Nord d'extension (MHC DRA et DQR) ['Atlantique Nord.
ACCOBAMS
Détroit de
Gibraltar (30),
mer Méditerranée 11 loci de La diversité est plus faible dans MED/GIB.
Verborgh 2015, : Peau provenant (80 =85 Alboran : : 4 sous-populations : 1 détroit de Gibraltar
Atlantique Nord + Structure des . , , ; microsatellites + L e
Verborgh et al. L . . d'animaux échoués +15 Ligure), L R + 1 Méditerranée intérieure (sous-structure
mer Méditerranée populations o , X région de controle ) .
2016 ou biopsiés zone d'extension d'ADNmt (800 pb) possible entre Alboran et Ligure) + 2
ACCOBAMS (50) P Atlantique NE.
+ Atlantique NE
(28)
- La diversité des haplotypes est tres faible,
Réutilise les Tous les 7 haplotypes ont été décrits dans l'ensemble
, ) échantillons échantillons 15 locide de l'océan Atlantique Nord et 15 dans le
Phylogéographie . : : ! i )
. -~ .| d'études existantes de Monteiro et microsatellites + | monde entier.
Kraft et al. 2020 Global mondiale et diversité - R ! )
énétique (notamment al. 2015, 2016, région de contréle | - La divergence entre les populations des
¢ q Monteiro 2013 et Verborgh et al. d’ADNmt (345 pb) | deux hémisphéres suggere qu'elles devraient
Verborgh 2015) 2016 étre considérées comme des Populations

démographiguement indépendantes.
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ESPECE

REFERENCE

REGION

OBJECTIF

. TYPE
D'ECHANTILLON

. *% NB
D’ECHANTILLONS

MARQUEUR(S)

PRINCIPAUX RESULTATS

Grampus
griseus

Gaspari et al.

Mer Ligure et mer

Différenciation entre
les populations
de ['Atlantique

Nord et de la mer

Peau provenant

Microsatellites

La population de mer Méditerranée montre

Orcinus orca

5004 Méditerranée Méditerranée. d ammalux bIOPSIES 30 _ An_al’yselzs de un mve_au de lvanab!hte plus élevé que la
) . | (24) ou échoués (B) diversité génétique | population de ['Atlantique NE.
Relations de parenté
individuelle entre les
groupes
Gaspari et al. Mer Ligure et mer | Structure génétique ,TIS.SUS proyenanF Microsatellites R G
o ) . d'animaux échoués 33 Analyses de Diversité génétique élevée.
2007 Méditerranée des populations o RS
ou biopsiés diversité génétique
Sonmez et al. Tiirkvie Structure génétique Muscle 1 ADNr mitochondrial | Alignement d'une longueur de 529 pb du
2012 y de l'individu 165 16S.
région de contréle
d’ADNmt (989 pb)
Caractérisation de Peau provenant + mitogenomes La spécialisation en fonction des ressources
Détroit de Gibraltar la structure des - prove - complets (~16,390-  entraine une différenciation génétique en
Foote et al. 2011 : . d'animaux biopsiés n : . o :
(+ merduNord) | populations d'orques (10) + échous (1) pb) et partiels l'absence de barrieres physiques aux flux de
de ['Atlantique Nord (12 814-14 689 genes.
pb) +17 locide
microsatellites
) région de contréle
Evaluer le niveau d’ADNmt (989-pb)
de flux génétique Peau provenant + mitogenomes Haplotype spécifique a chaque groupe social
Estebanetal. | Détroit de Gibraltar et les différences . prove - complets (~16,390- | , . plotyp p, , d quegroupe social,
d'animaux biopsiés 2 faible flux génétique entre les populations

2016

(+ Iles Canaries)

écologiques entre
les populations SoG
et Cl

(M) + échoué (1)

pb) pour une partie
des individus
+19 loci de
microsatellites

SoG et Cl, différences écologiques.

Foote et al. 2019

Détroit de Gibraltar
(+ global)

Structure de la
population mondiale

Peau provenant
d'animaux biopsiés

WGS

Homogénéisation génétique aux basses
latitudes et plus grande différenciation aux
hautes latitudes.
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ESPECE

REFERENCE

REGION

OBJECTIF

TYPE
D’ECHANTILLON

*% NB
D'ECHANTILLONS

MARQUEUR(S)

PRINCIPAUX RESULTATS

Phocoena
phocoena

Fontaine et al.
2007 (BMC Biol)

Mer Noire +
Péninsule
ibérique (+ eaux
européennes/
nordiques)

Structure génétique
+ génétique du
paysage en milieu
marin

Peau / muscle /
autres échantillons
(échouages
/ captures
accidentelles)

752 (78 mer Naire;
30 Péninsule
ibérique; 642 eaux
européennes/
nordiques)

10 locide
microsatellites

Trois groupes génétiques principaux, la mer
Noire étant un groupe génétiquement bien
distinct et homogene. Les caractéristiques
du milieu marin ont un impact sur la
dispersion des individus, avec un isolement
par la distance, mais pas en mer Noire.

Fontaine et al.

Mer Noire (BS) +
mer de Marmara

Structure génétique
+ histoire

Peau / muscle/
autres échantillons

89 (75 BS, 11 AeS,

10 locide
microsatellites +

Homogénéité génétique entre BS, MS et AeS;;
Effet fondateur il y a ~7000 ans lors de
l'ouverture entre BS et Méditerranée ;

2012 (PNAS) (MS) + mer Egée démographique/ (échouages 3 MS) région de controle | Signal génétique de déclin de 80% de la
; . / captures , ; ) o
Nord (AeS) phylogéographique . d’ADNmt population, cohérent avec les estimations de
accidentelles) i . .
chasse jusqu'aux années 1980.
Identification de trois groupes
génétiguement bien distincts et aussi
- divergents correspondant aux sous-especes
Histoire décrites P p. relicta et P hocoena et
: Péninsule ibérique | phylogéographique 78 Mer Noire + 31 10 locide . - p. relict > P pho
Fontaine et al. X ) Muscle / os/ dents - 0 . ) d'une nouvelle lignée de sous-especes non
+ Afrigue NO + mer et isolement des Péninsule ibérique | microsatellites + V4 , : L .
2014 (Mol Ecol) : , / peau ) o nommeée possiblement P p. meridionalis
Noire écotypes/sous- +15 Afriqgue NO du mitogénome L o .
eSDBCES en Péninsule ibérique et en Afriqgue du
P NO. Divergence au cours du DMG liée aux
populations  paléo-méditerranéennes de
marsouins communs.
Aucune structure génétique détectée,
méme en tenant compte de ['hétérogénéité
morphologique documentée entre BS
et AzS. La modélisation montre que les
Mer Noire (BS) + ) . analyses avaient une puissance suffisante.
) , Relations entre Peau/ muscle a . P .
Ben Chehida mer d'Azov (AzS) L S 10 locide La modélisation montre qu'une sous-
structure génétique | partir d'échouages | 144 (87 BS, 11 AeS, ) . N :
etal. 2020 +mer de Marmara PRSP microsatellites + % | structure peut encore étre possible, en
. . et hétérogénéité et de captures 3 MS, 32 AzS) o ) . .
(Heredity) (MS) + mer Egée ) . du mitogénome supposantun décalage entre la démographie
moarphologique accidentelles o . s
(AeS) et la génétique, ou si les différences

phénotypiques sont dues a la sélection
naturelle  impliqguant des  marqueurs
génétiques non neutres qui n'ont pas été
échantillonnés dans le cadre de l'étude.
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Physeter
macrocephalus

Drouot et al.
2004

Atlantique
NE et mer
Méditerranée (mer
Tyrrhénienne, mer
lonienne, bassin
nordoccidental,
mer des Baléares)

Différenciation
génétique entre
Atlantique Nord et
Mer Méditerranée

Squames de MED,
tissus provenant
d'animaux échoués
en Atlantique Nord

13 (MED)

région de controle
d’ADNmt (200
pb), 3 locide
microsatellites

Fréquence différente  des haplotypes
mitochondriaux entre MED et Atlantique
Nord.

Engelhaupt et
al. 2009

Golfe du Mexique,
Atlantique Nord,
mer du Nord et

mer Méditerranée

Tester 'hypothese
selon laquelle les
bassins cotiers
représentent des
pools génétiques
isolés d'unités
sociales matrifocales

Biopsies et
squames

44 (MED)

région de controle
d’ADNmt (399 pb),
16 loci de
microsatellites

Pas de diversité mitochondriale dans la
région MED ; différenciation significative
entre la région MED et les autres régions
pour les marqueurs mitochondriaux et
microsatellites.

Alexander et al.

2016

Global; océan
Pacifique, Indien,
Atlantique, mer
Méditerranée

Relations entre
expansion de
la population et
faible diversité de
'ADNmt ; influence
des régions
géographiques et
des groupes sociaux
sur la structure
génétique

Mix; réutilise les
échantillons de
MED de Engelhaupt
etal. 2009

40 (MED)

région de controle
d’ADNmt (394
pb), 13 loci de
microsatellites

La faible diversité de UADNmt résulte
probablement de l'expansion récente de la
population ; différenciation entre les groupes
sociaux et entre les régions géographiques
dans certains océans.

Morin et al.
2018

Global; océans
Pacifique, Indien
et Atlantique, mer
Méditerranée

Comprendre quels
mécanismes
(démographie/
sélection)
contribuent a la
faible diversité de
'"ADNmt

Tissus provenant
d'animaux échoués
ou biopsiés

4 (MED NO)

Mitogénomes

Haplotypes du mitogénome speécifiques a
chaque bassin océanique ; 2 haplotypes
en MED ; expansion de la population et
divergence des bassins océaniques depuis
la derniere période interglaciaire.
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Mer Méditerranée

Structure des
populations,

Tissus provenant

Fondation récente de la population MED,

Physeter Violi et al. 2023 (Est + Ouest) et demf)grapme, flux d'animaux échoués 116 MED (34 Est; 5000-10,000 loci autour du DMG ; différenciation entre les
macrocephalus . de genes, liens de o 82 Ouest) SNP (RADseq) ) . .
Atlantique NE , : ou biopsiés populations MED de ['Est et de ['Ouest.
parenté au sein de la
mer Méditerranée
Mer Méditerranée o L La population de mer Méditerranée a
centrale et Différenciation . . . .
: ) o Muscle, peau, . montré les plus faibles richesse allélique et
Bourret et al. occidentale; génétique et . X 5 locide s . R
: ) : L lard, foie ou rein 78 (MED) ! : hétérozygotie attendue. Diversité génétique
2007 Atlantique Nord; niveaux de diversité - ) , microsatellites L P : : .
o o d'animaux échoués nucléaire plus élevée dans ['Atlantique qu'en
Pacifique Nord geénétique . )
Méditerranée.
(groupe externe)
- Différenciation entre MED et Atlantique
Nord.
- . Associations Tissus provenant - Différences sur de petites échelles
Mer Méditerranée : - ) . . . . L
! sociales et d'animaux échoués . géographiques au sein de la région MED et
Gaspari et al. centrale et ) o 8 locide ) s
: ) structuration ou biopsiés 149 (MED) ) i de la mer Ligure entre la zone cétiere et la
2007 occidentale; P . microsatellites I
i ) génétique des (muscle, peau, foie zone hauturiére.
Stenella Atlantique NE; . , )
populations et cceur) - La structure de la parenté (pop. Ligure)
coeruleoalba - .
. association plus importante chez les
femelles que chez les males.
Structure génétique
des populations pour Flux génétique directionnel du NE vers le
identifier les causes ) sud et l'ouest dans ['Atlantique Nord, et de
: Tissus provenant . . - ,
de la divergence d'animaux échouds l'ouest vers l'est en mer Méditerranée.
Gkafas et al. Atlantique NE et genétique, l'effet ou de cantures 140 20 locide Division entre les populations de ['Atlantique
2017 Mer Méditerranée des changements P microsatellites Nord et de la mer Méditerranée au cours

climatiques passés

sur la démographie

et la connectivité des
populations

accidentelles.
Peau et muscle

du Pléistocene moyen, et au sein de la mer
Méditerranée entre les bassins est et ouest
vers la fin du Pléistocéne.
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Stenella
coeruleoalba

Modeles spatio-
temporels de

Tissus provenant

région de controle

Faible différenciation géographique en MED
(expansion récente).

Steno
bredanensis

Gaspari et al. Mer Méditerranée | diversité génétique = d'animaux échoués 368 dPADNmE (91.9 Fluctuations cycliqgues de la composition
2019 o pb) and 15 loci de L : R
dans la Mer ou biopsiés : : génétique, qui correspondent a des
s . microsatellites - o I
Méditerranée épizooties récurrentes de morbillivirus.
Diversité nucléotidique et hétérogénéité
Ciccarese et al. Golfe de Tarante leferelnmatlon Ecouvillonnage de cytochrome b élevées dans les échantillons du golfe de
2019 (mer lonienne) locale d'une sous- peau 2o d’ADNmt (421 pb) Tarente.
population 2 lignées distinctes en MED, dont une
spécifique au golfe de Tarente.
Atlantique NE strchetBer;mlgsgtl? e Forte évidence d'une origine Atlantique de la
Kerem et al. (Iles Canaries) + ot Lori igne de ?a Peau provenant 3 MED (+6 lles région de contréle | population MED. Population MED basale au
2016 mer Méditerranée g d'animaux échoués Canaries) d’ADNmt (450 pb) | sein du cluster Atlantique. 9 échantillons, 9

orientale(Israél)

population de mer
Méditerranée

haplotypes.

Albertson et al.
2022

Global

Décrire la
phylogéographie
mondiale

Peau et dents
provenant
d'animaux

échoués, biopsiés
ou de captures
accidentelles

3 MED (réutilisent
ceux de Kerem et
al. 2016) + 333
globally

région de controble
d’ADNmt (n = 360),

mitogénomes (n

=19), et 6 introns
nucléaires (n = 35)

Les échantillons de mer Méditerranée sont
clairement groupés avec les séquences de
['Atlantique.

Komnenou et al.
2022 (ECS)

Mer Egée, Gréce

Etude de cas sur
un individu vivant
échoué

Peau?

région de controle
d’ADNmt et géne
Cox1

Close proximité avec les haplotypes de
['Atlantique.

Tursiops
truncatus

Natoli et al. 2004

Atlantique NE, mer
Méditerranée et
autres

Structure a petite
échelle de la
population de

['Atlantique Nord

Peau provenant
d’animaux
échoués, biopsiés
ou de captures
accidentelles

27 NE Atlantique
45 Mer
Méditerranée

région de controle
d’ADNmt (297
pb); 9 loci de
microsatellites

Différenciation significative des populations
suggérant un flux génétique restreint pour les
males et les femelles. Différenciation entre les
populations cotiéres et pélagiques.

DENN

SOMMAIRE

72

Meilleures Pratiques de 'ACCOBAMS Sur La Génétique Des Populations De Cétacés. Version 2, Novembre 2023




ESPECE

REFERENCE

REGION

OBJECTIF

TYPE
D’ECHANTILLON

*%k NB
D’ECHANTILLONS

MARQUEUR(S)

PRINCIPAUX RESULTATS

Tursiops
truncatus

Natoli et al. 2005

Atlantique NE, mer
Méditerranée et mer
Noire

Structure des
populations a grande
et petite échelle et flux
de génes

Peau provenant
d'animaux échoués,
biopsiés ou
d'écouvillonnage

35 zone d'extension
ACCOBAMS; 42
MED Ouest; 32
MED Est; 16 mer
Noire

région de controle
d’ADNmt (630
pb); 9 loci de
microsatellites

Structure de population claire sur l'ensemble
de la zone géographique. Forte différenciation
entre MED et mer Noire.

Fernandez et al.

Structure de

Tissus provenant
d'animaux

60 Espagne
(Galice; Pays
basque et lles

région de controle
d’ADNmt (549

Différenciation a petite échelle entre la

Péninsule ibérique | population a petite échoués, biopsiés Canaries) ] . population résidente (Sud Galice et Sado) et
20M X pb); 10 loci de .
échelle ou de captures 31 Portugal . ) les autres régions.
: X microsatellites
accidentelles (continental, Sado
et Agores)
e L La population cotiere est différente de la
Différenciation : . : o , :
Global; mer ) Tissus provenant 8 Atlantique NE L population pélagique de l'Atlantique NE.
Moura et al. L . des populations - . . 75 mitogénomes :
Méditerranée; mer d’animaux échoués 10 MED Le rayonnement dans les environnements
2013 ) et analyse o ) complets o ) (o2
Noire hylogénétique ou biopsiés 10 mer Noire pélagiques est récent et a probablement été
oy suivi d'un retour a ['habitat cotier.
Tissus de peau Structure de population claire entre les
provenant 405 (~52 MED: région de contréle | populations cotieres et pélagiques ;
Louis et al. Atlantique NE et Structure des d'animaux : . ' d’ADNmt (682 Structure de population a petite échelle au
o B . ) PR Galice, Gibraltar/ ] . . es .
2014a mer Méditerranée populations échoués, biopsiés ) pb); 25 loci de sein de ces groupes. Différenciation entre
Cadiz) . . . . .
ou de captures microsatellites les populations de ['‘Atlantique et de la mer
accidentelles Méditerranée.
Les populations cétieres ont probablement
Structure de ) - R s . ) o
la population Tissus de peau 405 (~52 from région de contréle | été fondées par la population pélagique de
Louis et al. Atlantique NE et s L provenant o d’ADNmt (682 l'Atlantique aprés le DMG. Les dauphins
L . différenciation des . , , MED; Galice, ) P ! :
2014b Mer Méditerranée , S d'animaux échoués ) X pb); 25 loci de pélagiques de ['Atlantique et de MED ont
écotypes, histoire o Gibraltar/Cadiz) . : . , .
ou biopsiés microsatellites probablement divergé au cours d'une

démographique

période de forte productivité dans la MED.

Différenciation

Tissus de peau

89 MED (63 mer
Adriatique, 6

région de contrble

Différence génétique entre toutes les
populations. Structure a petite échelle des

SOMMAIRE

Gaspari et al. Mer Méditerranée génétique et , lproveniant . mer lonienne; 6 dAD.Nmt(E'JBO populations dans ['Adriatique. Flux génétique
2015a ) ) d’animaux échoués L ph); 12 loci de : . e
dispersion o mer Egée; 14 mer : : important de la partie nord de ['Adriatique
ou biopsiés - microsatellites )
Tyrrhénienne) vers les eaux adjacentes.
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Gaspari et al.
2015b

Mer Méditerranée

Phylogéographie
de la structure des
populations de mer

Méditerranée

Tissus de peau
provenant
d'animaux échoués
ou biopsiés

194 MED (87 mer
Adriatique; 10
mer Egée; 16 mer
Tyrrhénienne; 14
mer lonienne; 68
bassin Levantin

région de contréble
d’ADNmt (920
pb); 12 loci de
microsatellites

Différence génétique entre les populations
pélagiques et cotieres. Division des
populations a petite échelle dans la mer
Adriatique Adriatique et du bassin Levantin.

Différenciation
génétique des

Tissus de peau
provenant

Haplotypes uniques et faible diversité

Gonzalvo etal. | Mer Méditerranée rands dauphins d'animaux échoués 19 golfe région de contréle | génétiqgue pour la population du golfe
2016 (golfe d’Ambracia) g P o d'’Ambracia d’ADNmt (442 pb) | d'’Ambracia. Différenciation entre cette
dans le golfe ou biopsiés ou .
\ . . . population et les autres.
d'’Ambracia d'écouvillonnage
Tursiops Structure de la Tissus de peau (ESBOGS?nT]ZEZS' région de controle
p Brotons et al. Mer Méditerranée . provenant Y - d’ADNmt (660 Différenciation génétique entre les fles
truncatus . population autour - . . 22 Pityuses; . . e
2019 (Iles Baléares) , d’animaux échoués o pb) 11 loci de Baléares et la Péninsule.
des lles Baléares o 9 Comunité ! .
ou biopsiés ) microsatellites
Valencienne)
Structure deg Tissus de peau 33 Gibraltar/Cadiz . Structure de populations a petite échelle
Nykanen et al. ) populations a provenant 14 locide ) IS ) .
Atlantique NE . _— . , 33 Nord de ) . pour les populations cétieres, faibles niveaux
2019 petite échelle et d'animaux échoués | |, ; microsatellites . )
. T l'Espagne (Galice) de connectivité entre ces populations.
connectivité ou biopsiés
Tissus de peau Monophylie pour le genre Tursiops ; flux
Global, dont mer Relations p’rovlenant 8 Atlantique NE Q?Wet'q“e |Impgrtant entre{ es gcgtypes
Moura et al. Méditerranée et hvlogénétiaues du d'animaux 10 MED marqueurs RAD seq | cotiers et pélagiques européens. Différence
2020 i phylog a échoués, biopsiés : (26720 SNPs) entre Atlantique pélagique et MED + mer
mer Noire genre Tursiops 10 mer Noire . : . s
ou de captures Noire mais avec un certain flux génétique
accidentelles entre eux.
Evaluer 'utilité du
séquencage ddRAD
L Mer Ligure (1), pour l'identification 10000 loci seraient suffisants pour détecter
Ziphius Carroll et al. : e Peau provenant . .
. ; lles Canaries (2), de SNP spécifiques B o 04 marqueurs ddRAD  la structure de la population. Toutefais, des
cavirostris 2016 . d'animaux biopsiés , . , .
Ecosse (1) dans le cadre analyses supplémentaires sont nécessaires.

d'études écologiques
et évolutives
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Mer Méditerranée:
Grece + Croatie

Forte structure phylogéographique entre les
bassins océaniques, la population de la mer
Méditerranée étant isolée (deux haplotypes

Dalebout et al. : , . Tissus provenant 12 Grece + 2 région de controle o o
2005 (+Atl§nt|q}1e Nord, Phylogéographie d'animaux échoués Croatie d’ADNmt (300 pb) pr',ve.s 3 ,& T[f)' LeAS lehlu“.q de @ Mer
hemisphere Sud, Méditerranée doivent étre considéré comme
Pacifique Nord) une unité évolutivement significative (ESU)
distincte.
Mer Eage. mer région de controle | Les haplotypes de la région de contrble
. Tonay et al. , .g " Structure génétique Tissus provenant d’ADNmt (444 pb) | étaient identigues a deux haplotypes
Ziphius Méditerranée . . , , ) . . s
. . 2019 X des populations d'animaux échoués cytochrome b (424 | précédemment identifiés dans les mers
cavirostris orientale : R e :
pb) lonienne (Grece) et Adriatique (Croatie).
Forte structure phylogéographique entre les
bassins océanigues.
Mer Méditerranée . ) Tissus de peau ) 3Q479,8NPS Les populations de la mer Méditerranée ont
! o Phylogéographie et SNPs:33(19 mitogénome . L . B o
Onoufriou et al. (bassin oriental , . provenant divergéilya 0,5 millions d'années de ['océan
. ) structure génomique =, . , , Ouest + 14 Est) complet (15219 pb) .
2022 +mer Ligure) ; : d'animaux échoués ) . . Atlantique.
des populations o ADNmt: 3 région de contréle ) ) R
Global ou biopsiés , MED occ. et MED orientale doivent étre
d’ADNmt (860 pb) i I .
considérés comme une unité évolutivement
significative (ESU) distincte.
Performance de
trois méthodes
biomoléculaires - Obtention des premieres données sur le
. pour l'identification » cytochrome b (43 | mitogénome.
Delphinus . Matériel L o ,
. ) ) des especes dans , ! pb); mitogénome | - La combinaison de ZooMS, de 'ADNmt et
delphis Biard et al. 2017 Mer Noire zooarchéologique 10 N . . !
ponticus un assemblage excave complet (72-100% | du séquengage shotgun constitue un outil

mixte d'échantillons
d'os d'odontocetes
datant de 800 a
1600 ans

couverture)

puissant pour lidentification des especes
dans le cadre de 'ADNa/ADNe.
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région de contréble

. . ! Différenciation ~ génétique  entre  les
Rosel et al. 1994 Mer Naire Structure gengﬂque T'S?’US pro'venanF 4 d’ADNmt (404pb), populations de mer Noire, Californie et du
des populations d'animaux échoués cytochrome b o
Pacifique.
(360ph)
région de contrble
Delphinus Natoli et al Mer Noire Structure gengthue ,TIS.SUS proyenanF ) dADNmE (.428 pb) Suggere l'isolement de la population MED.
. 2008 des populations d'animaux échoués 9 locide
delphis : i
. microsatellites
ponticus
- Différenciation observée entre ['océan
. . Atlantique et la MED, les TSS et la mer Noire
Mer Noire, Détroits o : - R : .
Tonay et al. turcs (TSS), mer Structure génétique | Tissus provenant 17419%+1 région de contréle | mais pas entre MED et la mer Naire.
2020 £ ée’ des populations d'animaux échoués d’ADNmt (428 pb) | - Evénements de colonisation
g multidirectionnelle de la MED a partir de
l'océan Atlantique NE.
Performance de
trois méthodes
biomoléculaires - Des haplotypes anciens sont présents
pour l'identification - Cytochrome b (43 | dans la population moderne
. Matériel Y o ,
) ) des especes dans , ) pb); mitogénome | - La combinaison de ZooMS, de 'ADNmt et
Biard et al. 2017 Mer Noire zooarchéologique n N . . !
un assemblage B complet (72-100% | du séquencage shotgun constitue un outil
: . i excavé . . . R
' mixte d'échantillons couverture) puissant pour lidentification des especes
Tursiops d'os d'odontocetes dans le cadre de 'ADNa/ADNe.
truncatus datant de 800 &
ponticus 1600 ans
Séparation entre la mer Méditerranée
Tissus provenant o orientale et la mer Noire visible dans
: . L , ) 10 +10 (réutilisés o R
Moura et al. Mer Noire, mer Structure génétique | d'animaux échoués, de Natoli et al mitogénome deux lignées indépendantes, toutes deux
2013 Méditerranée des populations ou biopsiés, scrub ' complet (16386 ph) | séparées des clades de la mer Méditerranée

sampling

20059)

ily aenviron10 000 ans.
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Tursiops

Structure génétique

Tissus provenant

région de contréble

- Deux lignées isolées dans la mer Noire

truncatus Natoli et al. Mer Noire, mer des populations d'animaux échoués, 16474 d’ADNmt (630 pb) | montrant l'effet fondateur.
. 2005 Méditerranée . P p ' biopsiés, ou 9 locide - Effet directionnel du flux de génes,
ponticus ségrégation sexuelle » : . . . R
d'écouvillonnage microsatellites suggérant 'émigration des femelles.
La différenciation de la population de
Phocoena Mer Noire, TSS, . ) grands dauphins de mer Noire par rapport
Tonay et al. L, Structure génétique = Tissus provenant . : : i
phocoena mer Egée, mer . - ) . 31+31*+7+5 ADNmt aux populations adjacentes et les faibles
: 2018 L . des populations d'animaux échoués . : BN -
relicta Mediterranée niveaux de diversité génétique indiquent un
probleme de conservation.
Tissus provenant 43+31 . . N )
. ) . . . B . . - R Faible diversité génétique dans la mer Noire,
Viaud-Martinez Mer Noire, mer Structure génétique | d'animaux échoués, (partiellement région de controble associée & une différenciation importante et
etal. 2008 Méditerranée des populations biopsiés, ou réutilisés de Natoli | d’ADNmt (442 pb) 5 quelgues haolotvpes partaaés P
d'écouvillonnage etal. 2005) quelq plotypes partages.
région de controle | Homogénéité génétique des marsouins de
Ben Chehida et Mer Noire, mer Structure génétique Tissus provenant 55 d’ADNmt (3904 pb) | la mer Noire au niveau de 'ADNmt et des
al.2020 d'Azov des populations d'animaux échoués 10 loci de microsatellites, malgré une hétérogénéité
microsatellites morphologique.
Performance de
Tursiops trois méthodes
truncatus biomoléculaires - Des haplotypes anciens sont présents
ponticus pour l'identification Matériel cytochrome B (43 | dans la population moderne.
: . des especes dans . ) pb); mitogénome | - La combinaison de ZooMS, de 'ADNmt et
Biard et al. 2017 Mer Naire zooarchéologique 10 o ) . :
un assemblage , complet (72-100% | du séquencage shotgun constitue un outil
: o X excave . - . .
mixte d'échantillons couverture) puissant pour lidentification des espéces
d'os d'odontocetes dans le cadre de 'ADNa/ADNe.
datantde 800 a
1600 ans
Tissus provenant De fortes barriéres au flux génétique ont été
Fontaine et al. Mer Noire, merde | Structure génétique = d'animaux échoués 7543+ 10 loci de détectées dans la partie sud-est de l'aire de

2007

Marmara

des populations

ou de captures
accidentelles

microsatellites

répartition.
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Tursiops
truncatus
ponticus

Performance de

trois méthodes

biomoléculaires
pour l'identification

cytochrome B (43

des especes dans Materiel pb); mitogénome | - Des haplotypes anciens sont présents
Biard et al. 2017 Mer Noire zooarchéologique 10 ' 0 .
un assemblage B complet (72-100% | dans la population moderne.
: - : excavé
mixte d'échantillons couverture)
d'os d'odontocetes
datant de 800 a
1600 ans
De fortes barriéres au flux génétique ont été
) détectées dans la partie sud-est de 'aire de
Tissus provenant répartition
Fontaine et al. Mer Noire, merde | Structure génétique = d'animaux échoués 7543+ 10 loci de - La combinaison de ZooMS, de 'ADNmt et

2007

Marmara

des populations

ou de captures
accidentelles

microsatellites

du séquengage shotgun constitue un outil
puissant pour lidentification des espéces
dans le cadre de 'ADNa/ADNe.

Fontaine et al.
2010

Mer Noire, mer de
Marmara

Structure génétique
des populations

Tissus provenant
d'animaux échoués
ou de captures
accessoires

75+3* (réutilisés
de Fontaine et al.
2007)

10 loci de
microsatellites

Les marsouins de la mer Noire et de
['Atlantique Nord ont divergé au cours des 7
000 derniéres années.

Fontaine et al.
2012

Mer Noire, mer
de Marmara, mer
Egée

Structure génétique
des populations

Tissus provenant
d'animaux échoués
ou de captures
accessoires

75+3*+1
(réutilisés de
Fontaine et al.
2007, 2010 sauf
ceux de mer Egée)

région de controble
d’ADNmt (705 pb)
10 loci de
microsatellites

Forte réduction de la population (~90%)
au cours des cing dernieres décennies, en
raison d'une tuerie massive et de captures
accessaires.

Fontaine et al.
2014

Mer Noire, mer de
Marmara

Structure génétique
des populations

Tissus provenant
d'animaux échoués
ou de captures
accessoires

75+3* (réutilisés
de Fontaine et al.
2007,2010)

région de contréle

d’ADNmt (5085
pb), 10 loci de
microsatellites

La divergence entre les populations
occidentales et orientales de la mer
Méditerranée s'est probablement produite
pendant la période postglaciaire, vers
environ 14 000 AP,
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Tursiops
truncatus
ponticus

Structure génétique

Tissus provenant
d'animaux échoués

ddRAD - 2872
SNPs, 13 loci de

Les marsouins de la mer Noire sont plus
clairement séparés sur la base de marqueurs

Lah etal. 2016 Mer Noire . 4 microsatellites, . o
des populations ou de captures L . nucléaires ainsi que de marqueurs
accessoires région de controle mitochondriaux privés et divergents
d’ADNmt (414 pb) . e
Tissus provenant )
Llavona et al. ) Structure génétique | d'animaux échoués 10 loci de La mer Egée, de Marmara et mer Noire
Mer Noire . 16 : ) .
2014 des populations ou de captures microsatellites semblent former un groupe distinct.
accessoires
Tissus provenant Aucun haplotype commun n'a été trouvé
) Structure génétique | d'animaux échoués région de contréle | entre les trois bassins océaniques, et la
Roseletal. 1995 Mer Noire des populations ou de captures ° d’ADNmt (394 ph) | divergence de séquence estimée entre ceux-
accessoires ci était élevée.
Rosel et al. Mer Eqée Structure génétique | Tissus provenant 5 région de controle Déplacemer]t des marsouins de la mer Noire
2003 9 des populations d'animaux échoués d’ADNmt (344 pb) | vers la mer Egée.
) Tissus provenant
Tonay et al Mer Noire, mer Structure génétique | d'animaux échoués région de controle
2012 de Marénga, mer des populations ou de captures 141741 'ADNmt (364 pb) Possibilité d'un groupe isolé dans les TSS.
g accessoires
Tissus provenant ) )
. o - . . - R Les marsouins de mer Noire se sont
Mer Noire, TSS, Structure génétique | d'animaux échoués . région de contréle . . L
Tonay et al. 2017 B . S8+11"+1 , dispersés dans la mer Egée a travers les TSS.
mer Egée des populations ou de captures d’ADNmt (358 pb) e h
) Possibilité d'un groupe isolé dans les TSS.
accessoires
Tissus provenant
Mer Noire, TSS, Structure génétique | d'animaux échoués . région de contréle e o
Uzun et al. 2017 mer Egée des populations ou de captures S57+15%+2 d'ADNmt (364 pb) Possibilité d'un groupe isolé dans les TSS.
accessoires
Tissus provenant Diversité génétique la plus élevée dans la
Uzunetal 2018 |~ MerNoie TSS, Structure génstique | d'animaux échoués 37417%+1 ddRAD 4924 SNPs | mer Noire occidentale et les TSS, possibilité

mer Egée

des populations

ou de captures
accessoires

d'un groupe isolé dans les TSS.
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TYPE **NB

OBJECTIF D’ECHANTILLON D’ECHANTILLONS MARQUEUR(S) PRINCIPAUX RESULTATS
Tursions Mer Noire, mer Evaluer le degré Tissus provenant
P Viaud-Martinez | de Marmara, mer de différenciation d'animaux échoués N région de contréle | Sous-espece P p. relicta génétiquement
truncatus c L . 95+3*+4+4 , e -
onticus etal. 2007 Egée, proximité de morphologique et ou de captures d’ADNmt (364 ph) | différenciée et reconnue.
P Gibraltar génétique accessaires

*Le systéme des Détroits turcs (TSS d'aprés le sigle en anglais, qui comprend la mer de Marmara et les détroits du Bosphore et des Dardanelles) n'est pas dans la zone
ACCOBAMS. **Nombre d’échantillons inclus dans la zone ACCOBAMS
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Annexe 2

Laboratoires de génétique adaptés dans la zone ACCOBAMS
[Novembre 2023]

Note: cette liste non-exhaustive s’est basée sur les informations recues des PFN de TACCOBAMS et des
participant-es du workshop jusqu'en octobre 2022, et actualisée en novembre 2023 (d'autres laboratoires
adaptés existent probablement dans chaque Partie).

PARTIE LABORATOIRE CONTACT

Department of Biology, Faculty of Science, University of

Croatie Zagreb, Zagreh Ana Galov: ana.galov@biol.pmf.hr
. Zoology Department, Faculty of Science, Al-Azhar University, ) :
Egipte Nasr City, Cairo hamdy.ali.hamdy@gmail.com
Laboratoire de recherche: CRIOBE, UAR3278 - CRIOBE - Serge Planes: planes@univ-perp.fr
CNRS - EPHE - UPVD, Perpignan g P perp.
France

Laboratoire de recherche: MIVEGEC UMR IRD224 -

CNRS5290 - University of Montpellier, Montpellier Michael Fontaine: michael fontaine@cnrs.fr

Molecular Biology of Marine Mammals Conservation and Fish
Grece stocks, Dept. of Ichthyology and Aquatic Environment, School | Georgios A. Gkafas : gkafas@uth.gr
of Agricultural Sciences, University of Thessaly, Volos

University of Siena, Departments of Department of Environ- Maria Cristina Fossi: fossi@unisi.it
mental, Earth and Physical Sciences, Siena Cristina Panti: panti4@unisi.it

[talie . : ) )
University of Padova, Department of Comparative Biome- . ) )
dicine and Food Science - Mediterranean Marine Mammals C|r.12|alCentelleghe. marinemammals.bca@

) unipd.it

Tissue Bank, Padova

Malte Copser\{atmn Biology Research Group, Department of Biology, Adriana Vella: adrianavella@um.edu.mt
University of Malta, Msida
Instituto Gulbenkian de Ciéncia (IGC), Population and Conser- | Lounes Chikhi: chikhi@igc.gulbenkian.pt
vation Genetics group, Oeiras Inés Carvalho: carvalho.inesc@gmail.com

Portugal Portugal Centro de Estudos do Ambiente e do Mar (CESAM), geral@ua.pt

Campus Universitario de Santiago, Aveiro

Interdisciplinary Centre of Marine and Environmental Re-

search (CIIMAR), Porto University, Matosinhos Filipe Castro: filipe.castro@ciimar.up.pt

Tilen Genov: tilen.genov@gmail.com ,mori-

Slovénie | Morigenos - Slovenian Marine Mammal Society, Piran :
genos@morigenos.org
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PARTIE LABORATOIRE CONTACT

Central Service for Experimental Research, University of : :
. . Amparo Martinez: amparo.martinez@uv.es

Valencia, Valencia

Marine Zoology Unit, Cavanilles Institute of Biodiversity and

Evolutionary Biology, University of Valencia, Valencia Juan Antonio Raga: toniraga@uv.es

Espagne | Department of Functional Biology, University of Oviedo, Alvaro Jesus Obaya Gonzélez:
Oviedo dpto.biofun@uniovi.es

[COMMERCIAL COMPANY] All Genetics and Biology SL, A

Corufia info@allgenetics.eu

[COMMERCIAL COMPANY] Macrogen SPAIN, Madrid info-spain@macrogen.com

Le Laboratoire de Biodiversité Marine, Institut National des
Tunisie Sciences et Technologies de la Mer (INSTM), centre de Mo- Olfa Chaieb: offachaieb@yahoo.fr
nastir, Monastir

Istanbul University Faculty of Aquatic Sciences, istanbul Arda M. Tonay: atonay@istanbul.edu.tr
Turkiye Zonguldak Bulent Ecevit University, Faculty of Science and Mustafa S6zen: spalaxtr@hotmail.com
Arts, Department of Biology mustafasozen@beun.edu.tr
Schmalhausen Institute of Zoology, National Academy of e . .
Sciences of Ukraine, Kyiv Pavel Gol'din: pavelgoldin412@gmail.com
Ukraine | Mechnikov Odesa National University, Odesa Sabina Chebotar: kafgen@onu.edu.ua

Oleksandr Zinenko: oleksandrzinenko@

Karazin Kharkiv National University, Kharkiv .
gmail.com
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Annexe 3

SOMMAIRE

Placer un petit morceau d'échantillon de tissu (la quantité exacte varie en fonction du type de
tissu et de la quantité d'ADN cible) dans un tube de 1,5 ml & couvercle rabattable (p. ex. eppendorf);
s'assurer gue l'échantillon se trouve au fond du tube, centrifuger si nécessaire.

Ajouter 125 ul de tampon DigSol et de mélange de protéinase K a ['échantillon (le mélange doit
avoir un rapport de 250 pl de tampon DigSol et 10 ul de protéinase K (10 mg/ml)) ; fermer le couvercle
et centrifuger brievement.

Placer dans un autoclave a 56°C pour la digestion, p. ex. pendant une nuit.

Une fois la digestion terminée, centrifuger brigvement et ajouter 300 pl d'acétate d'ammonium
4M dans chaque tube pour la précipitation des protéines.

Placer les tubes/plagues d'échantillons sur un agitateur ou un vortex pendant une période d'au
moins 15 minutes a température ambiante pour précipiter les protéines.

Etiqueter des nouveaux tubes de 1,5 ml & couvercle rabattable pour le transfert d'échantillons
dans les étapes suivantes.

Centrifuger les tubes/plagues d'échantillons pendant 10 minutes a 15 000 rpm.

Aspirer le surnageant (liquide clair contenant 'ADN) dans des tubes propres et précédemment
gétiquetés de 1,5 ml a couvercle rabattable (jeter les protéines précipitées qui sont généralement
concentrées au fond, mais qui peuvent flotter au-dessus).

Ajouter 1 ml d'éthanol a3 100% dans chaque tube.

Fermer les couvercles et retourner doucement les tubes plusieurs fois (20x) pour précipiter
['ADN.

Centrifuger pendant 10 minutes a 15 000 rpm.
Verser soigneusement ['éthanol hors du tube en veillant a ne pas perdre le culot d’ADN.

Ajouter 500 pl d'éthanol a 70 %, fermer les couvercles et retourner plusieurs fois pour rincer le
culot d'ADN.

Si le culot se détache du fond du tube, centrifuger pendant S minutes & 15 000 rpm.

Verser soigneusement ['éthanol hors du tube et placer les tubes a 'envers sur un tissu propre
(environ 30-60 minutes).

Aprés séchage complet, ajouter environ 100 pl de T10 EO.1 (la quantité ajoutée dépend de la
taille du culot).

Agiter doucement le tube pour déloger le culot.

Placer les tubes au bain-marie ou & l'autoclave pendant 30 minutes (50°C) pour dissoudre le
culot (agiter/vortexer toutes les 10 minutes).

Conserver a -20°C (long terme) ou a 4°C (court terme).
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Préparation des Solutions

Tampon Tris 1 M (poids mol. 121,1 g) pH 8,0
Pour 200 ml:

o Dissoudre 24,22 g dans de l'eau distillée en remuant.
e Le pH devrait étre environ 8,0.
o Stériliser a l'autoclave.

EDTA 0,5 M (poids mol. 372,2 g) pH 8,0
Pour 200 ml:

o Dissoudre 37,2 g dans de 'eau distillée en remuant.
o Veiller a ajuster le pH avec NaOH pendant la dissolution (pour que tout ['EDTA se solubilise).

SDS 20%
Pour 100 ml;

o Aujouter 20 g de SDS (utiliser de l'eau préalablemente autoclavée car la solution finale ne
pourra pas étre autoclavée).

o Utilisez une hotte et portez un masque pour peser cette poudre.

Digsol (Solution de digestion) pH 8,0 (Bill Amos & Josephine Pemberton)

RECIPE STOCK FOR 1000ml FOR 200ml
20 mM EDTA EDTA (0.5M, pH 8.0) 40 ml 8 ml
120 mM NaCl NaCl 8.85g 1.37g
50 mM Tris Tris (1M, pH 8.0) 50 ml 10 ml
Distilled water 810 ml 172 ml

« Réchauffer tous les constituants jusqu'a ce qu'ils soient dissous.
o Stériliser a l'autoclave.
o Ajouter le SDS.

SDS (20%) 50ml 10ml

e Ajuster le pH a l'aide de HCl si nécessaire
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4 M Acétate d'ammonium pH 7,5
Pour100 ml:

¢ Dissoudre 30,83 g d'acétate d'ammonium dans de 'eau distillée.
e Stériliser a l'autoclave.
e Sinécessaire, ajuster le pH avec de l'acide acétique Glacial.

NB: L'acétate d'ammonium est hydrophile et la majeure partie du produit chimique de base est donc
trés humide, mais cela ne semble pas affecter le processus d'extraction.

T10 EO,1 (Tampon T.E. a faible teneur en EDTA) pH 7,5-8,0

Pour remettre en suspension 'ADN qui sera utilisé dans la PCR
Pour 400 ml:

Tris10 mM » 4 mlde Tris 1M (pH 8,5)
EDTA Q1 mM~> 80 plde EDTA0,5M (pH 8,5)

e Ajuster le pH si nécessaire
o Stériliser a l'autoclave.

Protéinase K10 mg/ml

e Enaliguotes de 1 mldans un congélateur & -20°C.

[copiée depuis ]
Matériel nécessaire

o Glycogeéne (20 pg/uL)

e NH40ACc (acétate d'ammonium) 7.5 M

e Seauaglace

o Phénol:chloroforme:alcool isoamylique (25:24:1)
+ FEthanola100 %

o Neige carbonigue ou congélateur a -80°C

« FEthanola70 %

Protocole - extraction au Phénol | Chloroforme

Ajouter un volume de phénol:chloroforme:alcool isoamylique (25:24:1) a l'échantillon et agiter
au vortex ou a la main pendant environ 20 secondes.

Centrifuger & température ambiante pendant 5 minutes & 16 000 x g. Eliminer soigneusement
la phase aqueuse supérieure et transférer la couche dans un nouveau tube. Veiller a ne pas transférer
de phénol pendant le pipetage.

Passer a 'étape de "Précipitation de ['éthanol”, ci-dessous.
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Protocole - Précipitation de l'éthanol

REACTIF VOLUME

Glycogene (20 pg/pL) TuL

NH40Ac 7,5 M 0,5 x volume de l'échantillon

2,5 x (volume de l'échantillon +

, . o
gthanola 100% NH40AC)

Ajouter les réactifs a la phase aqueuse, dans l'ordre indigué dans le tableau ci-dessus.

Placer le tube a -20°C pendant une nuit pour précipiter 'ADN de ['échantillon. Note : Si vous
souhaitez poursuivre le protocole immédiatement, placez le tube dans de la neige carbonique ou a
-80°C pendant au moins 1 heure.

Centrifuger ['échantillon a 4°C pendant 30 minutes a 16 000 x g pour culotter 'ADNc.
Retirer soigneusement le surnageant en veillant a ne pas toucher le culot d'ADNCc.

Ajouter 150 uL d'éthanol a 70 %. Centrifuger l'échantillon a 4°C pendant 2 minutes a16 000 x g.
Retirer soigneusement le surnageant.

Répéter 'étape 3 une fois. Eliminez autant d'éthanol restant que possible.

Sécher le culot d'ADNc dans un concentrateur Thermo Scientific™ SpeedVac™ pendant 2 minutes
ou a température ambiante pendant 5 a 10 minutes.

Remettre en suspension le culot d’ADNc dans 300 plL de tampon TEN en pipettant de haut en
bas 30 a 40 fois.

Centrifuger brievement pour recueillir l'échantillon et placer le tube sur de la glace.
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Annexe 4

Objet:
L'objet de cet accord est de fixer les regles d'échange d'échantillons de cétacés a des fins de recherche
non commerciale entre les deux institutions suivantes.

Les parties a cet accord sont :
L'Etablissement fournisseur, également appelé "Prestataire"/ "Fournisseur” :
Représenté par:

et Ulnstitution destinataire, également appelée "Bénéficiaire” :
Représentée par:

Le Fournisseur accepte de préter au Bénéficiaire le Matériel Biologique (ci-aprés dénommé le
"Matériel") décrit ci-dessous, qui sera utilisé aux fins décrites aux points (B) et (C):

¢ Nombre d'échantillons et espéces

o Type d'échantillon (peau, muscle, etc.)

e Tampon/méthode de conservation

o Codes d'identification et informations sur ['échantillon

e Méthodes de collecte des échantillons (y compris les permis d'échantillonnage nationaux)

Le Bénéficiaire s'engage a effectuer 'analyse décrite ci-dessous aux fins décrites au point (C) et a
assurer la garde du Matériel jusqu'a sa consommation compléte ou sa restitution en toute sécurité a
'Etablissement fournisseur.

« Typed'analyse (ex : isotopes stables, génétique, contaminants, cause de décés, maladies, etc.)
Objet du Transfert de Matériel Biologique:
Une description concise du projet de recherche est fournie ci-dessous.
e Nomdu projet
« Référence du projet et organisme de financement (le cas échéant)
e Résumé succinct
Un résumé de la méthodologie scientifique appliquée aux échantillons est fourni ci-dessous.
[Il doit préciser si les échantillons seront partiellement ou totalement consommeés, ou si les

échantillons seront modifiés ou transformés (p. ex., extraction d’ADN ou d’ARN) ou si un produit
sera dérivé (p. ex., culture cellulaire)].
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Les deux parties acceptent les conditions suivantes:

Si des protocoles particuliers sont nécessaires avant de fournir le Matériel [décrire brievement],
les colts de préparation seront pris en charge par [le Fournisseur et/ou le
Bénéficiaire].

Le Matériel reste la propriété du Fournisseur/est donné au Bénéficiaire [choisir ['option
appropriéel.

Le Matériel ne peut étre utilisé qu'a des fins de recherche non commerciales telles que décrites
aux points (B) et (C). Si l'objectif convenu devait &tre modifié aprés la signature du présent Accord, le
Bénéficiaire consulterait I'Etablissement fournisseur et demanderait son approbation écrite, qui
sera annexée au présent Accord.

Si le Matériel doit étre expédié, les frais d'expédition seront pris en charge par
[le Fournisseur et/ou le Bénéficiaire)].

Les deux parties s'engagent a fournir tous les documents nécessaires a l'échange légal
d'échantillons biologiques a des fins de recherche non commerciale, y compris, mais sans s'y
limiter, les permis CITES pertinents et les procédures du protocole de Nagoya.

Toute partie du Matériel qui n'a pas été utilisée aux fins spécifiées aux points (B) et (C) doit
étre renvoyée au Fournisseur/restera stockée dans ['Institution destinataire [choisir ['option
appropriéel.

Le cas échéant, le Matériel devra étre emballé et expédié de maniére adéquate pour garantir son
retour en toute sécurité par courrier recommandé ou assuré. L'Etablissement fournisseur devra
étre contacté avant 'expédition. Les frais d'expédition seront a la charge du Bénéficiaire. S'il ne
reste plus aucune partie du matériel aprés les analyses, |'Etablissement fournisseur devra en étre
informé.

Le Bénéficiaire s'engage a veiller a ce que les étiquettes de code soient toujours associées au
Matériel concerné et a ce qu'elles ne soient pas perdues.

Le Bénéficiaire est un "utilisateur final", ce qui signifie qu'aucune partie du Matériel, aucun
produit du Matériel et aucune donnée relative au Matériel (espéce, origine, 4ge, sexe, lésions, ..) ne
pourront étre transmis & un tiers, sauf aprés consultation et approbation écrite de |'Etablissement
fournisseur. Ce transfert pourra nécessiter des autorisations spécifiques.

Le Bénéficiaire est responsable de la conservation du Matériel décrit au point (A). La perte ou
'endommagement du Matériel doit étre immédiatement signalé au Fournisseur.

Le statut de co-auteur-trice est la maniére la plus correcte de reconnaitre la contribution d'autrui.
Le Bénéficiaire accepte formellement que le ou les scientifique(s) ou membre(s) du personnel de
I'Etablissement fournisseur soient considérés comme co-auteur-trice-s dans tous les rapports,
présentations et documents. Toutes les publications et tous les rapports devront préciser que
le Matériel a été fourni par |'Etablissement fournisseur, et mentionner les projets/sponsors
appropriés en remerciements.
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o Résultats attendus [y compris les théses de licence, Master ou Doctorat, les publications
scientifiques, les actes de conférence, les rapports aux autorités nationales ou internationales,
etc.].

o Co-auteurtrice:s de |'Etablissement fournisseur qui devront figurer dans toutes les
publications, présentations et rapports résultant de ce projet : Dr./Mme/Mlle/M.

o Projets/sponsors a mentionner dans les remerciements.

o Autres personnes a mentionner spécifiqguement dans les remerciements.

Les résultats publiés devront étre communiqués a |'Etablissement fournisseur; une copie
numérique de tous les documents devra étre envoyée a |'Etablissement fournisseur.

Afin d'éviter la duplication des travaux futurs, toutes les données brutes doivent étre envoyées
a 'Etablissement fournisseur (p. ex., les résultats de l'analyse des polluants, les résultats des
signatures isotopiques, les séquences génétiques, etc.). Le Bénéficiaire conservera le statut de
co-auteur-trice de ces données. Toute utilisation institutionnelle de ces données (p. ex., dans les
rapports nationaux ou internationaux demandés par les autorités nationales) sera précédée d'une
demande d'autorisation adressée par |'Etablissement fournisseur au Bénéficiaire responsable
de la production des données.

Le Bénéficiaire fournira au Fournisseur une formation sur [sujet a déterminer en fonction des
besoins et capacités des deux Parties].

Le présent accord prend effetendatedu ___________________ et prendra fin (1) au terme
du projet de recherche, (2) a la restitution des échantillons & |'Etablissement fournisseur, (3)
en cas de violation des conditions du présent accord par le Bénéficiaire, ou (4) a la demande de
'Etablissement fournisseur de restituer ses échantillons [choisir les options approprices).

Date:

Pour l'Etablissement fournisseur:
Personne responsable:

Affiliation:

Télephone:

Courriel:

Représenté légalement par:

Affiliation:

Courriel:

Signature du-de la représentant-e légal-e de lEtablissement:

Pour l'Institution destinataire:
Personne responsable:
Affiliation:

Télephone:

Courriel:

Représentée légalement par:

Affiliation:

Courriel:

Signature du-de la représentant-e légal-e de l'Institution:
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